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INTRODUCTION
La prostate est une glande exocrine qui fait partie du systéme reproducteur masculin lequel
joue un rdle fondamental dans la fertilit¢ des hommes (Wilson et al., 1911; Tortora et al., 2007).
Cette glande peut étre le siege de trois affections principales: I'adénome de la prostate (McNeal,
1990), l'infection de la prostate ou prostatite (Collins et al., 1998) et le cancer de la prostate,

pathologie la plus grave des affections (McNeal, 1991).

Le cancer de la prostate est rare avant 1'dge de 50 ans, mais son incidence croit fortement
avec l'age (Ferlay ef al., 2013). Dans le monde, il est le deuxiéme cancer le plus fréquent et la
cinquieme cause de déceés chez les hommes. Son incidence variée fortement d'un pays a l'autre
(Center et al., 2012). Elle est trés €levés en Australie / Nouvelle-Zélande alors qu'elle est faible
dans les pays asiatiques (Ferlay et al., 2013). En Algérie, selon la base de données GLOBOCAN
2012, il est le quatriéme cancer le plus fréquent et la sixiéme cause de déces chez I'homme (Ferlay
et al., 2013). Selon les données de prédiction, les taux d'incidence et de mortalité de cette maladie
seront augmenté¢ en Algérie: passant de 1037 nouveaux cas en 2012 a 1477 nouveaux cas qui

seront diagnostiqués en 2020 et de 595 déces en 2012 a 791 déces en 2020 (Ferlay et al., 2013).

Le cancer de la prostate est une maladie multifactorielle. Son étiologie reste encore largement
méconnue. Cependant, la participation de plusieurs facteurs comme les variations géographiques
et l'origine ethnique (Ferlay ef al, 2013), les facteurs génétiques (Morganti et al., 1956), le
vieillissement (Kwabi-Addo et al., 2007), 1'alimentation (Homma et al., 2004), le mode de vie et
les habitudes toxiques (Plaskon et al., 2003; McGregor et al., 2013) sont fortement suspectés.

Le stress oxydant est suggéré d'étre le lien entre plusieurs facteurs de risque comme le
vieillissement (Udensi et al, 2016), le déséquilibre des androgénes (Khandrika et al, 2009),
l'alimentation (Homma et al., 2004) et I'inflammation chronique (Nelson et al., 2002) et le cancer
de la prostate. En plus, la glande prostatique est connue d'étre trés vulnérable au stress oxydant a
cause de l'inflammation et de la dérégulation hormonale qui peut se produit au niveau de cet
organe (Siddiqui et al., 2007).

Plusieurs études ont montré que le stress oxydant est plus élevé dans 1'épithélium des patients
atteints du cancer de la prostate comparant aux hommes sains. Ceci a été¢ démontré directement au
sein de cellules tumorales par des taux ¢€levés des ERO ou indirectement via I'augmentation des
dommages oxydatifs (Khandrika ef al., 2009). Il a été rapporté également que le stress oxydant
¢levé peut participer non seulement au développement de cancer de la prostate mais aussi a sa
progression et sa gravité (Guéritat, 2015). Actuellement, le cancer de la prostate ne peut étre
guérie que dans des cas rares, diagnostiquée a un stade précoce (Fournier et al., 2004). Lorsque le

cancer est localement avancé ou métastasique le traitement ne peut offrir qu'un succes limité dans
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la réduction de la mortalité¢ chez les patients (Tannock et al., 2004; Bastide et al., 2013). Devant

cette situation, la recherche a été orientée vers la prévention et plusieurs ¢tudes ont commencés a
¢tudier l'effet de certains antioxydants alimentaires sur la prévention ou la réduction du risque de
développement ou de progression du cancer de la prostate (Vance et al., 2013).

Plusieurs études ont analysé I'effet the thé vert, connu depuis longtemps par ces propriétés
antioxydantes (Dutta et al., 2013) sur la prévention de cancer de la prostate (Gupta et al., 2000;
Gupta et al., 2001). La plupart des études épidémiologiques ont trouvé que la consommation du
thé vert réduite le risque de cancer de la prostate (Jian et al., 2004; Kurahashi et al., 2008).
D'autres études ont montré également que le thé vert par sa richesse en polyphénols est capable
d'inhiber significativement la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques in vitro (Gupta et
al., 2000). Le traitement des souris TRAMP (transgenic adenocarcinoma of mouse prostate) par
une infusion enrichie a 95% de catéchines du thé vert a confirmé les résultats de ces études et
montre que le thé vert est capable de provoquer un retard significatif de l'incidence de tumeurs
primitives de la prostate et d'inhiber presque complétement les métastases chez les souris (Gupta
etal., 2001).

Les effets bénéfiques de thé vert observés dans ces études qui suggerent l'importance
d'identifier 'effet chimiopréventif de thé vert sur le cancer de la prostate chez les humains (Gupta
et al., 2001; Harper et al., 2007). Cependant, jusqu'a aujourd'hui il n'y a eu que quelques études
d'intervention ont été réalisées chez les humains (Jatoi et al., 2003; Bettuzzi et al., 2006; McLarty
et al., 2009).

Le présent travail est consiste a évaluer 1'effet préventif des flavonoides et des phénols de thé
vert (Camellia sinensis (L.) Kuntze) sur le cancer de la prostate chez la population de I'Est
Algérien. Devant le manque d'études épidémiologiques réalisées sur le cancer de la prostate en
Algérie plusieurs questions sont posées:

- Quel sont les principaux facteurs de risque et de prévention de cancer de la prostate dans la

population de I'Est Algérien ?

- Est-ce que la consommation de thé vert peut étre associée a une réduction du risque du

cancer de la prostate chez la population de 1'Est Algérien ?

- Est-ce que le stress oxydatif pouvait étre associé¢ au développement et a la progression du

cancer de la prostate dans la population de 1'Est Algérien ?
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- Est-ce que la consommation de thé vert peut avoir un effet protecteur contre le cancer de la

prostate via la réduction de stress oxydant ?

Dans ce cadre, deux études ont été réalisées paralleélement: une étude épidémiologique et une

¢tude expérimentale in vitro et in humaine :

- L'¢tude épidémiologique vise a analyser la relation entre l'dge, le mode de vie, les
antécédents familiaux et les habitudes alimentaires incluant la consommation de thé vert et
le risque de cancer de la prostate dans la population de I'Est Algérien; avec une
comparaison des résultats obtenus a ceux d'autres études réalisés sur différentes

populations dans le monde.

- L'étude expérimentale in vitro et in humaine vise a évaluer l'effet préventif du thé vert sur
le cancer de la prostate. Dans la partie in vitro nous avons déterminé la teneur en phénol et
en flavonoides du thé vert utilisé et évalué ces activités antioxydantes et antiprolifératives
et dans la partie in humaine nous avons ¢évalué et suivi le statut oxydant et antioxydant
ainsi que certains parametres biochimiques chez les patients de la population de I'Est

Algérien avant et apres la consommation de thé vert.
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Premiére partie: Généralités sur le cancer de la prostate
1. Description et fonction de la prostate
La prostate est une glande exocrine de l'appareil urogénital masculin. Elle est située au
croisement des voies génitales et urinaires, sous la vessie et en avant du rectum. Sa point ou apex,
est dirigée vers le bas, sa aplatie regarde la vessie et sa face postérieure le rectum. Elle a une
forme d'une chataigne et une grosseur d'une balle de golf. Chez un adulte, elle mesure environ 3-4
cm de long, 3-5 cm de largeur et 2-3 cm d'épaisseur et pese entre 16 et 20 grammes (figure 1)

(Wilson et al., 1911;Tortora et al., 2007).

Liuretere

Un ganglion
hmphatique

Figure 1: Anatomie de l'appareil urogénital masculin

(http://www.anticancerfund.org/sites/default/files/resize/news)

La glande prostatique joue un role fondamental dans la fertilit¢ masculine. Sa fonction
principale est de stocker et sécréter un liquide laiteux et 1égérement acide (pH d'environ 6.5) qui
offre aux spermatozoides, lors de 1'¢jaculation avec le fluide vésiculaire, un milieu convenable a
leur fonction. La sécrétion prostatique protége les spermatozoides et assure leur mobilité et
viabilité. Elle contient diverses substances: l'acide citrique; enzymes protéolytiques, telles que
I'antigeéne spécifique de la prostate (PSA), le pepsinogéne, le lysozyme, I'amylase 1'hyaluronidase;
la phosphatase acide (Wilson et al, 1911); des facteurs de croissance; l'albumine, la
séminalplasmine, les polyamines (spermidine et spermine), un taux élevé en zinc et un systeme
de défense antioxydant constitué¢ par la catalase, la glutathion peroxydase et la superoxyde

dismutase (Soufir, 2010).

2. Maladies et désordres de la prostate en dehors du cancer
Les maladies de la prostate touchent plus de la moitié de tous les hommes et leur prévalence
augmente avec l'age. Les deux principales pathologies, en dehors du cancer, sont I'hypertrophie

bénigne (HBP: adénome de la prostate) et la prostatite (inflammation de la prostate) (Collins et
5
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“al, 1998; McNeal, 1990). Elles sont des problémes typiques auxquels les hommes sont
confrontés. Contrairement au cancer de la prostate, elles ne mettent pas habituellement la vie en
péril mais elles sont ennuyeuses et parfois douloureuses. Autres désordres sont aussi observés
dans les biopsies prostatiques et le plus répandu est la néoplasie intraépithéliale (PIN) (Montironi

et al., 2007).

3. Le cancer de la prostate
3.1 Epidémiologie

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez I'homme aprés le cancer du
poumon, avec 1.1 million nouveaux cas diagnostiqués dans le monde en 2012 (Center et al.,
2012). Son incidence est tres €élevé en Australie / Nouvelle-Zélande, Amérique du Nord, Europe
occidentale et septentrionale, relativement élevé dans certaines régions telles que les Caraibes,
I'Afrique du Sud et en Amérique du Sud, mais faible dans la population asiatique (figure 2)
(Ferlay et al., 2013). I était également la cinquiéme cause de déces par cancer dans le monde en
2012. Les taux les plus élevés sont relevés dans les Caraibes, I'Afrique australe et centrale (figure

2) (Ferlay et al., 2013; Torre et al., 2015).

W Incidence
110 o B Mortality

100 972

a0 858
B G109
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1|2?10.5 10.5
s G-
B 1 4.5

Figure 2: L'incidence et mortalité du cancer de la prostate dans le monde en 2012 exprimée en
ASR (Age- Standardized Rate) qui l'incidence standardisée pour 1'dge pour 100,000 personnes
(Ferlay et al., 2013).

En Algérie, selon la base de données GLOBOCAN 2012, le cancer de la prostate était le
quatriéme cancer le plus fréquent (8.8 cas / 100,000) et la sixieme cause de déces (4.9 déces /

100,000) chez 'homme (figure 3). Son incidence augmente fortement avec 1'age. Le nombre des
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hommes diagnostiqués moins de 65 ans était 275 cas et de 65 ans et plus ¢était 762 cas (Ferlay et

al,, 2013).

Algeria

18 L M Incidence
n Mortality

ASR (W)

Figure 3: L'incidence et mortalité du cancer de la prostate dans I'Algérie en 2012 exprimée en

ASR (Age- Standardized Rate) (Ferlay ef al., 2013).

3.2 Facteurs de risques

3.2.1 L'age

L'age semble le facteur de risque le plus important. Le cancer de la prostate est rare avant 50
ans, seulement 1.57 % des cas sont diagnostiquées mais son incidence croit fortement apres 1'age
de 65 ans, plus de 68 % d'incidence; avec une prédominance entre 65 et 75 ans (Ferlay ef al.,
2013). Quatre-vingt-treize pour cent des déces liés au cancer de la prostate surviennent aussi
apres l'age de 65 ans dont 72 % entre 65 et 80 ans et 21 % apres 80 ans. Dans les études
d'autopsie, l'incidence des cancers histologiques croit aussi avec 1'dge mais avec une fréquence de
30 % a 30 ans, 50 % a 50 ans et plus de 75 % a 85 ans. Les statistiques nord-américaines
rapportent une incidence annuelle de 21/100,000 hommes avant 65 ans, passant a 819/100,000
hommes au-dela de 65 ans et la probabilité d'étre atteint d'un cancer de la prostate croit avec l'age,
passant de 1/100,000 hommes a moins de 39 ans a 1/103 entre 40 et 59 ans et 1/8 hommes de 60
a 79 ans (Kuhn et al., 2002; Fournier et al., 2004).

3.2.2 Les variations géographiques et I'origine ethnique

Les données épidémiologiques montrent qu'il existe une trés grande variation d'incidence de
cancer de la prostate selon les variations géographiques et l'origine ethnique. Aux Etats-Unis une

différence significative dans l'incidence a été observée entre les différentes races (Ferlay et al.,

7
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'2013). Les Afro-Américains marquent l'incidence la plus élevée, supérieure de plus de 30 % par
rapport aux Américains caucasiens. Plusieurs ¢tudes proposent les facteurs génétiques et
environnementaux d'étre la cause de ces variations d'incidence. Une prédisposition génétique peut
expliquer la plus grande fréquence de cancer de la prostate chez les Américains d'origine
africaine dont l'incidence est la méme que les Africains vivant au Niger ou a la Jamaique
(Osegbe, 1997; Glover et al., 1998). L'augmentation rapide de I'incidence du cancer de la prostate
chez les hommes qui ont émigré les pays d'Asie vers les Etats-Unis suggere le role de facteurs
d'environnement (le changement de style de vie, l'alimentation....). Plusieurs études trouvent que
le risque de cancer de la prostate augmente significativement chez les émigrés asiatiques avec un

mode de vie occidental (Namiki et al., 2010).
3.2.3  Facteurs génétiques

Avec l'age et l'origine ethnique, les antécédents familiaux constituent un autre facteur de
risque certifié. La variation de l'incidence de cancer de la prostate selon la variation géographique
et ethnique met la lumicre fortement sur l'association de facteurs génétiques au risque de cancer
de la prostate. Des les années 1950, les travaux cliniques avaient relevé l'existence d'une
agrégation familiale possible pour le cancer de la prostate (Morganti ef al., 1956). Dans une étude
réalisée a Canada, la présence des antécédents familiaux, augmente le risque de cancer de la
prostate, de 3 fois (Ghadirianl et al., 1997). Dans une autre étude, 20 % des cas présente des
formes familiales. Certaines formes sont dues de I'exposition des membres de la famille a un
carcinogéne commun, alors que d'autres sont véritablement des formes héréditaires (Valeri et al.,
1999). Plusieurs geénes de prédisposition sont également identifiés et proposés d'étre responsable
de l'apparition de la forme familiale de cancer de la prostate (Valeri ef al., 1998; Kuhn et al.,
2002).

3.2.4 Facteurs environnementaux

- Facteurs alimentaires

Malgré des contradictions observées entre les résultats des différentes études concernant
l'alimentation comme facteur favorisant le cancer de la prostate, beaucoup d'études
épidémiologiques trouvent une association positive entre les habitudes alimentaire et le cancer de
la prostate. Les principaux facteurs nutritionnels possiblement impliqués dans le cancer de la

prostate sont:

o La viande rouge: beaucoup d'études montrent qu'une grande consommation de viande rouge
peut accroitre significativement le risque de cancer de la prostate (Gann et al, 1994; Le

Marchand et al., 1994; Sinha R et al., 2009). La consommation de la viande rouge 5 fois par
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semaine comme plat principal dans I'é¢tude de Gann et al., 1994 augmente 2.5 fois le risque de

cancer de la prostate.
Graisses saturées: 1'impact des graisses saturées d'origine animale sur le cancer de la prostate
a été directement liée au risque de cancer de la prostate avancé. Toutefois, les matiéres grasses
des produits laitiers (a2 l'exception du beurre) ou des poissons n'ont aucun rapport avec le
risque de cancer de la prostate (Giovannucci et al., 1993). une autre étude a montré que la
grande consommation de graisses saturées augmente 3 fois le risque de déces par cancer de la
prostate (Fradet et al., 1999).
Les produits laitiers: une association positive entre les produits laitiers et le cancer de la
prostate a été aussi observée dans plusieurs études. Dans étude réalisée avec 43 435 japonais,
la consommation excessive de produits laitiers augmente 1.63 le risque de cancer de la
prostate (Kurahashi et al., 2008). L'étude prospective de Tseng et al., 2005, a montré que les
hommes ayant une consommation ¢élevée de produits laitiers, ont un risque 2.2 fois plus élevé
de développer un cancer de la prostate.
L'apport énergétique et l'obésité: ces deux facteurs semblent aussi corrélés au risque de cancer
de la prostate (Andersson et al., 1996; Engeland et al., 2003). Dans les pays industrialisés,
l'obésité est 'un des problémes de santé, les plus importants. Dans les pays riches, plus de la
moiti¢ des adultes ayant un poids excessif avec 30% de cas obeses (l'indice de masse
corporelle (IMC) est supérieur a 30 Kg/m2) (James et al., 2004). De nombreuses études
montrent que le risque de cancer de la prostate augmente significativement chez les obéses et
le cancer pourrait étre plus agressif, avec une mortalité¢ accrue de l'ordre de 20 a 34 %
(Rodriguez et al., 2001; Calle et al., 2003). L'obésité peut aussi associer a un désordre
endocrinien conduisant au diabéte de type II insulino-résistant ayant pour conséquence une
hyper insulinémie et un niveau plus ¢élevé d'IGF-1. Ces deux facteurs favorisent la
prolifération cellulaire et empéchent l'apoptose dans de nombreux tissus et peut étre li¢ a
génese tumorale du cancer de la prostate (Calle ef al., 2003; Freedland et al., 2005).

- Autres facteurs

I a été suggéré que I'exposition aux UV peut avoir un rdle protecteur contre le cancer de la

prostate par via le métabolisme de la vitamine D ( Luscombe et al., 2001). Une ¢étude récente a

montré que la prise d'alcool durant une longue période augmente significativement le risque de

cancer de la prostate agressif et non agressif (McGregor ef al., 2013). Une association positive

entre le tabagisme et le risque de cancer de la prostate est également rapportée (Plaskon et al.,

2003). Plusieurs autres ¢tudes ont analysées la relation entre les polluants environnementaux tel

que les pesticides et les polluants d'origines industrielles et le cancer de la prostate mais jusqu'a
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ce jour aucune association significative n'a mise en évidence et les polluants environnementaux

ne sont pas considérés comme facteurs de risques (Multigner ef al., 2008).

3.3 Anatomopathologie
3.3.1 Localisation

Le cancer de la prostate est une transformation maligne de cellules glandulaire prostatique qui
dans la majorité¢ des cas, est un adénocarcinome hormono-dépendant, dépend des androgénes
testiculaires (90%) et surrénaliens (10%), se développant au niveau de I'épithélium glandulaire et
plus particuliérement au niveau des cellules sécrétrices. Les autres formes tels que le carcinome a
petites cellules, carcinomes a cellules transitionnelles, carcinome €pidermoide sont rares, de I'ordre
de 3%. La plupart de ces formes particuliéres sont diagnostiquées tardivement et elles sont plus
agressives. Le cancer de la prostate apparait dans 70% des cas au niveau de la zone périphérique
de la prostate, mais peut se développer au niveau de la zone de transition (20%), dans la zone
centrale (10%), ou peut aussi envahir plusieurs zones (McNeal, 1981). Il se présente le plus
souvent de maniére multifocale. Des lésions au sein d'un méme lobe ou bilatérale sont observées
dans deux tiers des cas sur des piéces de prostatectomie avec une moyenne de 2.4 cas de cancer

par picce (Haftner et al., 2009).
3.3.2 Extension

La progression de cancer de la prostate est le plus souvent lente, caractérisée par une longue
période de latence (> 10 ans) (Etzioni ef al., 1998; Bostwick, 1998). Le cancer reste localisé dans
la glande au début de la maladie, puis évolue, franchit la capsule prostatique, s'é¢tend dans la
graisse péri prostatique, dans la majorité des cas a la partie postéro latérale de la glande via les
espaces péri nerveux, puis vers les vésicules séminales. Les sites métastatiques, les plus
fréquents, sont ganglionnaires et osseuses. Les atteintes osseuses touchent préférentiellement le
bassin, le rachis, les cotes et le sternum. L'atteinte rectale est trés rare. L'atteinte du col vésical, du
trigone et de la terminaison des uretéres, voire de la paroi pelvienne, apparait dans les tumeurs
localement évoluées. L'atteinte pulmonaire, bien que fréquente sur les études autopsiés, est
rarement détectée en clinique courante et les autres localisations (hépatiques, surrénaliennes,

rénales, cutanées...) sont exceptionnelles (Villers ef al., 1989; Ohori et al., 1993).

10



3.3.3 Classification

Synthése bibliographique

Classification de Gleason: le grade tumoral

La classification de Gleason est une classification anatomopathologique utilisée pour

exprimer les résultats obtenus sur les biopsies prostatiques, les copeaux de résection

endoscopique ou les pieces de prostatectomies (Epstein et al., 2005). Le grade de Gleason

comporte cinq sous-groupes notés de 1 (bien différencié) a 5 (indifférencié) selon l'architecture

glandulaire de la tumeur (figure 4). Compte tenu de 1'hétérogénéité habituelle au sein d'une méme

tumeur, la différenciation est exprimée par le score de Gleason (SG), est calculé par la somme du

grade des deux contingents tumoraux les plus représentés au sein de la tumeur étudiée (score

varié¢ de 2 a 10) (Epstein et al., 2010):

» Les tumeurs bien différenciées (score de 2 a 4),

» Les tumeurs moyennement différenciées (score 5 a 6),

» Les tumeurs peu ou pas différenciées (score de 8 a 10),

» Les tumeurs de score 7 ont un pronostic intermédiaire entre moyennement

différenciées et peu ou pas différenciées.

Bien
différenciées

Moyennement
différenciées

Peuou pas
différenciées

SR
%O
e

‘.

—

Grade I

- Nodule circonscrit étroitement emballé, mais
séparé, uniforme, arrondi a ovale, glande
semble au normale .

Grade II:

- Les glandes sont plus lachement disposés et pas
tout a fait aussi uniforme comme en grade 1.

Grade lll:

- Variation marquée de la taille et de la forme

- Infiltration des cellules des glandes vers les marges
Grade IV:

- Micro glandes acineuses fusionnées.

- lll-glandes définies avec lumiére glandulaire mal formé.

_| -Glandes larges et criblée avec une bordure irréguliére.

- Aucune différenciation glandulaire.
- Comédocarcinome avec nécrose centrale entourée
de papillaire, criblée, et des masses solides.

Figure 4: Schéma de classification des grades tumoraux de cancer de la prostate selon Gleason

modifié par la société internationale de pathologie urologique (ISUP) en 2005 (Gleason, 1962;
Gleason, 1992; Epstein et al., 2005).
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- Classification TNM: stade tumoral

La classification TNM est un systéme international de classification des tumeurs malignes
(Edge et al., 2010). Cette classification permet d'évaluer les caractéristiques d'un cancer selon des
critéeres de propagations anatomiques locales, régionales et métastatiques a distance en fonction
des résultats de I'examen clinique, radiologique et histologique. Elle permet aux cliniciens du
monde entier de parler un langage commun en termes de stadification tumorale, d'établir un
pronostic et de proposer une prise en charge thérapeutique spécifique. Elle prend en compte la
combinaison d'indicateurs de classement représentés par les lettres T, N et M. La lettre T, pour
Tumeur, précise la taille et l'extension de la tumeur primitive au niveau de la prostate, la lettre N
pour Node en anglais, indicateur du nombre et du volume des ganglions lymphatiques atteints et
la lettre M indicateur du degré de propagation des Métastases a distance (tableau 2). La
classification TNM peut étre clinique (cCTNM) ou pathologique (pTNM). La ¢cTNM s'appuie sur
les données disponibles avant la réalisation du traitement, permet le choix du traitement. La
classification pTNM tient compte des renseignements supplémentaires apportés par le geste

chirurgical et I'examen histopathologique de la piéce opératoire (tableau 1) (Edge et al., 2010).

- Classification de D'Amico

Cette classification permet de classifier les formes localisées de cancer de la prostate en fonction
de leur risque évolutif aprés traitement (prostatectomie totale, radiothérapie externe ou
curiethérapie interstitielle). Trois sous-groupes de cancers de la prostate localisés selon le risque

de rechute apres traitement local sont définis (D'Amico et al., 2003):

o Cancer a faible risque évolutif: PSA <10 ng/ml et SG < 6 et stade clinique T1c ou T2a.

o Cancer a risque intermédiaire: PSA entre 10 et 20 ng/ml ou score de Gleason de 7 ou stade
clinique T2b.

o Cancer a risque ¢élevé: PSA > 20 ng/ml ou score de Gleason > 7 (8, 9 ou 10) ou stade clinique

T2c.
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Tableau 1: Classification TNM du cancer de la prostate (American Joint Committee on Cancer,

7th ed. 2010) (Edge et al., 2010)

Tumeur primitive (T)

Clinique

TX: tumeur primitive non évaluée
TO: tumeur primitive non retrouvée
T1: tumeur ni palpable au toucher rectal (TR), ni visible en imagerie
T1la: tumeur occupant moins de 5 % du tissu réséqué avec un score de Gleason <7
ou absence de grades 4 ou 5
T1b: tumeur occupant plus de 5 % du tissu réséqué ou un score de Gleason > 7
ou présence de grades 4 ou 5
Tlc: tumeur découverte sur une biopsie prostatique en raison d'une élévation de la valeur des PSA
T2: tumeur limitée & la prostate’
T2a: tumeur atteignant la moitié¢ d'un lobe ou moins
T2b: tumeur atteignant plus de la moitié d'un lobe mais sans atteindre les 2 lobes
T2c: tumeur atteignant les 2 lobes
T3: extension au- dela de la capsule
T3a: extension extra- capsulaire uni- ou bilatérale
T3b: extension aux vésicules séminales uni- ou bilatérale
T4: tumeur fixée ou atteignant d'autres structures que les vésicules séminales (sphincter externe,
rectum, muscles releveurs de 1'anus ou la paroi pelvienne)
Pathologique (pT)’

pTO : absence de tumeur identifiée apres prostatectomie totale
pT2 : tumeur limitée a la prostate
pT2a : tumeur limitée a un demi- lobe ou moins
pT2b : tumeur unilatérale avec atteinte de plus d’un demi- lobe, mais pas des 2 lobes
pT2c : tumeur bilatérale
pT3 : extension extraprostatique
pT3a : extension extraprostatique uni- ou bilatérale incluant le col vésical
pT3Db : envahissement des vésicules séminales uni- ou bilatérale
pT4 : envahissement d’autres structures que les vésicules séminales (sphincter externe, rectum,
muscle releveurs de 'anus ou la paroi pelvienne)
Ganglions régionaux (N)

(p)NX : ganglions régionaux non évalués

(p)NO : absence de métastase ganglionnaire régionale
(p)N1 : atteinte ganglionnaire régionale

(p)N1 mi : métastase ganglionnaire < 0,2 cm (optionnel)

Me¢étastases a distance (M)

MX : métastases a distance non évaluées

MO : absence de métastase a distance

M1 : métastases a distance

MIa : atteinte des ganglions non régionaux
M1b : atteinte osseuse

MIlc : autres sites avec ou sans atteinte osseuse

' tumeur trouvée dans un ou les deux lobes par biopsie a I'aiguille, mais pas palpable ou fiable visible par
imagerie, est classé comme Tlc ;° pas de classification pT pour le stade T1.
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3.4 Symptomes
Le cancer de la prostate est le plus souvent asymptomatique au stade initial. Une fois la
maladie est suffisamment évoluée certains symptdmes commencent a apparaitre. A un stade
localement avancé, le cancer peut entrainer des troubles urinaires. Lorsqu'il progresse, certains
patients développent une rétention urinaire aigué pouvant entrainer une infection, avec des
saignements apparents dans l'urine. A un stade trés avancé, le cancer peut étre responsable de
douleurs au niveau de I'anus et du rectum ou de coliques néphrétiques. Si le cancer de la prostate
se propage aux ganglions lymphatiques, l'obstruction du systéme de drainage lymphatique
apparent et cela conduit a un gonflement intraitable du scrotum, du pénis, des pieds et des
jambes. Dans le bassin, un cancer peut propager entre les nerfs et provoquer des douleurs
sciatiques. Les douleurs osseuses sont les symptomes les plus communs d'un cancer de la prostate
métastasique. En plus de l'inconfort qu'ils causent, des métastases au niveau des hanches et des
vertebres peuvent conduire a des fractures spontanées. La métastase peut ¢galement atteinte
d'autres sites comme la moelle osseuse, le foie et les poumons provoquant (Scardino et al., 2010).
3.5 Dépistage
L'utilisation du PSA a la fin des années 1980 a ouvert la voie du dépistage de cancer de la
prostate a un stade localis¢ (asymptomatique) potentiellement curable par les moyens
thérapeutiques actuels (Carrol, 2009). Le dépistage peut Etre tres utile mais jusqu'a maintenant
aucun pays n'a mis en place de programme de dépistage organisé du cancer de la prostate dans la
population générale et les recommandations actuelles restent encore trés controversées (Davidson
et al., 2004). L'association de toucher rectal et de PSA est la méthode de référence pour le

dépistage de cancer de la prostate (Brawer et al., 1998; Mistry al., 2003).
3.6 Diagnostic

Dans la plupart des cas le cancer de la prostate est asymptomatique et son diagnostic peut
étre la cause d'une anomalie au toucher rectal dans le cadre du bilan d'une affection de voisinage
(affection digestive, hernie inguinale), une augmentation du taux de PSA observé lors le
diagnostic d'une autre maladie (HBP, prostatite,..) ou encore une anomalie & l'échographie
endorectale, réalisée lors d'une pathologie de voisinage (digestive). Le diagnostic de cette
maladie peut étre tardif réalisé apres l'apparition des symptomes, mais dans ce cas, le cancer est
généralement localement avancé ou métastasique. Pour les deux formes asymptomatique ou
symptomatique le démarche de diagnostic consiste toujours a réaliser initialement un
interrogatoire avec le patient suivi par le toucher rectal, le dosage de PSA et la biopsie prostatique

pour confirmer un diagnostic (Fournier et al., 2004; Salomona et al., 2013).
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3.7 Traitement
3.7.1 Prostatectomie totale
La prostatectomie totale est une intervention chirurgicale correspond a une ablation totale de
la glande prostatique et des vésicules séminales. Un curage ganglionnaire ilio-obturateur bilatéral
avec examen extemporané peut €tre réalis€ pour assurer l'absence de métastases ganglionnaires.
En l'absence de métastase, la glande prostatique est retirée et une anastomose est réalisée entre la
vessie et l'urétre pour assurer 1'écoulement des urines (Bastide, 2009; Moran et al., 2013). La
prostatectomie totale est I'un des traitements de référence du cancer de la prostate localisé. Son
indication peut étre recommandée chez des patients de stade T1c-T3a NO ou NX, M0 ou MX avec
une espérance de vie > 10 ans (Fournier et al., 2004).
3.7.2 Radiothérapie
La radiothérapie est un traitement locorégional du cancer de la prostate. Elle a évolué au cours
des derni¢res années avec le développement des techniques d'imagerie. Deux types de

radiothérapie peuvent étre utilisés:

- La radiothérapie externe est la plus utilisée indiquée pour les patients a faible risque, a risque
intermédiaire ou encore a haut risque. Une irradiation de haute énergie par rayons X est dirigée au
niveau de la prostate en préservant le plus possible les tissus de voisinage. Une dose de 70 a 80
grays est délivrée sur la prostate et les vésicules séminales en 35 a 40 séances (Fournier ef al.,

2004; Gross, 2011).

- La curiethérapie est indiquée pour des patients a faible risque ou a risque intermédiaire. Il
consiste a I'implantation permanente sous anesthésie générale de grains radioactifs dans la prostate
par voie transpérinéale échoguidée, d'iode 125, le plus souvent, ou encore du palladium 103. Cette
irradiation « in situ » permet d'administrer des doses supérieures a la radiothérapie externe avec
une marge de sécurité de 2 a 3 mm. Le double objectif est d'obtenir davantage d'efficacité
antitumorale et moins d'effets secondaires sur les tissus sains a proximité (Nag et al., 1999;
Fournier et al., 2004).

3.7.3 Ultrasons focalisés de haute intensité (HIFU)
Les ultrasons focalisés de haute intensit¢ (HIFU) est un traitement local du cancer de la

prostate non métastasique et développé. Le principe de cette technique est d'induire une nécrose
intraprostatique utilisant une sonde endorectale émettant des ultrasons de haute intensité.
L'intervention s'effectue sous anesthésie et la sonde est couplée par échographie endorectale pour
le repérage. Le faisceau d'ultrasons est émis sous forme d'impulsions qui se focalise vers la zone a
traiter a travers la paroi du rectum. Le traitement par cette technique peut étre proposé a des
patients agés préférentiellement de plus de 70 ans (ou a des patients plus jeunes lorsqu'il existe

une morbidité compétitive) présentant une tumeur T1-T2NOMO, un score de Gleason < 7 (3+4),
15



Synthése bibliographique
une valeur de PSA < 15 ng/ml, un volume prostatique < 40 ml et un volume tumoral limité
(Rebillard et al., 2008).

3.7.4 Cryothérapie

La cryothérapie est un traitement local du cancer de la prostate. Elle consiste a transmettre
dans la prostate une température trés froide par voie périnéale utilisant des cryosondes sous
controle échographique endorectal. Cette technique permet de détruire les cellules cancéreuses par
congélation (dénaturation des protéines cellulaires, rupture de la membrane cellulaire par les
cristaux de glace). Ce traitement peut étre proposé pour les patients avec tumeur localisé < T2b,
volume prostatique < 40 ml, PSA < 10 ng/ml, score de Gleason < 7 et une espérence de vie > 10
ans (Rebillard et al., 2005; Finley et al., 2010).

3.7.5 Hormonothérapie

L'hormonothérapie est une stratégie thérapeutique consiste a empécher le développement du
cancer de la prostate et ses éventuelles métastases via l'inhibition de l'action stimulante de la
testostérone (suppression androgénique). Elle est indiquée de fagon indiscutable dans les cancers
métastatiques et en cas d'envahissement ganglionnaire. Elle est assurée soit par une castration
chirurgicale ou médicale (Finley et al., 2010; Bastide et al., 2013).

La Castration chirurgicale peut étre réalisée par exérése des deux testicules ou par exérése
de la pulpe testiculaire. Elle supprime de facon définitive et immédiate la source testiculaire de
testostérone qui représente 95% de la sécrétion de testostérone circulante. L'efficacité
thérapeutique de cette intervention dépend du stade, du grade de la tumeur et de la valeur du PSA
au diagnostic (Finley et al., 2010).

La castration médicale repose sur l'utilisation des médicaments permettent un sevrage
androgénique soit par l'inhibition de la production de testostérone ou par l'inhibition de ces
récepteurs. Il existe plusieurs classes de médicaments qui se différent par le mode d'action parmi
les quelles: les cestrogenes, les analogues de la LHRH, les antagonistes de la LHRH, les anti-
androgenes et les inhibiteurs de la biosynthese des androgenes (Bastide et al., 2013).

3.7.1 Chimiothérapie

La chimiothérapie est le traitement de référence de cancer de la prostate métastasique
hormonorésistant. Elle consiste a utiliser des médicaments anticancéreux par voie orale ou
intraveineuse. Les agents chimiothérapeutiques, les plus couramment utilisés, sont le docétaxel
(Taxotere), le mitoxantrone (Novantrone) et le cabazitaxel (Jevtana). Plusieurs protocoles de
chimiothérapie peuvent étre utilisés, repose toujours sur le cas de patient et la probabilité de sa

tolérance aux différents agents chimiothérapeutiques (Tannock et al., 1996; Tannock et al., 2004).
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Deuxieme partie: Le stress oxydant et le cancer de la prostate

1. Généralité sur le stress oxydant et systemes de défenses
1.1 Définition du stress oxydant

Pour les organismes dits aérobies, la mitochondrie est considérée comme une usine
d'énergie. Basant sur des réactions d'oxydoréductions qui ont lieu dans la chaine respiratoire, cet
organite fournit 90% de 1'énergie nécessaire au fonctionnement cellulaire (Rolfe ef al., 1997). Au
niveau de la chaine respiratoire, la réduction de 1'oxygeéne en molécules d'eau est associée avec la
production de 36 molécules d'adénosine triphosphate (ATP). Cependant ce processus n'est
toutefois pas parfait puisque 2 a 3% de l'oxygeéne s'échappent et peuvent étre transformés en
especes réactives de 1'oxygene (ERO) (Koppenol, 2001). Physiologiquement, les ERO jouent un
role trés important dans la cellule et un équilibre parfait est maintenue entre sa production et les
systemes de défenses antioxydantes (Valko et al., 2007). L'altération de cet équilibre en faveur
des ERO donne naissance au le stress oxydant. Selon Sies, la notion de stress oxydant est
l'incapacité de l'organisme a se défendre contre l'agression des ERO, suite a un déséquilibre lié,
soit @ une production accrue des ERO, soit a une diminution de la capacité de défenses

antioxydantes (Sies, 1991).
1.2 Les espéces réactives de I'oxygéne et leur production

Les especes réactives de 'oxygene (en anglais reactive oxygen species, ROS) sont souvent
des radicaux libres, espéces chimiques (molécules ou atomes) qui possédent un ou plusieurs
¢lectrons non appariés sur leur couche externe, ce qui les rend généralement instables et capables
de réagir plus au moins rapidement avec d'autres biomolécules environnantes (Asmus et al.,
2000). Parmi ceux formés chez les étres vivants, 1'anion superoxyde (O,"), le monoxyde d'azote
NO, les radicaux peroxyles (ROO") et hydroxyles (OH"). Il existe d'autres espéces réactives de
l'oxygéne, comme l'oxygéne singulet 'O», le peroxyde d'hydrogéne (H,O) ou le peroxynitrite
(ONOO), ne sont pas des radicaux libres, mais sont réactifs et peuvent étre des précurseurs de
radicaux (Yoshikawa et al, 2000). En effet 1'anion superoxyde (O,") est considéré comme le
précurseur des ERO. 1l est formé aprés réduction de 1'oxygene O, par un électron et peut provenir
de plusieurs sources cellulaires. Il est tres instable et peut traverser la membrane plasmique (Mao
et al., 1992). Le monoxyde d'azote NO est génere par le oxyde nitrique synthase (NOS) en
présence d'arginine. Ce radical a son tour peut réagir avec l'anion superoxyde pour former les
peroxynitrites, un composé¢ secondaire. Lorsque la concentration de cofacteur
(tétrahydrobioptéridine, BH4) des NOS diminuent, ces enzyme peuvent produire L'anion
superoxyde (0,").
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~ L'anion superoxyde (0,7) proviens de divers sources cellulaires dismutées par les
superoxydes dismutases (SOD) en peroxyde d'hydrogéne (H,O,), relativement stable qui peut
diffuser au travers les membranes. Cette molécule peut avoir plusieurs destinations:

» Elle peut étre convertie en eau par les enzymes catalase et glutathion peroxydase,
» Transformé en acide hypochloreux (HOCI) par la myéloperoxydase lors la
phagocytose,
»  Encore donne via la réaction de Fenton (H,O, + Fe > —» Fe >+ OH + OH’) une
entité trés réactive, le radical hydroxyle, (OH").
La réaction de Fenton peut aussi générer ce radical directement a partir de I'anion superoxyde

(Favier, 2003) (figure 5).

“atalase Py o
1 LumiéreUV Oxyvdases w =
102 € m 2 HZ_O_Z — —» H,0

Oxvgéne R //7 Peroxyded’hvdrogéne

Cycles redox - ’
NADPHox Fel cl-

Mitochondrie y.

Vd

" - - Reéactiod de Fenton
NO 0 HOCI

Monoxyvded'azote Anion superoxyde Acide hyvpochloreux
Fe ¥

Oxygéne singulet
Arginine

Myéloperoxydase

v W

ON 00 > O.H‘

Peroxvaitrite Radim] hvdroxyle

S\ I\

Nitration des | | Activation des cascades | | Oxydationdes || Peroxydation || Oxydation
protéines de Kinases protéines lipidique de PADN

Figure 5: Schéma récapitulatif des sources des espéces réactives de 1'oxygene, enzymes
impliquées dans la défense antioxydantes et cibles biologiques (Favier, 2003).
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1.3 Sources endogenes des espéces réactives de 1'oxygéne

1.3.1 L'auto-oxydation de petites molécules

L'auto-oxydation de molécules comme la dopamine, l'adrénaline, les flavines et les
hydroquinones est une importante source des ERO. Le produit direct de ces auto-oxydations est

souvent l'anion superoxyde (O,") (Freeman et al., 1981).

1.3.2 La xanthine oxydase
La xanthine oxydase est une enzyme soluble qui génére des ERO en réduisant
I'hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique. Cette enzyme est présente dans le sang,
les cellules endothéliales des capillaires et de fagon trés importante dans le foie et les intestins. La
production des ERO par la xanthine oxydase est faible en condition basale, mais il est important
lors de forte demande d'ATP et de déficit en oxygeéne notamment lors I'ischémie-reperfusion ou
d'hypoxie. Dans cette réaction, l'oxygéne moléculaire agit comme un accepteur d'électron

produisant ainsi 1'anion superoxyde (O,") (Harrison, 2002).

1.3.3 La NADPH oxydase

La NADPH oxydase joue un role fondamental dans la réponse immunitaire et plus
précisément dans la lutte contre les micro-organismes. Lors la phagocytose, la NADPH oxydase
présente dans la membrane plasmique des phagocytes, produit une grande quantité des anions
superoxydes au niveau de la membrane cellulaire (phénomene d'explosion oxydative « respiratory
burst ») qui donne naissance ensuite aux plusieurs autres formes d'oxygene plus toxiques pour le
pathogene. Ce processus est trés utile contre les pathogéne mais si ces produits sont libérés de
maniére exagérée dans le milieu extracellulaire, ils peuvent engendrer des dommages tissulaires

(Babior, 1996; Carrichon, 2009).

1.3.4 Le réticulum endoplasmique
Le réticulum endoplasmique lisse contient des enzymes qui catalysent une série de réactions
pour détoxifier les molécules liposolubles et d'autres produits métaboliques toxiques. La plus
connue de ces enzymes est le cytochrome P450 qui oxyde les acides gras insaturés et les
xénobiotiques, produisant paralléelement des ERO (O,” et H,O,). Un mauvais contrle ou
couplage au niveau du cycle catalytique P450 peut conduire a une production continue des ERO,

qui affectent les voies de signalisation et d'autres fonctions cellulaires (Zangar et al., 2004).

1.3.5 Les peroxysomes
Les peroxysomes sont une importante source de production des especes réactives de
l'oxygeéne surtout le  peroxyde d'hydrogene (H,O;). En effet ces organites ont pour réle de
détoxifier la cellule en dégradant certaines molécules comme les acides gras et I'alcool. Ils sont

riches en oxydases (D-aminoacides oxydases, glycolate oxydase, urate oxydase,...). Ces enzymes
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sont engagées principalement dans le métabolisme de peroxyde d'hydrogéne (H,05) qui utilisé par
la suite par le catalase pour oxyder les substrats toxique (réaction de peroxydation). Ce type de
réaction est trés important dans le foie, les cellules rénales, ou les peroxysomes détoxifient

certaines toxines passant dans le sang (Schrader et al., 2006).
1.3.6 La mitochondrie

La mitochondrie produit en effet 90% des ERO cellulaires. Au cours du transfert des
¢lectrons, dans des conditions physiologiques, il peut y avoir des fuites d'électrons et production
d'anion superoxyde (O,") par le complexe I et le coenzyme Q au niveau du complexe III. Le
radical O, est métabolisé par la superoxyde dismutase en peroxyde d'hydrogéne (H,0,). Celui-ci
peut étre décomposé en H,O par la glutathion peroxydase (GPx), transformé en radical hydroxyle
(OH") par la réaction de Fenton, ou encore diffuser dans le cytoplasme et modifier l'activité de
protéines cytoplasmiques ou nucléaires. Une surproduction des ERO mitochondrial peut étre
l'origine d'un apport excessif de substrats par rapport aux réels besoins énergétiques de la cellule
comme dans le cas de l'hyperglycémie ou de l'inhibition de transfert des é€lectrons au sein du

complexe III par certains biomolécules comme la céramide (Carriere et al., 2006).
1.4 Facteurs environnementaux favorisant la production des ERO

Plusieurs facteurs environnementaux peuvent ¢galement contribuent a la formation des ERO.
Une production importante est observée dans l'intoxication aux métaux lourds qui se trouvent
souvent dans l'environnement comme le cadmium, le mercure et l'arsenic (Flora et al., 2008). Les
rayonnements X ou y ou d'ultraviolets sont capables également de générer des ERO. Les
particules inhalées tel que 1'amiante et la silice peuvent étre une autre source des ERO, d'une part
parce qu'elles exacerbent la phagocytose, d'autre part parce que leur surface est tapissée de sels de
fer. En outre, la pollution, le tabagisme, 1'alcoolisme, la prise de certains médicaments comme les
contraceptifs sont aussi des facteurs environnementaux favorisant la production des ERO (Favier,

2003).
1.5 Role physiologique des ERO

Physiologiquement, les especes réactives de 1'oxygene existent dans les cellules et dans les
tissus a des concentrations faibles, assurant nombreuses fonctions utiles. IIs participent a la
défense immunitaire contre les agents pathogenes (phagocytose), au fonctionnement de certaines
enzymes, a la transduction de signaux cellulaires, a la destruction par apoptose des cellules
tumorales, au cycle cellulaire, a la différentiation cellulaire, a la régulation de la dilatation
capillaire, au fonctionnement de certains neurones et notamment ceux de la mémoire, a la
fécondation de l'ovule, a la régulation des geénes, phénomeéne appelé controle redox des genes

(Favier, 2003).
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1.6 Cibles biologiques des ERO
1.6.1 Les lipides

Les acides gras polyinsaturés ainsi que les phospholipides membranaires sont les cibles
privilégiées des attaques oxydatives. Les membranes sont plus particulierement visées par le
radical hydroxyle capable d'arracher un atome d'hydrogéne sur les carbones situés entre deux
doubles liaisons pour former un radical diéne conjugué, oxydé en radical peroxyle.

Cette réaction de peroxydation lipidique forme une réaction en chaine car le radical peroxyle
formé se transforme en peroxyde au contact d'un autre acide gras qui forme un nouveau radical
diene conjugué. Ce processus génere des hydro peroxydes qui peuvent continuer a s'oxyder et a se
fragmenter en aldéhydes et en alcanes (éthane, éthyléne, pentane). Le radical peroxyle peut, quant
a lui, libérer différents aldéhydes toxiques, le malondialdéhyde (MDA) ou 1'hydroxynonénal
(figure 6). Ainsi un unique événement oxydatif peut altérer de nombreuses molécules lipidiques et
induire une accumulation d'hydro peroxydes dans les membranes ce qui réduira leur fluidité ainsi

que l'activité des protéines transmembranaires (Favier, 2003; Michel et al., 2008).
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Figure 6: Schéma de la peroxydation lipidique (exemple de l'acide arachidonique) (Favier,
2003).
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1.6.2 Les acides nucléiques

L'ADN est une molécule trés sensible a l'attaque par ERO. Cinq classes principales de
dommages oxydatifs peuvent étre générées: les bases oxydées, les sites abasiques, des adduits
intra-caténaires, des cassures de brins et des pontages ADN-protéines (Favier, 2003). L'attaque
radicalaire peut étre directe et entrainer l'oxydation des bases, engendrant un grand nombre de
bases modifiées : 8 oxo guanine, 8 nitro guanine, formamidopyrimidine, 8 oxo adénine,
formimido uracile, 5 hydroxy cytosine, 5 hydroxy méthyl uracile, thymine diol, oxazolone. Il peut
aussi attaquer la liaison entre la base et le désoxyribose, créant un site abasique, ou attaquer le
sucre lui-méme, créant une coupure de chaine simple brin.

Des dommages indirects peuvent résulter de 'attaque des lipides ou de protéines et formation
des adduits sur les bases de I'ADN comme MDA-guanine, éthénodérivés et lysinoguanine. En
effet il existe des systémes de réparation de I'ADN mais ces systemes peuvent étre dépassés. Les
l1ésions non réparées vont perturber les mécanismes de réplication de I'ADN et entrainer soit des
erreurs de lecture et de synthése par des ADN polymérases, soit une impossibilité de copie de
I'ADN qui aboutira a la mise en route du suicide programmé des cellules par apoptose (Favier,

2003).
1.6.3 Les protéines

Les protéines les plus sensibles aux attaques radicalaires sont surtout celles qui comportent
un groupement sulthydryle (SH). C'est le cas de nombreuses enzymes cellulaires et protéines de
transport qui vont ainsi étre oxydées et inactivées. Les protéines peuvent alors soit subir des
réticulations par formation notamment de ponts bi-tyrosine, soit subir des coupures en cas
d'agression forte, soit des modifications de certains acides aminés en cas d'agressions modérées
(figure 7). Les protéines modifiées par oxydation perdent leurs propriétés biologiques et
deviennent hydrophobes et beaucoup plus sensibles a l'action des protéases. Elles vont alors
former des amas anormaux dans ou autour des cellules. Ces amas, associés aux lipides, forment

les dépdts de lipofuschines caractéristiques des tissus des sujets agés (Favier, 2003).
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Figure 7: Quelques modifications des chaines latérales des acides aminés des protéines apres

attaque radicalaire (Favier, 2003).
1.6.4 Les sucres

Comme les autres molécules biologiques les sucres peuvent aussi s'oxyder. En présence de traces
métalliques, l'oxydation de glucose peut libérer des céto-aldéhydes, du peroxyde d'hydrogéne
(H,0,), le radical hydroxyle (OH"), et entraine la coupure de protéines et leur glycation par
arrachement du céto-aldéhyde formant un dérivé de produit de glycation avancé (AGE, Advanced
Glycation End product). Ce phénoméne de glycosoxydation chez les diabétiques peut contribuer a

la fragilité de leurs parois vasculaires et de leur rétine (Wolff ef al., 1988).

1.7 Systémes de défenses antioxydants

1.7.1 Systémes antioxydants enzymatiques

Les enzymes antioxydant constituent la premicre ligne de défense antioxydant. Elles
permettent de maintenir la concentration en espéces radicalaires a un taux basal (homéostasie
physiologique). En effet, elles possédent une grande affinité¢ pour les ERO, avec lesquelles elles

réagissent trés rapidement pour les neutraliser (Haleng et al., 2007).

- Les superoxydes dismutases (SOD)

La superoxyde dismutase est une métalloprotéine, qui représente une des premieres lignes de
défense contre le stress oxydant, assurent I'élimination de 1'anion superoxyde (O,”) par une
réaction de dismutation, en le transformant en peroxyde d'hydrogéne et en oxygene. Il en existe
trois isoformes décrites chez les mammiferes qui différent par la localisation chromosomique du

gene, leur contenu métallique, leur structure quaternaire et leur localisation cellulaire: la Cu/Zn-
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SODI1 cytosolique, la Mn-SOD2 mitochondriale et la Cu/Zn-SOD3 extracellulaire (Haleng ef al.,
2007).

2 H++ 2 02._ — H,O, + O,

- La catalase

La catalase est une enzyme intracellulaire, localisée principalement dans les peroxysomes.
Elle catalyse la réaction de détoxification du H,O, (généralement produit par la SOD). Elle est

surtout présente au niveau des globules rouges et du foie (Scibior ef al., 2006).

2 HzOz —2 HzO + O2
- Les glutathion peroxydases (GPxs)

Les glutathion peroxydases sont des enzymes principalement a sélénium de structures tres
proches présentent dans les liquides extracellulaire et dans les cellules au niveau du cytoplasme,
noyau et la mitochondrie. Il existe plusieurs isoformes différent par leur expression dans
l'organisme, structure et leur localisation cellulaire. Elles sont considérées comme des partenaires
essentiels des superoxydes dismutases et de la vitamine E. Elles assurent la réduction des
peroxydes d'hydrogene (H,0,) en eau, des hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcool et des
especes radicalaire en espece non radicalaire, grace a la présence de glutathion réduit (GSH) selon

les réactions suivantes (Chabory, 2009):
H,0; + 2 GSH — GSSG + 2 H,0
ROOH + 2 GSH — ROH + GSSG + H,O
2R +2 GSH — 2RH + GSSG
Pour ces réactions, perdure un taux constant de GSH est nécessaire, ce qui est assuré par la

glutathion réductase (GR). Cette enzyme catalyse la réduction de GSSG en GH en présence du
cofacteur NADPH, H* (Chabory, 2009).

GSSG + NADPH, H* — 2 GSH + NADP™

1.7.2 Systémes antioxydants non enzymatiques

- Le glutathion (GSH)

Le glutathion est un tripeptide, formé par la condensation de l'acide glutamique, de la
cystéine et de la glycine (y-L-Glutamyl cystéinyl glycine). C'est un composé de petite masse
moléculaire qui contient un groupement thiol libre apporté par la cystéine lui conférant ses
principales propriétés biochimiques. Il est le thiol (-SH) majoritaire au niveau intracellulaire
(I'albumine étant son €équivalent plasmatique) ou il est présent sous forme essentiellement réduite

(GSH). Dans des conditions physiologiques, sa forme oxydée (GSSG) est en concentration tres
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faible. Le glutathion réduit permet la conversion des ponts disulfures (R-S-S-R) des protéines
oxydées en deux fonctions thiols (R-SH). De plus, il piege le peroxyde d'hydrogene et réagit avec
'oxygene singulet et le radical hydroxyle. Il est aussi cofacteur de la GPx, chélateur des métaux
de transition et régénérateur final des vitamines E et C, a partir de leur forme radicalaire (Haleng

et al., 2007).
- La vitamine E (a-tocophérol)

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui a des propriétés antioxydantes. Il en existe
huit formes dont la plus active est 'a-tocophérol. Elle joue son rdle antioxydant principal dans les
membranes biologiques, notamment au niveau de la membrane mitochondriale qui contient de
forts taux de vitamine E et qui est riche en acides gras polyinsaturés cibles du stress oxydant.
Cette activité antioxydante est liée a sa capacité a capter 1'électron célibataire des radicaux libres

(Chabory, 2009).

Tocophérol-OH + LOO’ (radical libre lipidique) — Tocophérol-O+ LOOH

- La vitamine C (acide L-ascorbique)

C'est une vitamine hydrosoluble sensible a la chaleur et a la lumiere. 1l s'agit de I'acide L-
ascorbique et de ses sels, les ascorbates de sodium et de calcium. Elle est un excellent piégeur des
ERO (O," ou OH’). Elle permet de limiter les mutations de 'ADN provoquées par un stress
oxydant. Elle agit également sur certains hydroperoxydes lipidiques réduisant ainsi la
peroxydation lipidique. La vitamine C permet également de régénérer la vitamine E (Haleng et

al., 2007; Chabory, 2009).
- Lavitamine A

La vitamine A est une vitamine liposoluble existe dans I'organisme sous forme de rétinol, de
rétinal, d'acide rétinoique et de rétinyl phosphate. Ces molécules sont altérées par I'oxygeéne de
l'air, leur role principal est la protection des membranes cellulaires en réduisant la peroxydation
lipidique (Haleng ef al., 2007; Chabory, 2009).

- L'acide urique

L'acide urique sérique est le produit final du métabolisme des purines (adénine, guanine) qui
proviennent elles-mémes du catabolisme des acides nucléiques endogenes et exogenes. Il est a pH
physiologique majoritairement ionisé sous forme d'urate, un piégeur puissant des ERO. Il réduit
les radicaux hydroxyles, du monoxyde et du dioxyde d'azote. Il est également un neutralisant
puissant de 1'oxygene singulet, de l'acide hypochloreux et du radical superoxyde. Ces réactions
conduisent a des especes radicalaires qui seront a leur tour réduites (notamment par la vitamine C)
(Haleng et al., 2007).
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- La bilirubine
La bilirubine est un produit terminal de la dégradation de 'héme. Il est non hydrosoluble, elle
se lie a I'albumine, ce qui empéche sa pénétration dans les tissus riches en lipides tels que le
cerveau. La bilirubine est capable de piéger le radical peroxyle et I'oxygéne singulet. Ainsi, elle
protege l'albumine et les acides gras liés a l'albumine des attaques radicalaires (Haleng et al.,

2007).
- Les oligo-¢éléments

Les oligo-¢léments sont principalement des cofacteurs enzymatiques impliqués dans toutes
les voies métaboliques et notamment dans la protection contre les espéces radicalaires. Les
principaux oligo-¢éléments sont le sélénium qui joue un réle primordial comme cofacteur de la
GPx, le zinc cofacteurs essentiels de la SOD cytosolique, le manganése cofacteur des SOD
mitochondriales. A concentration physiologique, le cuivre et le fer présentent également des
activités antioxydantes comme cofacteur de SOD et de catalase mais a des concentrations élevées
ils deviennent des pro-oxydants par l'intermédiaire des réactions de Fenton (Scibior et al., 2006;

Haleng et al., 2007).
1.8 Pathologies liées au stress oxydant

Dans plusieurs maladies graves, notamment celles liées au vieillissement, le stress oxydant
peut étre le facteur déclenchant originel. C'est le cas des cancers, des pathologies oculaires
(cataracte et dégénérescence musculaire), des maladies neurodégénératives (maladie de
Parkinson, sclérose latérale, maladie d'Alzheimer). La sclérose latérale amyotrophique familiale
est 'exemple le plus démonstratif, puisque cette maladie génétique est due a un défaut sur le géne
de I'enzyme antioxydant superoxyde dismutase. Dans de nombreuses autres maladies, le stress
oxydant est secondaire a l'établissement de la pathologie, mais participe a ses complications
immunitaires ou vasculaires. C'est le cas de maladies infectieuses comme le sida ou le choc

septique, le diabete, la maladie de Parkinson ou l'insuffisance rénale (Favier, 2006).
2. Implication du stress oxydant dans le cancer de la prostate

En effet, les ERO non neutralisés sont impliqués largement dans les processus cellulaires
associés a l'initiation et le développement de nombreux cancers, y compris le cancer de la
prostate. L'origine de ce stress oxydant peut étre non seulement la défaillance des mécanismes de
défense antioxydant mais également les mutations de 'ADN mitochondriales, l'inflammation
chronique, la perturbation des mécanismes de réparation de 1'ADN, l'apoptose, etc. Le stress
oxydant est considéré aussi comme un lien entre plusieurs facteurs de risque comme le
vieillissement, le déséquilibre des androgénes, les graisses alimentaires et le cancer de la prostate

(Khandrika et al., 2009).
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2.1 Role de stress oxydant dans la carcinogenése prostatique

Le stress oxydant pourrait jouer un rdéle majeur dans les différentes étapes de la

carcinogenese prostatique:
a. La phase d'initiation

Dans la phase d'initiation du cancer, les mutations génétiques et les altérations structurales
induites par les dommages oxydatifs pourront &tre 1'origine de l'activation d'oncogénes et de
l'inactivation de genes suppresseurs de tumeur. Lors une absence de réparation ou lors une
réparation dite fautive de I'ADN, les ERO peut avoir des effets mutageénes. En plus, les processus
de peroxidation lipidique peuvent aussi contribuer dans le mécanisme de carcinogenése en

formant des adduits avec ' ADN (Guéritat, 2015).

b. La phase de promotion

Les ERO peuvent participer a la phase de promotion de la tumorigenése en modulant les
voies de signalisation impliquées dans l'augmentation de la prolifération cellulaire et/ou la
diminution de la mort cellulaire. Ces résultats sont confirmés dans le cancer de la prostate humain.
Un profil redox différent au sein de deux lignées cancéreuses représentant divers stades
d'évolution du cancer de la prostate a été identifi€. /n vitro, les niveaux des ERO intracellulaires et
extracellulaires sont statistiquement plus €levés durant la croissance cellulaire notamment durant
la phase S et G2/M du cycle cellulaire pour les cellules LNCaP vs les cellules PC3. 11 est suggéré
que ces derniéres, plus invasives et caractérisées par des niveaux plus élevées de 8-OHdG que les

cellules LNCaP (Guéritat, 2015).

c. La phase de progression

La progression tumorale implique des changements cellulaires et moléculaires irréversibles,
caractérisés par une accumulation de désordres génétiques supplémentaires, par une instabilité
génétique et par une perturbation de l'intégrit¢é chromosomique étroitement corrélés a
I'augmentation du stress oxydant dans le tissu cancéreux au cours de 1'évolution tumorale. En
effet, plusieurs genes suppresseurs de tumeur ont un rdle majeur dans le contrdle du cycle
cellulaire peuvent étre génétiquement altérés dans le cancer de la prostate. Par exemple, les
mutations des génes RBI1, p53 et p27 sont rarement observées dans les tumeurs prostatiques
localisées de bas grade mais surviennent fréquemment dans les stades avancés de la maladie,

suggérant leur implication dans la progression tumorale (Guéritat, 2015).
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2.2 L'origine des ERO dans le cancer de la prostate

2.2.1 La mitochondrie, ERO et cancer de la prostate

Plusieurs rapports ont mis en évidence un lien possible entre l'altération du métabolisme et de
la mutation de 'ADN mitochondrial (ADNmt) dans le cancer de la prostate. En effet les mutations
de I'ADN mitochondrial pouvant contribuer a la tumorigenese prostatique notamment via une
surproduction des ERO. Plusieurs études ont montré des changements significatifs de l'expression
génomique nucléaire codant pour le complexe IV mitochondrial dans la prostate maligne par
rapport la prostate saine (Khandrika ez al., 2009). Jessie et ses collegues en 2001 ont montré aussi
pour la premiere fois que plusieurs délétions se produisent dans I'ADNmt des prostates malignes
plus agées par rapport aux prostates malignes les plus jeunes, et ils ont suggéré que 1'augmentation
du stress oxydatif avec le temps a provoqué une augmentation de l'accumulation de mutations
dans ' ADNmt (Jessie et al., 2001). Petros et al., ont rapporté une fréquence ¢élevée des mutations
de la sous-unité du cytochrome oxydase mitochondriale chez les patients atteints d'un cancer de la
prostate. Ils ont montré aussi que les mutations de I'ADNmt inhibent la phosphorylation oxydative
conduisant a une augmentation des ERO et contribuer aussi & tumorigenése prostatique et que
I'introduction d'un ADNmt muté dans la lignée cellulaire PC3 conduit a une augmentation

significative de la croissance tumorale via une production €levé des ERO (Petros ef al., 2005).

2.2.2 Les NADPH oxydases (Nox), ERO et cancer de la prostate

Dans le cancer de la prostate, les Nox représentent non seulement une source majeure de
génération des ERO, mais elles sont aussi responsables de la croissance et du maintien du
phénotype agressif de I'adénocarcinome. Il a été rapporté que la Nox 1 est présente dans le tissu
tumoral prostatique et que les Nox 2, Nox 4 et Nox 5 sont présentes dans lignées cancéreuses de
la prostate mais sont absentent dans les cellules prostatique normales. La Nox 1 est impliquée
dans la croissance et I'angiogenése et qu'elle est capable de convertir le cancer de la prostate a une
forme agressive alors que la down-regulation de la Nox 5 conduit a l'arrét de la croissance et de

l'apoptose (Khandrika et al., 2009).
2.2.3 L'inflammation, ERO et cancer de la prostate

L'inflammation aigue ou chronique peut contribue au développement du cancer de la prostate
via plusieurs mécanismes comme le stress oxydant, instabilit¢ génomique, dommage oxydative de
I'ADN ou indirectement par l'augmentation de niveau des facteurs pro-inflammatoire (cytokines)
comme le TNFa (tumor necrosis factor o) et IL-1. Dans le site inflammatoire, les phagocytes
(neutrophiles et macrophages) générent des ERO lors la phagocytose, mais aussi synthétisent et
secrétent une grande quantité de facteurs de croissance, des cytokines et protéases qui intervient

non seulement dans la régénération de tissu endommagé mais aussi dans le processus de
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tumorigendse. L'exposition prolongée du tissu prostatique a ces molécules produit lors
I'inflammation est conduit a une importante augmentation des ERO qui a Il'origine de
modifications structurales et fonctionnelles des protéines et surtouts d'altérations génétiques et de
modifications post-traductionnelles. En effet les cytokines peuvent induire des dommages
récurrents a I'ADN conduisant a une augmentation de la fréquence des mutations et par
conséquence a l'initiation et la croissance du cancer de la prostate dans le site inflammatoire

(Mishra et al., 2014).
2.2.4 Vieillissement, ERO et cancer de la prostate

Le vieillissement est un processus complexe associé a de nombreux troubles métaboliques et
peuvent augmenter l'incidence de divers cancers incluant le cas de cancer de la prostate pour
lequel 1'age est considéré comme un facteur de risque majoritaire. Basant sur la théorie radicalaire
(“free radical theory”) de Harman en 1956, une forte corrélation entre 1'age, le stress oxydant et
le cancer de la prostate a été établie (Udensi ef al., 2016). Avec l'avancement de la technologie, de
nombreux chercheurs ont soutenu la théorie d'Harman et conclu que 1'accumulation de mutations
dans I'ADN mitochondrial avec l'dge est une cause majeure de vieillissement humain. Ces
résultats non seulement établis un lien entre le stress oxydant et 1'age mais en effet ils peuvent
expliquer l'incidence accrue du cancer de la prostate avec 1'age (Khandrika ef al., 2009). En outre,
I1 a été rapporté que I'dge augmente le stress oxydant dans de nombreux tissus et que le systéme
de défense antioxydant est significativement réduit chez les patients agés et en particulier chez
ceux atteints de cancer de la prostate (Szewczyk-Golec et al., 2015).

2.2.5 Les hormones stéroidiennes, ERO et cancer de la prostate

Les hormones stéroidiennes et tout particuliecrement les androgénes sont des sources
potentielles des ERO. Ils sont capables d'augmenter le stress oxydant au sein de cellules
cancéreuses prostatiques humaines androgéno-sensibles LNCaP via une altération de l'activité
mitochondriale et via une altération des défenses antioxydantes comme le glutathion. D'autres
recherches ont également trouvés que les niveaux circulants de GPx sont nettement diminués dans
le plasma aussi bien que dans le tissu de la prostate dans les échantillons de biopsie des patients
atteints du cancer de la prostate. La perte accrue du glutathion peut réduire la protection de la
mitochondrie contre les effets des ERO générés conduisant a l'augmentation de stress oxydant
dans les cellules de la prostate et par conséquence aux multiples changements dans 1'expression

des génes qui peuvent donne naissance au cancer (Khandrika et al., 2009).
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2.3 Les voies de signalisation cellulaire activées par les ERO a l'origine de
I'évolution du cancer de la prostate

2.3.1 Les voies des MAPKSs (Mitogen-activated proteins kinases)

Les MAPKSs sont des sérine/thréonine kinases responsables de la transmission des signaux
extracellulaires évoqués par des facteurs de croissance, des hormones, des cytokines ou différents
types de stress. Dans les cellules de mammiferes, les trois sous-familles principales de MAPKs
sont ERK (extracellular signal-regulated kinase), INK (c-Jun NH2-terminal kinase) et SAPK2
(stress-activated protein kinase 2) connue sous le nom de p38. Il semble que les trois sous
familles de MAPKS peuvent étre impliquées dans la tumorigenése prostatique via le stress

oxydant (Rodriguez-Berriguete ef al., 2012).

Les ERO peuvent induite l'activation de la voie de signalisation ERK en modulant
indirectement Ras via les récepteurs de facteurs de croissance ou agissant directement sur Ras.
L'activation de la cascade de signalisation ERK est associée a la progression du cancer de la

prostate et semble méme étre corrélée a la malignité de la pathologie (Guéritat, 2015).

Les voies JNK et p38 sont activées en réponse a des cytokines pro-inflammatoires ou a des
stress tell que les Iésions a I'ADN ou les radiations ionisantes. Ils contrdlent I'expression des genes
impliqués préférentiellement dans les processus apoptotiques. Cependant dans un état de stress
oxydant, les ERO peuvent activer les voies de signalisation JNK et p38 via ASK1 et MEKK et ces
deux voies peuvent étre impliquées par conséquence dans les mécanismes d'angiogencse et
d'invasion facilitant la croissance et les métastases de cancer de la prostate (figure 8) (Guéritat,
2015).

2.3.2 La voie PI3K/Akt

La voie PI3K (la phosphatidylinositol-3-kinase)/ AKt est une voie de signalisation
intracellulaire impliquée dans la régulation de la croissance cellulaire, la prolifération cellulaire, et
I'angiogenese, et qui constitue un centre d'intérét dans 1'étude de I'oncogenése. 11 a été suggéré que
cette voie joue un role important dans la tumorigenése prostatique. Elle se trouve up-régulé dans
30 a 50% de cancer de la prostate (Guéritat, 2015). Il a été rapporté que les ERO peuvent induire
une sur-activation de la serine-thréonine kinase Akt qui connue pour down-réguler les défenses
antioxydantes et promouvoir la survie cellulaire (figure 8). La Akt présente également des
propriétés anti-apoptotiques importantes due a sa capacité d'inactivé les molécules pro-
apoptotiques telles que la caspase-9 ou a sa capacité de déréguler les protéines de la famille Bcl-2.
Comme les ERO, des niveaux ¢levés des Nox dans les cellules cancéreuses prostatiques peuvent

¢galement impliquées dans l'activation de la voie Akt. Il a été rapporté aussi que l'inhibition des
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ERO conduit a une perte d'expression d'Akt au sein des cellules cancéreuses prostatiques

(Gugéritat, 2015).
2.3.3 Nuclear factor-kappa B (NF-KB)

NF-kB est un facteur de transcription nucléaire qui régule un large nombre de génes

impliqués dans la survie cellulaire, la différenciation, 1'inflammation et la croissance. Il existe sous
forme inactive dans le cytoplasme. Son activation en réponse a des stimuli extracellulaires tels

que le stress oxydant ou encore les rayonnements ionisants induisent la dissociation des protéines

inhibitrices IKB permet sa translocation dans le noyau ou il pourra activer des génes cibles (figure

8) (Guéritat, 2015). Il semble que l'activation de NF-KB est associée au processus de

tumorigenese prostatique. Des études ont trouvés que 1'activité de ce facteur est plus élevée dans
les lignes cellulaires et les xénogreffes androgéno-indépendantes par rapport aux androgéno-
dépendants, ainsi que dans le cancer de la prostate métastatique par rapport le cancer localisée (Jin

et al., 2008).
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Figure 8: Les voies de signalisation cellulaire activées par les ERO et la modulation des facteurs

de transcription impliqués dans la carcinogenése prostatique (Guéritat, 2015).
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Troisiéme partie: Le thé vert « Source riche en phénols et en flavonoides »

1. Généralité sur les composés phénoliques

1.1 Définition des composés phénoliques

Les composés phénoliques constituent une grande famille de molécules organiques issus du
métabolisme secondaire des plantes. Ils sont largement présente dans le régne végétal,
actuellement plus de 8000 composés ont été identifiés dont plus de 4000 sont des flavonoides.
D'un point de vue structural, la désignation générale «composés phénoliques» concerne a la fois
les mono, les di et les polyphénols dont les molécules contiennent respectivement une, deux ou
plusieurs cycles benzéniques portant une ou plusieurs fonctions hydroxyles. Leur structure variée
donc depuis les molécules simples (acides phénoliques simples) vers les molécules les plus
hautement polymérisées (tanins condensés). IIs sont capables de se conjuguer a des oses ou a des
acides organiques : de ce fait, on les retrouve trés souvent substituées (glycosylées, estérifiées,

acylées...) (David Hoffmann, 2003; Macheix et al., 2005).

1.2 Principales classes des composés phénoliques
1.2.1 Composés phénoliques simples

1.2.1.1 Acides phénoliques

Ce sont des composés organiques rencontrés chez les plantes possédant au moins une
fonction carboxylique et un hydroxyle phénolique. Ils sont représentés par deux sous-classes: les
dérivés de l'acide hydroxybenzoique et de I'acide hydroxycinnamique (Chira et al., 2008). Parmi
les acides hydroxybenzoiques, on trouve 1'acide vanillique, 1'acide syringique, I'acide gentisique et
l'acide gallique et les principaux acides hydroxycinnamiques sont les acides caféique, p-

coumarique, férulique et sinapique (figure 9) (Chira et al., 2008).
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Figure 9: Structures chimiques des principaux acides phénoliques (Tsao, 2010).

1.2.1.2 Les stilbénes

Les stilbénes sont des composés polyphénoliques. Ils sont constituée de dérivés hydroxy-,
méthoxy- du stilbéne simple, ainsi que leurs formes hétérosidiques ou polymeéres (David
Hoffmann, 2003). IIs se trouvent en petites quantités dans notre alimentation. Le raisin constitue
l'apport alimentaire le plus important de ces composés dont principalement le resvératrol en plus
de certains formes d'oligomeres comme le pallidol, les viniférines et un tétramere de resvératrol :

I'hopéaphénol (Chira et al., 2008).

1.2.1.3 Les lignanes

Les lignanes sont des polyphénols trés répandu chez les végétaux. Chez les plantes
vasculaires, ils peuvent étre isolés a partir de tiges, d'écorces, de racines, mais aussi de graines.
Beaucoup de lignanes sont cytotoxiques, avec fréquemment des propriétés anti-mitotiques, mais
le plus souvent non exploitables en thérapeutique en raison d'une trés grande toxicité. Ainsi, seuls
des dérivés hémi-synthétiques de la podophyllotoxine sont aujourd'hui largement utilisés dans les
protocoles de la chimiothérapie. Enfin, dans plusieurs plantes alimentaires on trouve des lignanes
tels que le sécoisolaricirésinol et le matairésinol, doués de propriétés phyto-oestrogénes et
susceptibles de prévenir des pathologies cardiovasculaires et certains cancers (figure 10) (Sainvitu

etal., 2012).
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La podophyllotoxine
Figure 10: La structure générale et quelques exemples de lignanes (Sainvitu ef al., 2012).
1.2.1.4 Les xanthones
Les xanthones sont des composés polyphénoliques. Ils se trouvent dans des plantes comme
la gentiane (Gentiana lutea), la swertia (Swertia sp) et la mangue (Mangifera indica). 11 existe
plusieurs types de xanthones parmi lesquels: le xanthéne-9-one, le globuliférine et le
gaboxanthone (figure 11). Ils présentent une variété d'effets bénéfices dans les organismes
vivants: effet antimicrobien, effet anti-tumoral, effet anti-inflammatoire, effet antiseptiques,...

(David Hoffmann, 2003).

o

Le xanthéne-9-one

CH;

Le globuliférine Le gaboxanthone

Figure 11: Quelques exemples de xanthones (Muanda, 2010).
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1.2.1.5 Les coumarines
Les coumarines sont des hétérocycles oxygénés largement distribués dans le régne végétal.
Du point de vue structural, il existe trois classes de composés coumarines: simples
hydroxycoumarines tel que l'ombelliférone, les furanocoumarines comme l'angélicine et les

pyranocoumarines tell que le psoraléne (figure 12) (David Hoffmann, 2003).

DN
o (o]

structure de base de coumarines

r =~
HO o (o]

L'ombelliférone L'angélicine
J o
o o

Le psoraléne
Figure 12: La structure de base et quelques exemples de coumarines (David Hoffmann, 2003).

1.2.1.6 Les flavonoides

Les flavonoides constituent un groupe de plus de 6 000 composés naturels qui sont quasiment
universels chez les plantes. Ils constituent des pigments responsables des colorations jaune,
orange et rouge de différents organes végétaux (Ghedira, 2005). Ils sont rencontrés principalement
dans les fruits, les Iégumes, le thé et le café (tableau 2).

- Structure et classification

Les flavonoides sont les polyphénols les plus abondants. Ils constituent en générale de deux
noyaux aromatiques reliés par un pont de 3 carbones. La structure de base des flavonoides peut
subir de nombreuses substitutions, les groupements hydroxyles étant généralement en positions 4,
5, 7. La plupart existent sous forme de glycosides, la nature du sucre variant grandement selon les
especes (Chira ef al., 2008). Ils se répartissent en plusieurs familles de composés, dont les plus
importantes sont: les flavonols, les flavones, les isoflavones, les flavan-3-ols, les flavanones et les

anthocyanidines (Figure 13) (David Hoffmann, 2003).
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(catéchine, épicatéchine)

Figure 13: La structure de base de principales classes de flavonoides (Chira et al., 2008).

Tableau 2: Distribution alimentaire des principales classes de flavonoides (Erdman et al., 2007).

Flavonols (la quercétine, le kaempférol et la Les oignons, le chou fris¢, les poireaux, le brocoli,

rutine) les pommes, les baies bleues, le thé.

Flavones (lutéoline, apigénine) Le persil, le céleri.

Flavanones (I'¢ériodictyol, la naringénine et Dans les agrumes, le jus d'orange contient entre

I'hespéritine) 200 et 600 mg d'hesperidine / L et entre 15 et 85
mg de narirutine / L.

Isoflavones (génistéine, daidzéine et la Le soja et ses produits dérivés.

glyciteine)

flavan-3-ols (catéchines) Dans de nombreux fruits tels que le raisin, les thés

(vert, noir et oolong), le cacao et le chocolat.

Anthocyanidines (la pélargonidine, la Les baies, les raisins, céréales, certains légumes a
cyanidine, la delphinidine, la péonidine et la feuilles et racines comme le chou, les haricots, les
malvidine) oignons et les radis. Les raisins noirs peuvent

contenir jusqu'a 600 mg d'anthocyanes / 100 g, et
les baies jusqu'a 500 mg/ 100 g
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1.2.2 Les composés phénoliques complexes (tanins)
Les tanins sont des formes phénoliques condensées utilisés depuis l'antiquité par 1'homme

pour le traitement des peaux d'animaux. Ils sont caractérisés par leurs propriétés de combinaison
aux protéines d'ou leur capacité a tanner le cuir. Sur le plan structural, les tanins sont divisés en

deux groupes, tanins hydrolysables et tanins condensés (Macheix et al., 2005).

- Tanins hydrolysables
Ce sont des esters du D-glucose et de l'acide gallique ou de ses dérivés, en particulier I'acide
ellagique (Figure 14, a). Ces substances sont facilement hydrolysables par voie chimique ou
enzymatique. Ils sont abondant chez certain arbres en sont des sources industrielles: tannins de
chéne et de chataigner. Parmi ces composés on trouve la castalagine (Macheix et al., 2005).
- Tannins condensés
Les tannins condensés ou les proanthocyanidines sont des polymeéres constitués dunités
flavane reliées par des liaisons entre les carbones C4 et C8 ou C4 et C6 (Figure 14, b). En raison
de leur complexation avec les protéines salivaires, les tanins condensés sont responsables de
l'astringence caractéristique des fruits avant maturité (raisin, péche, pomme, poire, etc...) et de

certaines boissons comme le thé et de I'amertume du chocolat (Macheix et al., 2005).

Figure 14: Structure chimique d'un tanin hydrolysable, exemple de la castalagine (a) et d'un tanin

condensé, exemple de la proanthocyanidol C1 (b) (Macheix et al., 2005).

1.3 Biodisponibilité des composés phénoliques
La biodisponibilité est définie comme étant la fraction réelle d'un composé ou d'un nutriment
ingéré qui atteint la circulation sanguine et les sites spécifiques ou elle peut exercer son action
biologique (Erdman et al., 2007). Les concentrations en composés phénoliques dans la circulation
sanguine dépendent de leur métabolisme et de leur absorption depuis le tractus gastro-intestinal.
Les polyphénols alimentaires se trouvent le plus souvent sous formes d'esters, de glycosides ou
encore de polymeres qui ne peuvent étre absorbés tels quels. En effet seuls les anthocyanes et

quelques acides hydroxycinnamiques sous forme li¢e tels que l'acide chlorogénique peuvent étre
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absorbés directement a partir de l'estomac et seuls les aglycones de polyphénols (ex.: les
flavanols) et les O-B-D-glucosides peuvent étre absorbés dans le petit intestin (Day et al., 2003;
Manach et al., 2005). Les polyphénols non absorbés au niveau de l'estomac et de 1'intestin gréle
atteignent le colon et vont subir des modifications structurales médiées par la flore microbienne :
hydrolysation des glycosides et dégradation de 1'aglycone en acides phénols simples. Cette étape
pourrait étre décisive pour l'action biologique des polyphénols car elle produirait certains
métabolites actifs. Avant leur passage dans la circulation systémique, les polyphénols qui
deviennent sous forme d'aglycones vont encore voir leur structure modifiée par les processus de
conjugaisons qui prennent place a la fois dans l'intestin gréle mais surtout dans le foie. Les
conjugaisons qui regroupent glucuronidation, sulfation et methylation représentent une voie
commune de détoxification de nombreux xénobiotiques visant a réduire leurs potentiels effets
nocifs et permettre leur excrétion facilitée dans la bile ou l'urine en augmentant leur solubilité
(D'Archivi et al., 2010). 1l est important de souligner que les mécanismes de conjugaison sont tres
efficaces, et les aglycones libres sont généralement absentes ou présentes dans de faibles
concentrations plasmatiques apres consommation de doses nutritionnelles (D'Archivi et al., 2010).
Une exception concerne les catéchines de thé vert, dont les aglycones peuvent constituer une
proportion importante de la quantité totale de plasma (77%, 31% et 21% d'EGCG, d'EGC et d'EC
respectivement se trouvent sous forme libre) (Lee et al., 2002). Les formes diméres et trimeres de
catéchine sont susceptibles également d'étre absorbés tandis que les polymeéres de degré de
polymérisation ¢levé ne peuvent pas étre absorbés par la paroi intestinale qu'apres leurs

dégradation (Hollman, 2001; Erdman et al., 2007).

1.4 Propriétés biologiques des composés phénoliques
Les composés phénoliques sont caractérisés d'un grand nombre de propriétés biologiques
parmi les quelles on citant:
- L'activité antioxydante
Les composés phénoliques et plus particulierement les flavonoides sont trés connus par leur
propriété antioxydante qui est largement étudiée et qui est fréquemment cité comme étant la
propriété clé de la prévention et / ou la réduction du stress chronique qui en lien direct avec des
plusieurs maladies. En effet les composés phénoliques peuvent exercent leur activité antioxydante
via plusieurs mécanismes. Ils sont capables de piéger directement les ERO grace a leur
groupement hydroxyle, chélater les ions métalliques comme les ions de cuivre et de fer qui sont
responsables de la production des ERO (réaction de Fenton) (figure 15), inhiber les enzymes
génératrices des ERO comme la myéloperoxydase (MPO), les NADPH oxidases et la xanthine
oxydase et aussi de stimuler d'autres enzymes a activité antioxydante comme la catalase et la

superoxyde dismutase (Quideau et al., 2011; Kumar et al., 2013). Ils ont également montré une
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action antioxydante synergique par la régénération d'autres antioxydants puissants tels que l'a-
tocophérol (Quideau ef al., 2011; Kumar et al., 2013).

La neutralisation ou la stabilisation des ERO par les composés phénoliques peut s'effectuer
soit par le transfert d'hydrogeéne soit par le transfert d'un électron a I'ERO. Le radical aryloxyle
(Ph-O’) formé aprés le transfert de 1'hydrogéne a I'ERO peut réagir avec un autre ERO pour
former une structure quinone stable, alors que le radical aryloxyle (Ph-OH ") formé aprés le
transfert d'un électron a I'ERO est cationique et stable (figure 15) (Kumar et al., 2013). 1l a été
montré que les polyphénols du thé vert sont des antioxydants trés puissants. Elles sont capables de
piéger les ERO en générant des radicaux phénoliques plus stables. En raison de leur concentration
¢levée dans le thé et de leur structure, les catéchines sont les polyphénols de thé les plus étudiés.
Elles sont capables de piéger plusieurs ERO comme I'anion superoxyde (O,"), I'oxygéne singulet

('0,), les radicaux peroxyles (ROO") et hydroxyles (OH") (Forester ef al., 2011).

OH ) (0}
R RH
OH OH
Transfert d'un hydogéne: k—J‘,
FI-OH FI-0

0
"
OH RH 0}
]

Structure quinone stable

Transfert d'un électron: R + Ph-OH — 3, R™ | Ph-OH™

(@) (b)

Figure 15: Piégeage des ERO (R") par transfert d'un hydrogéne (exemple de flavonoides, F1) ou
par transfert d'un électron (a) et les sites de chélation des ions métalliques (Me") par les composés

phénoliques (Ph) (b) (Quideau et al., 2011; Kumar et al., 2013).

- L'activité antibactérienne, antifongique et antivirale
Un grand nombre d'études montre que les composés phénoliques sont caractérisés par des
activités antibactériennes, antifongiques et antivirales (Li et al, 2014). Plusieurs flavonoides
comprenant l'apigénine, la galangine, les flavones, les flavonols, les isoflavones, les flavanones et
les chalcones posseédent une activité antibactérienne puissante. Leur mode d'action peut étre lié a
leur capacité de former des complexes avec des protéines par des forces non spécifiques telles que
la liaison hydrogéne conduisant a l'inactivation des adhésines microbiennes, des enzymes et des

protéines de transport d'enveloppe cellulaire (Kumar et al, 2013). 11 a ét¢ montré que les
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polyphénols de thé peuvent réduire significativement la résistance a la chaleur des spores de
Bacillus stearothemophilus et de Clostridium thermoaceticum. L'épigallocatéchine-3-gallate a
montré aussi des effets antimicrobiens contre une variété de pathogénes. Plusieurs flavonoides
incluant les catéchines peuvent inhiber le virus de l'immunodéficience humaine (VIH). En plus,
les polyphénols ont présentés un effet synergique avec les antibiotiques. La combinaison de ces
deux agents peut retarder le développement de la résistance car I'effet antibactérien est atteint avec

de plus faibles concentrations de médicaments (Li et al., 2014).

L'activité anti-inflammatoire

Plusieurs études in vitro et in vivo ont montré que les composés phénoliques sont des agents
anti-inflammatoires trés intéressants. Ils inhibent I'inflammation par la modulation de la fonction
de plusieurs enzymes et molécules clés du processus de l'inflammation. L'acide hydrocaféique,
dihydroxyphénylacétique et hydroferulique présentent des effets anti-inflammatoires importants,
ils peuvent inhiber plus de 50% de production de prostaglandine E-2. Un certain nombre de
flavonoides tels que I'hespéridine, l'apigénine, la lutéoline et la quercétine peuvent affecter
spécifiquement la fonction des systémes enzymatiques impliqués dans la génération de processus
inflammatoires (Kumar et al., 2013). La consommation de polyphénols de thé vert a entrainé une
diminution des taux de marqueurs de l'inflammation et des cytokines pro-inflammatoires dans la
peau et les tumeurs cutanées de souris exposées aux UV. Les catéchines peuvent exercer des
effets anti-inflammatoires par divers mécanismes différents, y compris la modulation des
isoformes de 1'oxyde nitrique synthase (Li et al., 2014).

- L'activité anticancéreuse

Les composés phénoliques naturels jouent un réle important dans la prévention et le
traitement du cancer. Les effets anticancéreux des polyphénols ont été observés dans plusieurs
organes incluant l'estomac, le duodénum, le cdlon, le foie, les poumons, la glande mammaire, la
peau et la prostate. De nombreux polyphénols, tels que les proanthocyanidines, les flavonoides, le
resvératrol, les tanins, I'épigallocatéchine-3-gallate, 1'acide gallique et l'anthocyanine, ont été
testés; tous ont montré des effets anticancéreux et protecteurs bien que leurs mécanismes d'action
se soient avérés différents. En effet les composés phénoliques peuvent inhiber 1'expression de la
protéine p53 mutante induisant l'apoptose et l'arrét du cycle cellulaire, bloquer les voies de
signalisation cellulaire et inhiber les protéinés de choc thermiques (Kumar et al., 2013; Li ef al.,

2014).
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2. Le thé vert

Le thé est la boisson la plus consommée au monde apres 1'eau. Plus de 300 différents types de

thé sont produits a partir des feuilles de la plante Camellia sinensis par différents procédés de
fabrication. Généralement, ils sont divisés en trois types: le thé vert (non fermenté), le thé Oolong
(partiellement fermenté) et le thé noir (fermenté). Environ 78% des thés produits est de thé noir,
tandis que le thé vert, principalement consommé en Chine et au Japon, représente environ 20% et
le thé Oolong représente environ 2% de la production. Le thé est considéré comme native du sud
de la Chine mais maintenant il est cultivé dans de nombreux autres pays comme 1'Inde, le Japon,
le Sri Lanka, 1'Indonésie et 1'Afrique centrale (Sang et al., 2011). La boisson de thé vert est une
infusion des feuilles séchées de la plante Camellia sinensis. Apres la cueillette, les feuilles du
théier sont flétries, puis roulées pour extraire les sucs, puis chauffées afin de neutraliser les
enzymes responsables de l'oxydation des polyphenols. Elles subissent enfin un séchage final. Le
chauffage s'effectue selon deux méthodes principales : la méthode chinoise utilise des bassines de
cuivre placées sur le feu, alors que les Japonais passent les feuilles a travers des jets de vapeur

(Wang et al., 2000).

2.1 Description de la plante Camellia sinensis

La plante Camellia sinensis est un genre de plantes a fleurs dans la famille des Theaceae.
I s'agit d'un arbuste a feuilles persistantes ou petit arbre qui habituellement taillés a moins de
deux métres lorsqu'il est cultivé pour ses feuilles, mais il peut atteindre 10 a 15 meétre pour
certains variétés. Les fleurs du théier sont blanches a jaune clair, et mesurent entre 2.5 et 4 cm de
diamétre, avec 7 a 8 pétales. Les fruits sont des capsules de 1.5-3 cm de diamétre environ. Les
graines peuvent étre pressées pour donner une huile. Les feuilles ont une forme allongée,
elliptique longues de 4-15 cm de long et 2-5 cm de large (figure 16). Les jeunes feuilles de
couleur vert clair sont de préférence récoltées pour la production de thé. Les feuilles plus vieilles
sont plus vertes. Différents ages des feuilles produisent des qualités de thé différentes, car leurs
compositions chimiques sont différentes. Habituellement, la pointe (bourgeon) et les deux a trois
premicres feuilles sont récoltées pour le traitement. Cette cueillette manuelle est répétée chaque 1

a 2 semaine (Namita et al., 2012).
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Figure 16: La plante Camellia sinensis (Namita et al, 2012; Huang, 2000).

2.2 Classification botanique de la plante Camellia sinensis

La plante Camellia sinensis appartient a la famille botanique de Theaceae qui fait partie de
l'ordre Ericales dans la classe Magnoliopsida dans le régne Plantea (Namita et al., 2012; Preedy,
2012):

Régne: Plantae
Sous-Régne: Viridiplantae

Super-Division: Embryophyta

Division: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Super-Ordre: Asteranae

Ordre: Ericales

Famille: Theaceae

Genre : Camellia

Espéce : Camellia sinensis (L.) O. Kuntze

11 existe plusieurs variétés de la plante Camellia sinensis parmi les quelles Camellia sinensis
var. sinensis, Camellia sinensis var. assamica, Camellia sinensis var. dehungensis et Camellia
sinensis var. pubilimba. Le thé vert commercial est principalement produit par les deux premiéres

variétés: Camellia sinensis var. sinensis ou Théier de Chine, caractérisé par des petites feuilles (de
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34 10 cm) rigides et mates, cultivé essentiellement en Chine et au Japon pour la production de thé
vert, et Camellia sinensis var. assamica ou Théier d'Assam, caractérisé par des feuilles brillantes,
claires, souples et grandes (jusqu'a 20 cm) a texture assez €paisse, cultivé et utilis¢ essentiellement
pour la production de thé noir en Inde, a Ceylan (ou Sri Lanka), en Indonésie et en Afrique

(Preedy, 2012).

2.3 Composition chimique de thé vert
Le thé contient environ 4000 composés bioactifs mais en effet sa composition chimique varie
selon le climat, la saison, les pratiques horticoles, la variété et 1'dge des feuilles. Dans la
fabrication du thé vert, les feuilles sont chauffées pour inactiver les enzymes responsables de
I'oxydation des polyphenols et séchées pour préserver leurs constituants. Sa composition chimique
par conséquence contrairement aux autres types de thé (noir et Oolong) est similaire a celle des

feuilles fraiches de la plante (Harbowy et al., 1997; Namita et al., 2012).

2.3.1 Les polyphénols
Les polyphénols sont considérés comme 1'un des composés les plus bénéfiques du thé vert
pour la santé¢ de ses consommateurs. Sa concentration détermine la qualit¢ du thé. Il s'agit
principalement des flavonoides (30 % de la matiére séche des feuilles) qui sont principalement des
flavanols (catéchines) et dans une moindre mesure des flavonols de flavone en plus de des

proanthocyanides (Balentine ef al., 1997).

- Flavan-3-ols "catéchines"

Les catéchines se trouvent majoritairement dans le thé vert, alors que dans les autres types
tels que les thés oolong et noir ils s'oxydent lors la fermentation et se trouvent avec des quantités
beaucoup plus faibles (Ananingsih et al., 2013). Dans une infusion typique de thé vert préparée
par 2.5 g de thé vert dans 250 ml d'eau chaud infusé pendant 3 min, les catéchines représentent 30
a 42% de l'ensemble des composés (Balentine ef al, 1997). Les quatre principaux catéchines sont:
I'épigallocatéchine-3-gallate (EGCGQG), (—)-épigallocatéchine (EGC), (—)-épicatéchine gallate
(ECQG) et (—)-épicatéchine (EC) (figure 17). L'EGCG est la catéchine majore dans le thé, constitue
50 a 80% de catéchines totaux. D'autres catéchines comme gallocatéchine-3-gallate (GCG),
catéchine (C), catéchine-3-gallate (CG) et gallocatéchine(GC) sont aussi identifiés dans le thé
vert mais avec des petites quantités (Sang et al., 2011).

- Flavonols et flavones

Les flavonols, y compris la quercétine, le kaempférol, la myricétine et leurs glycosides
(mono-, di- et tri-), sont également présents dans le thé. Ils constituent environ 0.5 a 2.5%
d'extrait dans les infusions. L'apigénine et ses glycosides sont les seules flavones identifiées dans

le thé. Ils représentent une trés faible fraction de polyphénols (figure 17). Plus récemment, 19
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flavonols O-glycosylés, 7 flavones C-glycosylées, 28 flavonols glycosylés acylés et 3 flavonols

ont été également identifiés (Sang ef al., 2011).

- Les tanins
Les tanins hydrolysables tels que le camelliatannine A et les tanins condensés
(proanthocyanidines) sont également présents dans le thé mais avec des quantités trés faibles par

rapport aux flavan-3-ol (figure 17) (Harbowy et al., 1997).

2.3.2 Les acides phénoliques
L'acide gallique et son ester d'acide quinique (la théogalline) sont les principaux acides
phénoliques trouvés dans le thé. L'acide chlorogénique, 1'acide 4-coumarylquinique, l'acide
cinnamique, les acides coumaroyl et caféoyl-quinique ont été également identifiés (figure 17)

(Harbowy et al., 1997).

2.3.3 Les méthylxanthines
Les méthylxanthines tel que la caféine, la théophylline et la théobromine sont des alcaloides
présents dans quelques aliments tels que le café, le cacao et le thé. La caféine représente la
méthylxanthine principale du thé suivie par la théobromine en quantités beaucoup plus petites
(figure 17). Dans une infusion de thé, environ 2 a 5% des composés solubles est de caféine, alors
que seulement de treés petites quantifies de théobromine et de théophylline sont déterminés

(Harbowy et al., 1997).

2.3.4 Les acides nucléiques
L'ARN et I'ADN des feuilles de thé sont métabolisés naturellement et digérés dans les
conditions de flétrissement et de fermentation par les nucléases de thé. Ces réactions cataboliques
produisent des purines qui ont ét¢ détectées en tres petites quantités dans le thé (Harbowy et al.,

1997).

2.3.5 Les acides aminés et les protéines
Dix-huit acides aminés sont identifiés dans le thé vert. Ils constituent environ 6% de matiere
solides de thé. Les peptidique sont également identifié et ils constituent environ 6% d'extrait
solide. En plus des acides aminés courants, la theanine est un acide aminé identifi¢ uniquement
dans le thé. Elle améliore la saveur de thé et module les effets stimulants de la caféine (figure 17)

(Harbowy et al., 1997).
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2.3.6 Glucides, pectines et fibres et acides organiques
Les feuilles de thé contiennent des résidus de sucre libres en plus des substances pectiques,
des polysaccharides et des fibres. Les glucides représentent environ 11% d'extrait solide de thé. Le
thé est une source aussi importante d'acide oxalique, d'acide malique, ainsi que des acides citrique,

isocitrique et succinique (Harbowy et al., 1997).

2.3.7 Lipides, chlorophylles, caroténoides et composés apparentés
Les chlorophylles et les caroténoides sont les principaux pigments des feuilles fraiches de
thé. Ils ont un impact important sur le gott de thé. Les lipides, les terpénoides et les saponines
forment une grande partie de la feuille fraiche. Les stéroides et les lipides constituent une fraction
importante de la créme de thé. En générale, les lipides représentent environ 3 a 4% de poids d'une

feuille de thé (Harbowy et al., 1997).

2.3.8 Les polyamines
Polyamines comme le spermidine et le spermine sont également identifié¢s dans le thé (figure
17). La quantité¢ de ces composés est variée selon le type de thé. Elle est de 63 mg/g dans les

feuilles de thé noir et de 123 mg/g dans feuilles de thé vert (da Silva Pinto, 2013).

2.3.9 Minéraux et vitamines
Le thé est riche en potassium et contient des quantités importantes de calcium et de
magnésium, ainsi que de petites quantités de manganese, de fer, de phosphore, de cuivre, de
nickel, de sodium, le zinc et le soufre. Les boissons de thé sont également une source significative
de fluorure et de l'aluminium. La vitamine C a également été détectée dans le thé vert (Harbowy et

al., 1997).
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Figure 17: Structures chimiques des principaux composés de thé vert (Harbowy et al.,1997; Sang

et al., 2011; Davalli et al., 2012).
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2.4 Activité anticancéreuse des polyphénols du thé vert dans la prostate

L'activité anticancéreuse du thé vert est largement analysée dans plusieurs études in vitro et
in vivo. Il a ét¢ montré que cette activité¢ est contribuée principalement aux polyphénols qui
peuvent inhiber la tumorigénese et la progression tumorale dans différents organes incluant la
prostate. Ces composés et plus particulicrement les catéchines peuvent affecter l'activité
enzymatique et moduler les voies de signalisation cellulaires et par conséquence inhibe la

prolifération, 'invasion cellulaire et le développent du cancer (Davalli et al., 2012).

2.4.1 Les mécanismes d'action des catéchines dans les lignées cellulaires de
cancer de la prostate

Les catéchines du thé vert peuvent exercer plusieurs mécanismes moléculaires impliqués
dans l'inhibition de la formation et de la progression du cancer. Ci-dessous, nous rapportons les
principaux mécanismes d'action des catéchines observés dans certaines lignées cellulaires du

cancer de la prostate:
L'inhibition de la prolifération et arrét du cycle cellulaire

Les catéchines peuvent inhiber la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques via la
dérégulation du cycle cellulaire et 1'induction de 1'apoptose (Gupta et al., 2000). Cet effet a été
observé in vitro dans les cellules épithéliales immortalisées de la prostate SV-40 (PNT1a), dans
les cellules androgeno-dépendantes (LNCap) et aussi dans les cellules androgeno-indépendantes
(PC3, DU145), tandis que les cellules épithéliales prostatiques humaines normales ne sont pas
affectées méme lorsque la dose administré est élevées (Gupta et al., 2000; Caporali et al., 2004).
La IC50 de I'EGCG est comprise entre 40 et 200 uM, en fonction du type de lignée cellulaire
(LNCap <PNT1a<DU145<PC3), ainsi que la durée de I'expérience (Albrecht et al., 2008). Il a été
montré que le traitement de LNCaP et DU145 par EGCG provoque une stimulation des
inhibiteurs de cycline kinase en phase G1, qui a leur tour, inhibent la kinase dépendante de cycline
(CDK) fonctionne en phase GO / G1, ce qui provoque un arrét du cycle cellulaire, conduisant a la
mort cellulaire apoptotique, indépendamment de 1'état cellulaire de p53 (mutée ou active) (Gupta
et al., 2000).

- L'apoptose

L'EGCQG induit l'apoptose dans les cellules LNCaP principalement par la stabilisation de p53
par une phosphorylation spécifique et par une régulation négative de l'activité de NFkB, ce qui
entraine une réduction de I'expression de la protéine proapoptotique Bcl2. La stabilisation de p53

induite par EGCG provoque une régulation de WAF1 / p21 et Bax; produisant un changement
dans le rapport Bax / Bcl2 en faveur de 1'apoptose (Hastak et al., 2003).
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- Effets anti-oxydants ou prooxydants

Grace a leur activité antioxydante, les catéchines sont capables de piéger les ERO et de
chélate les métaux de transition, produits pendant toutes les phases de carcinogenese (Siddiqui et
al., 2007). En plus 'EGCG peut activer 'EpRe, présent dans la région promotrice de nombreux
génes impliqués dans la réponse cellulaire au stress oxydatif et induire la phosphorylation de
Nrf2. Ce dernier qui est un facteur de transcription joue un role central dans la réponse
antioxydante permettant l'activation des enzymes antioxydantes (Na et al., 2008). Cependant, les
catéchines peuvent également étre une source de génération des ERO dans les cellules
cancéreuses, induisant un stress oxydant et, par conséquent, activant les voies apoptotiques. Aussi
bien, 'EGCG inhibe la croissance cellulaire et induise 1'apoptose dans la lignée cellulaire DU145,
en augmentant la formation des ERO conduisant a la dépolarisation mitochondriale et a
I'apoptose. Bien que les mécanismes moléculaires ne soient pas encore clairs, 1'apoptose induite
n'est pas liée aux membres de la famille Bcl2, car EGCG n'a pas altéré I'expression de Bcl2, dans

cette lignée cellulaire (Chung et al., 2001).

-  Modulation de la signalisation NFxB et inhibition des voies

d'inflammation.

Le NF«B est un facteur de transcription sensible a l'oxydo-réduction, souvent surexprimé
dans les lignées cellulaires cancéreuses. L'EGCG diminue la liaison de NFxB a I'ADN et réduit
l'expression de sa sous-unité p65 dans des cellules LNCaP (figure 18). La surexpression NFxB est
une cible importante dans le cancer de la prostate en raison de la réglementation de diverses cibles

en aval qui comprennent les protéines cylcooxygenase-2 (COX-2) (Hastak et al., 2003).

- Effet sur le récepteur d'androgéne (RA) et Antigéne spécifique
de la prostate (PSA).

L'EGCG est un antagoniste direct de l'action des androgenes (figure 18). Elle est capable
d'interagir physiquement avec le domaine de la liaison du ligand de RA en remplacant le ligand
par une affinité élevée (IC50: 0.4 uM) (Siddiqui et al, 2011). Dans les lignées cellulaires de
LNCaP, I'EGCG supprime la prolifération cellulaire, I'expression de PSA et l'activité
transcriptionnelle du RA, a une concentration comprise entre 10 et 20 uM (Chuu et al., 2009).
L'effet sur l'expression du PSA pourrait étre li¢ a la réduction de l'activité du RA, mais il faut
¢galement noter que 'EGCG, in vitro, peut diminuer I'expression de PSA par une action directe

sur les mécanismes de transcription et de traduction (Pezzato et al., 2004).
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- Inhibition du facteur de croissance analogue a l'insuline (IGF) et

les voies de signalisation cellulaire

L'axe IGF joue un role important dans l'apparition et le développement du cancer de la
prostate. La liaison de 1'GF1 a son propre récepteur active les voies de signalisation cellulaire
MAPKs et PI3K (la phosphatidylinositol-3-kinase)/AKT, qui régulent plusieurs processus
cellulaires comme la prolifération, la survie / la mort, et la motilité, habituellement altérée dans la
carcinogenese. Ces deux voies se trouvent up-régulés dans le cancer de la prostate. Il a été
rapporté que I'EGCG peut inhiber I'activité des récepteurs de 1'lGF-1 avec une IC50 de 14 uM (Li
et al., 2007) et que le traitement des cellules DU145 et LNCap avec des doses de I'EGCG réduit
¢galement le taux 1'IGF lui-méme (Thomas et al., 2009). L'EGCG est capable aussi de diminuer
directement les niveaux de PI3K et d'Akt phosphorylé (figure 18). Ces effets observés induisent la
régulation négative des voies de signalisation et par conséquent I'inhibition de la prolifération de

cellules cancéreuses prostatiques (Siddiqui ef al., 2004).
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Figure 18: Effet des catéchines du thé vert, EGCG sur la modulation de diverses voies de

signalisation cellulaire (Khan ef al., 2008).

2.4.2 La chimioprévention du cancer de la prostate par les polyphénols du
thé vert dans les modeles des souris transgéniques
Plusieurs études précliniques réalisées chez des animaux transgéniques et des modeles de
tumeurs xénogreffes ont confirmés les propriétés anti-tumorales des catéchines de thé vert et
suggerent l'importance d'identifier leur chimioprévention chez les humains. L'étude expérimentale
réalisée par Gupta et al., a montré un retard significatif de 1'incidence des tumeurs primitifs de la

prostate et une inhibition presque compléte des métastases accompagnée d'une augmentation
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significative de la survie chez les souris transgéniques TRAMP traitées par 0.1% d'infusion orale
d'un mélange enrichi a 95% de catéchines du thé vert (Gupta et al., 2001). Une autre étude a
montré une diminution significative de I'lGF, accompagnée d'une inhibition de la cascade de
signalisation impliquant a la fois les voies PI3K / AKT et MAPKs et une inhibition parallele du
facteur de croissance de l'endothélium vasculaire (VEGF) et des métalloprotéinases de matrice
chez les souris TRAMP traitées par catéchines (Adhami et al., 2004). Le traitement des souris
TRAMP par EGCG pendant 32 semaines réduit également l'activité de la voie NFkB et change
1'équilibre entre Bax et Bcl2 en faveur de I'apoptose (Siddiqui ez al., 2008). Harper et al., trouvent
aussi que l'administration de 0.06% d'EGCG au souris réduit significativement la prolifération
cellulaire par apoptose et les niveau de RA, de 1'IGF1 et de son récepteur. Cette étude a montré
¢galement que I'EGCG ne peut inhiber que la prolifération du cancer de la prostate chez les souris
a un stade précoce mais pas a des stades avancés (Harper et al., 2007).

2.4.3 L'effet chimiopréventif possible des polyphénols de thé vert sur le
cancer de la prostate chez les humains

En effet le cancer de la prostate est considéré comme un candidat idéal pour la
chimioprévention car il a une prévalence ¢levée, une longue période de latence, et il est
potentiellement mortelle. Les stratégies de prévention pourraient avoir un avantage économique
¢levé sur la santé publique et un impact positif profond sur la qualité de vie des patients (Davalli
et al., 2012). Plusieurs études épidémiologiques ont analysé la relation entre la consommation de
thé¢ vert et le risque du cancer de la prostate. Cependant les résultats sont actuellement
contradictoires. La plupart des études trouvent que la consommation de thé vert peut réduire
significativement le risque du cancer de la prostate (Jian et al., 2004; Kurahashi et al, 2008).
Alors que d'autres études trouvent qu'il n'a pas une association entre la consommation de thé vert

et le cancer de la prostate (Allen et al., 2004; Kikuchi et al., 2006).

Il n'y a eu que quelques études d'intervention évaluant I'effet du thé vert sur le traitement ou
la prévention du cancer de la prostate chez les humains et seulement peu entre eux ont trouvé des
résultats encourageants (Bettuzzi et al.,, 2006; McLarty et al., 2009). Aucun effet n'a été observeé
dans I'¢tude de Choan et al., (2005) qui visant a évaluer l'effet d'un extrait de thé vert (250 mg
GTC / jour) sur le taux de PSA chez des patients atteints du cancer de la prostate résistant a la
castration. Une autre étude dans le méme objectif trouve également des résultats négatifs. Au
cours des 6 mois de suivi, seulement un seul patient, parmi 42, a manifesté une baisse transitoire

de 50% du taux de PSA (Jatoi ef al., 2003).
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ETUDE 1:

Etude Epidémiologique cas-témoins « la relation entre 1'age,
les habitudes alimentaires, le mode de vie, les antécédents
familiaux et le risque de cancer de la prostate dans la
population de I'Est-Algérien »
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Le cancer de la prostate est constitue un probléme de santé publique chez les hommes dans le
monde entier. Il est classé en deuxiéme rang juste apres le cancer du poumon, avec 1.1 million
nouveaux cas diagnostiqués dans le monde en 2012 (Center ef al., 2010). Sa incidence varie plus
de 25 fois dans le monde; elle était trés élevés en Australie / Nouvelle-Zélande (111.6 cas /
100,000), Amérique du Nord (97.2 cas / 100,000), Europe occidentale (85.8 cas / 100,000) et
septentrionale (85.0 cas / 100,000), relativement élevé dans certaines régions telles que les
Caraibes (79.8 cas / 100,000), I'Afrique du Sud (61.8 cas / 100,000) et en Amérique du Sud (60.1
cas / 100,000), alors qu'elle était faible dans la population asiatique avec des taux estimés de 10.5
cas / 100,000 et 4.5 cas / 100,000 en Asie (Centre et Sud-est) (Ferlay et al.,, 2013). En Algérie,
selon la base de données GLOBOCAN 2012, le cancer de la prostate était le quatriéme cancer le
plus fréquent (8.8 cas / 100,000) et la sixiéme cause de déces (4.9 déces / 100,000) chez I'homme
(Ferlay et al., 2013). Comparant au autres pays du monde, l'incidence de cancer de la prostate en
Algérie est considérée comme faible par rapport a certains pays occidentaux comme la Norvege et
la Suede (129.7 et 119 cas diagnostiqués et environ 18 déces pour 100 000, respectivement), mais
il est reste ¢élevé par rapport a de nombreux pays asiatiques, en particulier la Chine, la Corée et le
Bhoutan (5.3, 3.2 et 1.2 cas diagnostiqués et de 2.5, 1.3 et 0.7 déces pour 100,000,
respectivement) (Ferlay ef al., 2013).

L'incidence de cancer de la prostate est faible dans les pays asiatiques par rapport au pays
industrialisés occidentaux. Mais de nombreuses études épidémiologiques ont trouvé que cette
incidence augmente rapidement chez les populations de migrants asiatiques qui ont assimilé
l'alimentation et le mode de vie occidentaux, remplagant la consommation de soja, de thé, de
poissons, de fruits et de 1égumes par la consommation de viande rouge et les aliments riches en
matieres grasses (Namiki et al., 210). En outre, une étude menée en Australie occidentale a décrit
que le risque de cancer de la prostate et en particulier la forme agressive qui augmente
significativement chez environ 80% des hommes consommant un régime de style occidental
(Ambrosini et al., 2008). Ces donnés expriment le role direct des facteurs d'environnement surtout
I'alimentation et le mode vie sur le développement et la progression de cancer de la prostate,
indépendamment des facteurs génétiques. Beaucoup d'é¢tudes épidémiologiques surtout cas-témoin
trouvent que certains facteurs alimentaires comme les graisses saturées d'origine animale
(Giovannucci et al., 1993), les produits laitiers (Tseng et al., 2005) et la viandes rouge (Gann et
al., 1994) peuvent augmenter le risque du cancer de la prostate, alors que la consommation des
légumes et des fruits (Deneo-Pellegrini et al., 1999), des poissons (Augustsson et al., 2003) et de

thé vert (Jian et al., 2004) peuvent avoir un effet préventif important.
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Dans la présente ¢tude nous avons examiné pour la premiere fois la relation entre 1'age, les
habitudes alimentaires incluant la consommation de thé vert, les antécédents familiaux de cancer
de la prostate, la consommation de l'alcool, le tabagisme et le risque de cancer de la prostate chez

une population de 1'Est Algérien.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1 Recrutement des individus

- Les cas

Une étude épidémiologique cas-témoins sur un échantillon représentatif d'une population de
I'Est Algérien, est réalisée durant une période s'étale entre 2011 et 2014. Tous les nouveaux et les
anciens malades diagnostiqués avec un cancer de la prostate et suivis dans le service d'urologie
dans la Clinique d' Urologie Néphrologie et de Transplantation Rénale Daksi — Constantine sont
invités a participer dans I'é¢tude. Parmi 100 patients invités, un patient a refusé¢ de participer et neuf
¢taient trop malades pour €tre déplacés a la clinique et interrogés. A la fin de la période d'étude, la
cohorte étudiée est constituée de 90 patients avec une moyenne d'age de 70.90 + 6.97 ans et une
moyenne d'age de diagnostic de cancer de la prostate de 68.87 = (0.73, allant de 50 a 88 ans.

- Les témoins

Les témoins sont sélectionnés suivant plusieurs critéres. C'étaient des hommes, résidant dans
la méme zone géographique des patients, avec un age dans le méme intervalle d'age de diagnostic
de cancer de la prostate chez les malades. Ils présentent ni le cancer de la prostate ni des maladies
ou des désordres associés comme I'hypertrophie bénigne de la prostate, la prostatite ou le
néoplasie intraépithéliale (PIN). Les patients avec d'autres tumeurs malignes sont également
exclus de cette étude. Parmi 200 hommes sélectionnés, 10 ont refusé de participer pour différentes
raisons. Notre groupe témoin est constitue a la fin de 190 hommes avec une moyenne d'age de
67.13 £ 0.72, allant de 50 a 88 ans. 61 hommes ont ¢été traités a 1'hopital pour certaines maladies
urologiques (35 avaient des calculs rénaux, 25 avaient une infection urinaire et 10 avaient d'autres
maladies), 14 étaient des hommes du personnel de 1'hopital invités a participer et 115 étaient des
hommes sélectionnés dans la salle de prélévement sanguin du laboratoire de biochimie dans

I'établissement public hospitalier (EPH) de la daira de Chelghoum Laid.
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1.2 Collecte des données

La collecte des données a été¢ réalisée au moyen d'un questionnaire de la fréquence des
aliments (FFQ: food frequency questionnaire), bien étudié et structuré marche avec le but de
I'étude (annexe 1). Ce questionnaire a été préparé apres la réalisation d'une vaste recherche
bibliographique et la détermination des principaux facteurs de risques et de prévention probables

de cancer de la prostate cités par différentes études sur différentes populations.
La premiere section du questionnaire renferme:

» des informations personnelles (date et lieu de naissance, adresse, poids, taille, travail ou

anciens travail et niveau d'éducation),
» maladies actuelles ou anciennes,

» des informations médicales concernant le cancer de la prostate (age de diagnostique de

la maladie, valeur de PSA, stade de la maladie, traitement médicamenteux, ...).

Les informations médicales comme le score de Gleason, le taux de PSA au début du
diagnostic et le traitement primaire utilisé pour chaque cas sont ensuite complétées et collectées

correctement a partir des dossiers médicaux des patients.

Le questionnaire pose ensuite des questions sur les habitudes alimentaires, les antécédents
familiaux de cancer de la prostate et les habitudes toxiques (alcool et tabac). Pour une meilleure
collection des données tous les questionnaires ont été remplis face a face avec les cas et les

témoins.

La partie du questionnaire concernant les habitudes alimentaires comporte des questions sur
la fréquence de consommation de différents produits alimentaires au cours des derniéres années.

Les différents items utilisés sont les suivants:

e Le nombre de repas consommé par jour.

e Le type de repas consommeé (traditionnels ou de fast-food), en utilisant la question «quel le
type de repas le plus consommé ?».

e La consommation de poisson et de la viande rouge (moutons et veaux), en utilisant la
question «combien de fois par semaine ou par mois?».

e La consommation de matiéres grasses d'origine animales, en utilisant les expressions
«jamais, petite, moyenne ou grande partie.

e La consommation de produits laitiers (lait, fromage et yogourt), en utilisant les expressions
«petite, moyenne ou grande partie». Une petite partie signifie la consommation seulement

d'une tasse de lait ou d'autres produits (fromage, yaourt ..) par jour, une partie moyenne
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signifie la consommation d'une tasse de lait avec un autre produit (fromage, yaourt ..) par
jour, et une grande partie signifie plus de 2 tasses de lait par jour et / ou avec une grande
quantité d'un autre produit (fromage, yaourt ..).

o La consommation totale des fruits et des légumes, en utilisant la question «combien de fois
par semaine ?».

e Laconsommation de thé vert, en utilisant la question «combien de tasse par jour ?».

Pour les antécédents familiaux de cancer de la prostate, en utilisant la question «avez vous un
membre de la famille: pere, grand-pére, frére, fils, oncle ou cousin qui a été diagnostiqué avec le

cancer de la prostate? ».

Pour les habitudes toxiques (la consommation de l'alcool et le tabagisme), en utilisant les

termes «non- consommateursy, «anciens consommateursy» et «consommateurs actuelsy.

Les anciens consommateurs ont ¢été définis comme ceux qui avaient consommé des boissons
alcoolisées ou du tabac plus tot dans leur vie, mais pas au cours des dernieéres années et les
consommateurs actuels pour les cas étaient considérés comme ceux qui consomment des boissons
alcoolisées ou du tabac avant et apres le diagnostic du cancer de la prostate. La consommation

totale du tabac a été déterminée a l'aide de 1'unité-Paquet-Année (UPA).

Puisque la progression de cancer de la prostate est le plus souvent lente, caractérisée par une
longue période de latence (> 10 ans) (Etzioni ef al., 1998; Bostwick, 1992), I'ancien apport
alimentaire et mode de vie des participants peut €tre plus important pour prédire le risque de

cancer de la prostate.

Pour cela, nous avons interrogé les cas et les témoins sur leurs habitudes alimentaires et leurs
modes de vie de 10 ans avant le diagnostic de cancer de la prostate et avant la date de

l'interrogatoire respectivement.

Notre étude a été approuvée par le Comité d'éthique de I'EHS Daksi qui avait certifié que la
collecte des données a été effectuée au service d'urologie dans la Clinique d'Urologie Néphrologie
et de Transplantation Rénale Daksi — Constantine et qu'aucun risque pour les participants n'a été

noté (annexe 3).
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1.3 Analyse statistiques
Le traitement et 1'analyse des données collectées des questionnaires des 90 cas de cancer de la
prostate et des 190 témoins ont été¢ effectués par le logiciel Graph Pad Prism version 7. Les
résultats sont exprimés sous forme de moyennes + écart type pour les variables continues et des

nombres et des pourcentages pour les variables qualitatives.

Avant l'analyse des données, le test de Kolmogorov-Smirnov a été utilisé pour vérifier
I'homogénéité dans la répartition de 1'age des deux groupes. Fondé sur le test de Shapiro-Wilk qui
a un niveau de signification de 0.05, des tests non paramétriques sont choisis pour analyser les

données.

Pour les variables continues, comme les valeurs de PSA, nous avons utilisé le test de Mann-
Whitney. Le reste des variables (la consommation des différents types d'aliment, les antécédents
familiaux du cancer de la prostate, le tabagisme et la consommation d'alcool) ont été regroupés en

catégories correspondant aux différentes réponses obtenus dans les questionnaires.

La fréquence des réponses a été mesurée et stockée dans des tableaux des contingences. Tous
les tableaux sont ensuite analysés a l'aide du test chi-carré (chi-square, en anglais) pour estimer les
odds ratios (OR) et les risques relatifs (RR). Les intervalles de confiance des odds ratios (OR)
sont calculés par la méthode logit Woolf. Les valeurs de p de tendance (p yend) sOnt déterminées
par le test chi carré pour la tendance (chi-square test for trend, en anglais). Des valeurs de p <0.05

sont considérées comme statistiquement significatives.

2. RESULTATS

2.1 Caractéristiques générales de la population recrutée

38 % des cas du cancer de la prostate présentaient un score de Gleason lors du diagnostic de
5a7 et 62% des cas présentaient un score de Gleason entre 8 et 10. Le taux médian d'antigene

spécifique de la prostate (PSA) était plus €levé chez les cas que chez les témoins (p < 0.0001).

12% des patients ont €té orientés vers la prostatectomie comme un traitement initial et 88%
des cas ont été orientés vers I'hormonothérapie. La comparaison de 1'dge des cas et des témoins ne
montre aucune différence significative. De plus, le test non paramétrique Kolmogorov-Smirnov a
montré que l'dge des deux groupes appartient a la méme distribution. Tous les participants
vivaient dans la méme zone géographique distribuée dans différentes wilayas de 1'Est Algérien

(tableau 3).
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Tableau 3: Caractéristiques générales de la population recrutée a 1'é¢tude

Cas, n (%) Témoins, n (%)  Les valeurs dep”
Nombre de participants 90 190
Age (ans) 68.87+0.73"* 67.13+0.72° 0.1012
PSA (ng/ml) 1224£22.04% 171£0.10*  <0.0001%%*x
Score de Gleason
5-7 34 (38) - -
3-10 56 (62) - -
Le traitement primaire
Prostatectomie 11 (12) - -
Hormonothérapie 79 (88) - -
Distribution selon les wilayas
Constantine 34 (38) 60 (32) -
Mila 16 (18) 43 (23) -
Guelma 4(4) 10 (5) -
Seétif 5(6) 12 (6) -
Oum El Bouaghi 10 (11) 15 (8) -
Jijel 8(9) 19 (10) -
Skikda 6 (7) 14 (7) -
Bejaia 22 53) -
Tébassa 33) 8(4) -
M'Sila 2(2) 4(2) -

“ Les valeurs sont exprimées en moyenne * écart type.

b Basé sur le test de Mann- Whitney; PSA: antigene spécifique de la prostate; **** p < (0.0001.
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2.2 Répartition des patients selon 1'dge de diagnostic de cancer de la prostate

Les résultats de la présente étude montrent que le cancer de la prostate est diagnostiqué dans

la population étudiée apres 1'age de 50 ans, mais son incidence augmente fortement avec 1'age:

» 11% des patients diagnostiqués a un age entre 50 et 59 ans,
»  37% des patients a un age entre 60 et 69 ans,

» alors que 52% des patients sont diagnostiqués a un age apres 70 ans (figure 19).
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Figure 19: Répartition des patients selon I'dge de diagnostic de cancer de la prostate
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2.3 Relation entre les habitudes alimentaires et le risque de cancer de la prostate
Les résultats de l'association entre la consommation de différents aliments et le cancer de la
prostate sont exprimés sous forme des odds ratios (OR) et des risques relatifs (RR) résumés dans

le tableau 4.

En comparant les hommes qui consommaient plus de trois repas par jour aux hommesaui
consommaient seulement deux a trois repas par jour, aucune association significative n'a été
observée entre le nombre de repas consommés par jour et le risque de cancer de la prostate (OR

1.41, RR 1.25; p = 0.323).

Nous n'avons observé également aucune association significative entre le type de repas
consomme¢ et le risque de cancer de la prostate, en comparant la consommation fréquente des

repas de fast-food a la consommation le plus souvent des repas traditionnels (OR 1.54, RR 1.3; p

= 0.230).

En outre, aucune corrélation n'a été établie entre la consommation du poisson et le cancer de
la prostate, en comparant les hommes qui mangeaient du poisson plus de trois fois par mois a ceux

qui mangeaient du poisson 2 fois ou moins par mois (OR 1.04, RR 1.03; p = 0.895).

Une corrélation significative est établie entre la consommation de viande rouge et le risque de

cancer de la prostate chez la population étudiée.

L'analyse des donnés montre qu'il existe une association positive forte entre la consommation
de la viande de mouton et le risque de cancer de la prostate ( endance < 0.0001). Les odds ratios et
les risques relatifs augmentent significativement avec l'augmentation de la consommation de la

viande de moutons.

Comparant aux hommes qui n'avaient jamais ou rarement consommeé de viande de mouton,
les odds ratios et les risques relatifs sont respectivement 3.33 et 2.46; p = 0.0002 chez ceux qui la
consommaient entre une et deux fois par mois et 4.99 et 3.10; p < 0.0001, chez ceux qui la

consommaient trois fois ou plus par mois.

Une association positive a €galement €té observée entre la consommation de viande de veau
et le cancer de la prostate (p rendgance = 0.013), mais le risque est seulement significatif chez les

hommes qui la consommaient trois fois ou plus par mois: OR 2.39, RR 1.83 (p =0.017).
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La consommation de graisses saturées d'origine animale (provient principalement de la
consommation de la viande rouge) présente une forte corrélation positive (p endance < 0.0001) avec
le risque de cancer de la prostate. Le risque de cancer de la prostate est trois fois plus élevé chez
les hommes qui consommaient des grandes quantités de graisses saturées par rapport a ceux qui
n'en consommaient jamais ou qui consommaient seulement des petites quantités par rapport au

total de l'apport alimentaire quotidien: OR 7.38, RR 3.02 (p <0.0001).

La consommation de produits laitiers était également associée au risque de cancer de la
prostate. Le risque augmente de fagon significative chez les hommes ayant une forte
consommation de produits laitiers par rapport a ceux qui en consomme moins: OR 3.13, RR 2.07

(» <0.0001).

Une forte association inverse entre la consommation de fruits et de légumes et le risque de
cancer de la prostate (p sengance <0.0001) est établie: Les odds ratios et les risques relatifs ont

diminué de facon significative avec 1'augmentation de consommation de fruits et de légumes.

Les résultats ont montré que le cancer de la prostate est moins fréquent chez les hommes qui
consomment 7 a 13 fois par semaine de légumes: OR 0.38, RR 0.68 (p = 0.04) et beaucoup moins
fréquent pour ceux qui consomment des légumes 14 fois ou plus par semaine: OR 0.03, RR 0.12

(» <0.0001) et des fruits 7 a 14 fois par semaine: OR 0.02, RR 0.10 (» <0.0001).

La consommation de thé vert diminue le risque de cancer de la prostate et est reliée avec

I'augmentation de la consommation de thé vert.

Les odds ratios et les risques relatifs étaient respectivement de 0.64 et 0.74 (p = 0.1569) pour
les hommes qui buvaient de 1 a 3 tasses par jour et de 0.40 et 0.51 (p = 0.2025) pour ceux qui

consommaient plus de 3 tasses par jour.

Cependant, ces résultats n'étaient pas significatifs; statistiquement dans les limites (p rendance =

0.07), tres proche de seuil de signification (p = 0.05).
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Tableau 4: Association entre le type et la quantité des différents aliments et le risque du cancer de

la prostate.

Cas,n (%) Témoins,n (%) OR® ICa95%' RR® ICa95%" p°

2t03 70 (78)  158(83) 1

>3 20 (22) 32 (17) 141 0.75-2.63 125 0.84-1.86 0.3238

Traditionnels > fast-food 71 (79) 162 (85) 1

Fast-food > traditionnels 19 (21) 28 (15) 1.54 0.81-295 132 0.89-1.97 0.2303

0-2 55(61) 118(62) 1

>3 3539) 72 (3%) 1.04 062-174 1.03 0.72-1.45 0.8957

Viande de mouton:

0 17(19)  95(50) 1

1-2 40 (44) 67 (35) 333 1.74-637 246 1.49-4.06 0.0002
skkosk

>3 25(28)  28(15) 499 236-10.53 3.10 1.84-524 <
0.0001
skskeoskosk

I)tendanc:eb <0.0001 otk
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Viande de veau:

0 16(18) 57 (30) 1
1-2 39 (43) 81 (43) 1.71  0.87-336 148 0.89-2.45 0.1394
>3 35(39) 52 (27) 239 1.19-483 1.83 1.11-3.03 0.0170
%
Ptendanceb 0013*

Jamais ou petite partie ' 37 (41) 127 (67) 1

Partie moyenne | 10(11) 43 (23) 079 036-1.74 083 0.44-1.56 0.7020
Grande partie " 43 (48) 20(10) 738 3.87-14.06 3.02 217420 <
0.0001
skskosksk
Ptendanceb < 00001****

Petite ou moyenne 45 (50) 144 (76) 1

partie®

Grande partie ° 45(50) 46 (24) 313 1.84-531 207 149288 <
0.0001

seskoskosk

<2 17(19)  4(2) 1

2-6 59 (66) 34 (18) 040 0.12-131 0.78 0.60-1.01 0.198

7-14 14 (15) 152 (80) 0.02 0.00-0.07 0.10 0.06-0.17 <
0.0001
skskoskosk

I)tendanceIJ < 00001****
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<7 18 (20) 7 (4) 1
7-13 60 (67) 61(332) 038 0.14-0.98 0.68 0.50-0.93 0.048*
> 14 12 (13) 122 (64) 0.03 0.01-0.10 0.12 0.06-022 <
0.0001
skskokok
I)tendanceb < 00001****

<1 67 (75) 122 (64) 1

1-3 21 (23) 59(31) 0.64 036-1.15 0.74 048-1.12 0.1569
>3 2(2) 9(5) 040 0.08-192 0.51 0.14-1.82 0.2025
P endgance” 0.07

OR: le odds ratio; RR: le risque relatif; IC a 95%: l'intervalle de confiance a 95%, “ Déterminé
par le test chi carré; ® Déterminé par le test chi carré pour la tendance; (*) p < 0.05, (**%) p <
0.005, (¥***) p < 0.0001." Relativement a l'apport alimentaire quotidien. *Une tasse de lait ou
d'autres produits (fromage, yaourt..) par jour ou une tasse de lait avec un autre produit (fromage,

yaourt..) par jour.’Plus de 2 tasses de lait par jour et / ou avec une grande quantité d'un autre

produit (fromage, yaourt..).
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2.4 Relation entre les antécédents familiaux et le risque de cancer de la prostate
L'analyse des résultats montre une association positive entre les antécédents familiaux et le
risque de cancer de la prostate dans la population Algérienne étudiée (p sengance <0.0001). 22% des
cas avaient des antécédents familiaux de cancer de la prostate, contre seulement 4% de témoins.
Le risque de cancer de la prostate est deux fois plus élevé (RR 2.31) chez les hommes ayant des
antécédents de deuxieme degré (grand-pere ou oncle) et presque trois fois plus élevé (RR 2.82)

chez les hommes ayant des antécédents de premier degré (pére ou frere) (tableau 5).

Tableau 5: Association entre les antécédents familiaux de cancer de la prostate et le risque de

cancer de la prostate.

Cas, n (%) Témoins, n (%) OR® IC2a95%" RR* ICa95%"* P

Les antécédents familiaux

du cancer de la prostate:

Absent 70 (78) 182 (96) 1

De 1¢ degré 11 (12) 3(1) 9.53 2.58-3520 2.82 2.01-3.96 0.0002
.

De 2°™ degré 9 (10) 5(3) 468 1.51-14.45 231 1.49-3.58 0.0063
sk

P tendance” < 0.0001 ****

OR: le odds ratio; RR: le risque relatif; IC @ 95%: L'intervalle de confiance a 95%, “ Déterminé
par le test chi carré; ® Déterminé par le test chi carré pour la tendance; (**) p < 0.01, (***) p <

0.005, (***%) p < 0.0001.
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2.5 Relation entre les habitudes toxiques (I'alcool et le tabagisme) et le risque de

cancer de la prostate

Une association positive forte a ét¢ observée entre la consommation d'alcool et le risque de
cancer de la prostate (p < 0.0001). Le risque relatif est de 2.51 fois plus élevé chez les anciens

consommateurs par rapport aux autres (tableau 6).

Tableau 6: Association entre la consommation d'alcool et le risque de cancer de la prostate.

Cas, n (%) Témoins,n (%) OR® ICa95%"* RR* ICa95%* P*

La consommation d'alcool:

Non-consommateurs 64 (71) 177(93) 1

Anciens consommateurs 26 (29) 13 (7) 553 2.68-1142 251 184-340 <
0.0001

skskeskeosk

OR: le odds ratio; RR: le risque relatif; IC a 95%: L'intervalle de confiance a 95%, “ Déterminé par le
test chi carré; ® Déterminé par le test chi carré pour la tendance; (*) p < 0.05, (¥*) p < 0.01, (*¥*) p <

0.005, (***%) p < 0.0001.

Les résultats obtenus montrent également que le tabagisme a une forte association positive avec
le risque de cancer de la prostate (P tendance < 0.0001). L'odds ratio et le risque relatif chez les
anciens fumeurs par rapport aux non-fumeurs €taient respectivement de 3.17 et 2.27 et chez les

fumeurs actuels étaient respectivement de 4.05 et 2.60.

Les résultats de l'analyse de la consommation totale du tabac ont montré une relation dose-
réponse entre la quantité de tabac consommée et le risque de cancer de la prostate (P tendance <

0.0001).

Le risque est presque 3 fois plus élevé chez les hommes consomment 30 a 39 paquet-année du
tabac (presque 219 a 284.7 kg de tabac) dans leur vie et de 3.56 fois plus élevé chez les hommes
qui ont consommé plus de 40 paquet-année du tabac (plus de 292 kg de tabac) dans leur vie

(tableau 7).
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Tableau 7: Association entre le tabagisme et le risque de cancer de la prostate.

Cas, n (%) Témoins, n (%) OR*® ICa95%* RR* ICa9%5%"* P*

Le tabagisme:

Non-fumeurs 22 (24) 99 (52) 1

Anciens fumeurs 50 (56) 71 (37) 3.17 1.76 - 5.69 227 1.47-3.50 2;{0*001

Fumeurs actuels 18 (20) 20 (11) 4.05 1.84-8.89 2.60 1.57-4.31 2;{0*006
P tendance < 0.00071 ***:*

Consommation totale du tabac, unité paquet-année:
0 22.(24) 99 (52) 1
1-9 9(10) 20 (11) 2.02 0.81 -5.04 1.70  0.88-3.30 0.1326
10- 19 15(17)  27(14) 2.50 1.14 - 5.46 1.96 1.12-3.42 8.0311
20-29 11(12)  23(12) 2.15 0.91-5.05 1.78 0.96-3.29 0.0964
30-39 9(10) 8(4) 5.06 1.75-14.59 291 1.62-523 2.*0033
>40 2427  13(7) 8.30 3.66-1883 356 228-557 <

2;0*0*01

P (endance <0.0001%**

OR: le odds ratio; RR: le risque relatif; IC @ 95%: L'intervalle de confiance a 95%, * Déterminé
par le test chi carré; ® Déterminé par le test chi carré pour la tendance; (*) p < 0.05, (*¥) p <

0.01, (***) p < 0.005, (****) p < 0.0001.
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3. DISCUSSION

Dans cette étude, les témoins et les cas de cancer de la prostate ont été recueillis dans la
méme période et ont €té interrogés face-a-face en utilisant un questionnaire structuré pour
diminuer la probabilité de biais. Les cas n'ont été interrogés qu'apres la confirmation du diagnostic
de cancer de la prostate et les témoins ont été sélectionnés soigneusement et appari¢ aux cas en

age et en région de résidence.

En général aprés le diagnostic de cancer, le mode de vie et les habitudes alimentaires des
patients commencent a changer et des fois a étre perturbés a cause des traitements et de I'état
psychique. Les habitudes alimentaires récentes des malades ne peuvent donc pas refléter
l'alimentation typique consommée avant I'apparition de cancer de la prostate. De plus le cancer de
la prostate est caractérisé¢ le plus souvent par une longue période de latence (10 a 15 ans)
(Bostwick, 1992; Etzioni et al., 1998) et l'ancien apport alimentaire et le mode de vie des
participants peut étre plus important pour prédire le risque du cancer de la prostate. Pour diminuer
le niveau d'erreur, nous avons utilisé dans cette étude les habitudes alimentaires de 10 ans avant le
diagnostic de cancer de la prostate pour les malades et avant la date de l'interrogatoire pour les
témoins. Cependant cette étude est une étude cas-témoins et nous ne pouvons donc pas exclure un

certain degré de biais de rappel (Kolonel et al., 1999).

La présente étude montre que l'incidence de cancer de la prostate augmente significativement
avec l'age. Ces résultats concordent avec ceux de la littérature (Ferlay et al., 2013) et confirment
que l'age constitue un facteur de risque majoritaire pour de cancer de la prostate. En effet, les
¢tudes ont établis une corrélation forte entre le vieillissement et plusieurs maladies incluant le
cancer de la prostate. Avec l'avancée de l'age, l'accumulation des mutations dans 1'ADN
mitochondrial peut contribuer a la tumorigenese prostatique via une surproduction des ERO et

'augmentation de stress oxydant (Khandrika et al.,2009; Udensi et al., 2016).

Le nombre de repas consommé par jour qui peut €tre un indicateur de l'apport énergétique
total ne montre aucune association avec le risque de cancer de la prostate dans la population
algérienne étudiée. Théoriquement, un apport énergétique ¢levé peut jouer un role important dans
plusieurs néoplasmes. Il peut stimuler le systeme nerveux sympathique et le métabolisme de base
menant a I'augmentation de la libération d'IGF-1 qui augmente automatiquement la prolifération

cellulaire via la stimulation de la mitose (Dunn et al., 1997).

La plupart des études cas-témoins ont rapporté une association positive entre le risque accru
de cancer de la prostate et l'apport énergétique élevé (Andersson et al., 1996; GrOnberg et al.,
1996; Richman et al., 2013). L'é¢tude expérimentale de Mukherjee et al., (1999) a montré que la
restriction énergétique associée au castration réduit significativement la densité tumorale et
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I'expression du facteur de croissance endothélial vasculaire. La concentration de graisse
alimentaire peut n'avoir aucune influence sur la croissance de la tumeur de la prostate lorsque

l'apport énergétique est réduit (Mukherjee et al., 1999).

Cependant, d'autres études concordent avec la notre et ne montrant aucune association entre

l'apport énergétique et le cancer de la prostate (Ghadirian ef al., 1996; Schuurman et al., 1999).

En effet aucune association significative n'a été trouvée entre le type de repas consommé et le
risque de cancer de la prostate, mais nous avons observé que la plupart des cas et des témoins

consommaient le plus souvent des repas traditionnels plutot que des repas de fast-food.

Les repas traditionnels en Algérie sont considérée comme méditerranéens, caractérisés par
une consommation élevée d'aliments frais, de pains, beaucoup d'aliments céréaliers généralement
fabriqués a partir de bl¢ a la maison, I'apport de 1égumes, de fruits et une consommation modérée
de poisson et de viande rouge. Il a été rapporté que le régime méditerranéen est associé a un

risque plus faible de cancer de la prostate (Couto et al., 2011).

Une étude de suivi a montré qu'un score méditerranéen plus élevé n'a pas été associé au
risque de cancer de la prostate avancé ou a la progression de la maladie et une plus grande
adhérence au régime méditerranéen apres le diagnostic de cancer de la prostate non métastase a

¢été associé a une mortalité globale plus faible (Kenfield et al., 2014).

Aucune étude n'a analysé I'association entre la consommation des repas de fast-food et le
risque de cancer de la prostate. Cependant, une étude a constaté que la consommation réguliére
des fritures (frites, poulet frit, poisson frit et beignets) est associée a un risque accru de cancer de

la prostate (Stott-Miller et al., 2013).

De nombreuses études épidémiologiques ont examiné la relation entre la consommation de
poisson et le cancer de la prostate. Plusieurs d'entre elles ont trouvé que la consommation élevé de
poisson peut réduire le risque de cancer de la prostate mais les résultats d'autres études restent
contradictoires. Dans une étude de suivi réalis¢ sur 47 882 hommes pendant 12 ans, la
consommation de poisson plus de trois fois par semaine contre moins de deux fois par mois a
réduit significativement le risque de cancer de la prostate. L'association la plus forte a été trouvée

pour le cancer métastatique (RR 0.56) (Augustsson et al., 2003).

Une autre étude a montré également que la consommation de cinq portions ou plus par
semaine de poissons par rapport a moins d'une fois était associée a une réduction significative du

risque de cancer de la prostate (Chavarro et al., 2008).
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Des ¢études réalisées sur des modeles animaux et des lignées cellulaires ont trouvé que les
acides gras polyinsaturés ®-3 a longue chaine qui proviennent essentiellement de Ia
consommation de poisson peuvent inhiber la progression du cancer et bloquer l'invasion des
cellules cancéreuses en régulant l'activité enzymatique protéolytique des cellules tumorales
(Connolly et al., 1997; Brown et al., 2006). Une étude récente a également suggéré que les acides
gras ®-3 du tissu prostatique, en particulier l'acide eicosapentaénoique (EPA) peuvent avoir un
effet protecteur contre la progression du cancer de la prostate chez les hommes a faible risque de

cette maladie (Moreel et al., 2014).

Toutefois, une étude de méta-analyse n'a fourni aucune preuve forte de 1'effet protecteur de la
consommation de poisson contre le cancer de la prostate mais elle montre qu'elle peut réduire

significativement la mortalité associée du cancer de la prostate (Szymanski et al., 2010).

Dans notre étude, aucune association n'a été observée entre la consommation de poisson et le
cancer de la prostate. La plupart des cas et des témoins consommaient le poisson moins de deux
fois par mois et seulement quelques-uns d'entre eux le consommaient plus de 3 fois par mois.
Dans cette dernicre catégorie seulement 17% des cas et 14% des témoins mangeaient le poisson
une a deux fois par semaine et ceci semble a étre trop faible pour la réduction de risque de cancer
de la prostate par rapport a certaines études citées (Augustsson et al., 2003; Chavarro et al., 2008).
Par conséquent, 1'effet protecteur du poisson contre le cancer de la prostate n'a pas ét¢ confirmé

dans la population étudiée.

L'analyse des données montre une forte association entre la consommation de la viande
rouge, la consommation élevée de graisse animale et le risque de cancer de la prostate. Comparant
aux hommes qui ne mangent jamais ou rarement de viande rouge, le risque de cancer de la
prostate est presque 2 fois plus élevé chez les hommes mangeaient la viande de veau 3 fois ou
plus par mois, plus de 2 fois plus élevé chez les hommes mangeaient la viande de mouton 1 ou 2
fois par mois et 3 fois plus élevé chez les hommes mangeaient de viande de mouton 3 fois ou plus

par mois.

En plus, le risque de cancer de la prostate était 3 fois plus élevé chez les hommes ayant une
forte consommation des graisses animales (de viande rouge) par rapport a ceux qui ne les

consomment jamais.

Beaucoup d'é¢tudes ont examiné la relation entre la consommation de viande rouge et le
risque de cancer de la prostate, néanmoins les résultats restent contradictoires. Certaines études
suggerent une association positive (Gann et al., 1994; Le Marchand et al., 1994; Sinha et al,
2009), tandis que d'autres n'ont trouvé aucune association (Michaud et al., 2001; Cross et al.,
2005).
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Une étude cas-témoin menée au sein de la Physicians Health Study cohorte a constaté que la
consommation de viande rouge (veau, mouton ou de porc) au moins 5 fois par semaine comme un
plat principal (contre 1-3 fois par mois ou moins) a augmenté 2.5 fois le risque de cancer de la
prostate (Gann et al., 1994). Ces résultats ont été confirmés par une autre étude réalisée a Hawai
qui trouve une association significativement €levée entre la consommation de la viande de veau et

le cancer de la prostate (RR 1.6) (Le Marchand et al., 1994).

En effet la viande est une source trés importante de protéines nobles, de glucides et de
certains micronutriments comme le fer, le sélénium, les vitamines A, B12 et l'acide folique
(Biesalski, 2005). Ce risque accru est peut étre due au déclenchement de la carcinogenese par la
teneur ¢levée de viande rouge en graisses saturées, la formation des amines hétérocycliques et
hydrocarbures aromatiques polycycliques cancérigénes lors de la cuisson de la viande a haute
température ou de la promotion de la cancérogenese par le fer héminique (Cross et al., 2005;

Sinha et al., 2009).

Esther M. John et al., (2011) ont trouvé que la consommation ¢élevée de hamburgers, de
viandes rouges grillées et des amines hétérocycliques augmente significativement le risque de

cancer de la prostate avancé (John EM et al,, 2011).

Dans notre étude, la consommation des graisses saturées d'origine animale peut étre un autre
facteur de risque de cancer de la prostate dans la population Algérienne. Ce résultat est en accord
avec plusieurs études (Giovannucci et al., 1993, Fradet et al., 1999; Koutros et al., 2008) mais pas

avec d'autres (Park et al., 2007; Wallstrom et al., 2007).

L'étude prospective de cohorte de Giovannucci et al., (1993) a montré que la consommation
de viande rouge et de graisse saturée était directement liée au risque de cancer de la prostate
avanceé. Cette étude a trouvé également que l'association de viande rouge au cancer de la prostate
¢tait principalement due a la graisse animale. Toutefois, la graisse provenant des produits laitiers
(a l'exception du beurre) ou du poisson n'était pas liée au risque de cancer de la prostate
(Giovannucci et al., 1993). Dans une autre étude, les hommes qui consomment une quantité élevé
de graisses saturées ont un risque 3 fois plus ¢levé de mourir par le cancer de la prostate (Fradet et

al., 1999).

Les graisses saturées peuvent participer au développement de ce cancer par plusieurs
mécanismes comme l'augmentation de concentration des hormones sexuelles et de 1'IGF-1
(Barnard et al., 2003), 1'altération de la fonction de la membrane cellulaire et la modulation des
processus métaboliques (Comba et al, 2011) ou l'augmentation de la production des espeéces

réactives de 1'oxygene (Tada ef al., 2009).
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Dans cette étude, on trouve également que la consommation élevée des produits laitiers peut
augmenter 2 fois le risque de cancer de la prostate dans la population algérienne. La relation entre
le cancer de la prostate et les produits laitiers a fait I'objet de plusieurs études. Beaucoup ont
trouvé une association positive (Tseng et al., 2005; Mitrou et al., 2007; Kurahashi et al., 2008),
certaines ont rapporté une association nulle (Koh et al., 2006; Huncharek et al., 2008), tandis qu'

une ¢étude a trouvé une association inverse (Vlajinac et al., 1997).

L'étude prospective de Tseng M et al., a trouvé des résultats presque semblables a ceux de
notre étude. Elle a montré que les hommes avec une consommation élevée de produits laitiers ont
un risque 2.2 fois plus ¢levé de développer un cancer de la prostate (Tseng et al., 2005).
Cependant, dans la majorité des autres études, le risque relatif était bas. Il était 1.63 dans une
étude réalisée avec 43,435 japonais (Kurahashi ef al., 2008) et 1.26 dans une grande étude

prospective réalisée en Finlande (Mitrou et al., 2007).

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la relation entre la consommation excessive de
produits laitiers et le développement de cancer de la prostate. En effet, un niveau élevé en calcium
ou du phosphate dans le plasma peut réduit le taux de métabolite actif de vitamine D, 1-25
dihydroxycholécalciférol (Giovannucci, 1998), qui est un facteur antiprolifératif, pro-apoptotique
et différenciateur des cellules tumorales humaines en culture (Blutt et al, 2000). Une grande
consommation de lait et de calcium est associée aussi a une augmentation de taux plasmique de
I'I[GF-1 (Gunnell et al., 2003). L'eestrogéne présent dans le lait a été proposé également comme
une autre explication a cause de son rdle génotoxique possible dans la glande prostatique (Qin et

al., 2004).

Parmi tous les aliments étudiés, les légumes et les fruits ont montré des effets protecteurs

significatifs sur le cancer de la prostate chez la population algérienne de cette étude.

La consommation de 7 a 13 portions de légumes par semaine diminue 62 % du risque de
cancer de la prostate et la consommation de 14 portions ou plus diminue jusqu'a 96 % du risque

chez la population étudiée.

Une diminution de 98% du risque de cancer de la prostate a été observée également chez les
hommes qui consommaient 7 a 14 portions de fruits par semaine comparés a ceux qui

consommaient moins de 2 portions par semaine.

Nos résultats supportent I'hypothése suggérée par plusieurs études qui ont montré que la
consommation élevée de légumes et de fruits peut prévenir du cancer de la prostate (Deneo-
Pellegrini et al., 1999). Néanmoins, certaines €¢tudes ont suggéré que la consommation de fruits ou
de légumes ne peut exercer aucun rdle protecteur contre le risque de cancer de la prostate (Le

Marchand et al., 1994; Meng et al., 2014).
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En outre, une étude cas-témoins comprenant plus de 1 200 participants a constaté qu'une
consommation ¢levée de légumes peut réduire le cancer de la prostate, mais aucune association

n'a été observée avec l'apport de fruits (Cohen et al., 2000).

Les résultats d'une étude cas-témoins réalis¢ au Canada ont montré qu'une association
significative décroissante a été observée avec l'augmentation des apports de légumes verts, de
tomates, d'haricots / lentilles et de légumes cruciféres, alors une consommation élevée de fruits
¢tait associée a un odds ratio ¢levé (OR 1.51) (Jain et al., 1999). Cependant, d'autres études ont
observé un risque élevé de cancer de la prostate avec une grande consommation de fruits

(Schuurman et al., 1998).

Des études précliniques réalisées chez des animaux transgéniques, des modeles de tumeurs
xénogreffes et sur des lignées cellulaires ont montré que les polyphénols du thé vert, en particulier
les catéchines, peuvent inhiber significativement la prolifération de cancer de la prostate (Davalli

etal., 2012).

Posant I'hypotheése que le thé vert pourrait avoir un effet protecteur contre le cancer de la
prostate, plusieurs études épidémiologiques sur différentes populations ont été réalisées. La
plupart ont trouvé que la consommation de thé vert peut réduire significativement le risque du
cancer de la prostate. Dans une étude cas-témoin réalisé en Chine du Sud-Est la consommation de
3 tasses de thé vert par jour réduit significativement le risque du cancer de la prostate (Jian et al,,

2004).

Une grande étude de cohorte réalisée au Japon a trouvé que la consommation de thé vert ne
présente aucune association avec le cancer de la prostate localisé mais elle était associée a une
diminution dose-dépendante du risque de cancer de la prostate avancé. Cependant la
consommation de 5 tasses ou plus par jour comparativement a moins de 1 tasse / jour de thé vert
peut réduire significativement le risque de cancer de la prostate dans la population étudi¢e (RR
0.52) (Kurahashi et al., 2008).

Dans notre étude, la consommation de 1 a 3 tasses et plus de 3 tasses de thé vert par jour peut
diminuer respectivement 26% et 49% de risque de cancer de la prostate dans la population de I'Est

Algérien. Cependant, ces résultats sont dans les limites et statistiquement non significatifs.

Comme dans certaines études (Allen et al, 2004; Kikuchi et al., 2006), nos résultats
n'arrivent pas a confirmer l'effet protecteur de la consommation de thé vert contre le cancer de la
prostate. Cela peut s'expliquer par le fait que le thé vert n'est pas une vraie boisson populaire en
Est Algérien. La population étudi¢e refléte le fait que la plupart des individus n'ont jamais ou
rarement bu du thé vert et que seulement 2 et 5 % des cas et des témoins respectivement buvaient

plus de 3 tasses par jour.
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Les antécédents familiaux de cancer de la prostate semblent étre un autre facteur de risque
dans la population algérienne. 22% des cas contre seulement 4% des témoins avaient des
antécédents familiaux de cancer de la prostate. Un risque €élevé du cancer de la prostate chez les
hommes ayant des antécédents familiaux de la maladie a été observé. Le RR était 2.82, 2.31 et
2.57 fois plus élevé chez les hommes ayant des antécédents familiaux de 1% degré, de 2°™ degré

et de 1% et 2°™° degré respectivement.

La relation entre les antécédents familiaux et le cancer de la prostate a ét¢ examinée par
plusieurs chercheurs dans de nombreuses ¢tudes et dans différentes populations. La plupart des
¢tudes trouvant une association positive (Steinberg et al, 1990; Whittemore et al., 1995;

Ghadirianl et al., 1997; Muller et al., 2013).

Dans I'¢tude de Steinberg et al., le risque d'avoir un cancer de la prostate est de 2 fois plus
élevé chez les hommes ayant des antécédents familiaux de 1% degré, 1.7 fois plus élevé pour qui
ayant des antécédents familiaux de 2™ degré et de 8.8 lorsqu'il existe simultanément des parents

de 1% et 2°™ degré (Steinberg et al., 1990).

Dans une étude cas-témoin réalisée aux Etats-Unis et au Canada chez les Noirs, les Blancs et
les Américains d'origine asiatique, 5% des témoins et 13% des cas ont un pére, un frére ou un fils
atteint de cancer de la prostate. Le risque de cancer de la prostate était 2 a 3 fois plus élevé dans

ces trois groupes ethniques (Whittemore et al., 1995).

Dans une étude cas-témoins basée sur la population du cancer de la prostate menée a
Montréal, a Toronto et a Vancouver entre 1989 et 1993, la présence des antécédents familiaux
augmente le risque de cancer de la prostate 3 fois, 15% des cas contre 5% des témoins

présentaient des antécédents familiaux de cancer de la prostate (Ghadirianl et al., 1997).

Une étude récente a suggéré que les antécédents familiaux constituent également un véritable
facteur de risque de cancer de la prostate au Brésil, un pays avec une population trés diverse en
termes de race, d'origine ethnique, de culture et de statut socioéconomique (OR = 1.79, p= 0.003)

(Muller et al., 2013).

Les ¢tudes ont constaté¢ ¢galement que le risque augmentait avec le nombre des parents
atteints (Steinberg ef al., 1990; Lesko ef al., 1996) et variait selon les liens familiaux (Lesko ef al.,
1996). En plus, le risque observé est devenu plus ¢élevé lorsque le cancer est survenu chez
l'apparenté a un jeune age. Il est 7 fois plus élevé chez le frére ou le pere d'un sujet atteint de

cancer de la prostate avant 50 ans (Carter et al., 1993).
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La consommation d'alcool est un autre facteur de risque de cancer de la prostate déterminé
dans cette population algérienne. Comparés au non consommateurs, le RR est 2.51 fois plus élevé
pour les anciens consommateurs. Aucun utilisateur actuel n'a été trouvé dans cette population
¢tudiée la plupart des cas et des témoins n'ont jamais bu de I'alcool ou juste 1'ont bu quelques fois

pendant la jeunesse et le reste (29% des cas et 7% des témoins) étaient des anciens utilisateurs.

La plupart des études n'ont montré aucune association entre la consommation d'alcool et le
cancer de la prostate (Rohrmann et al., 2008; Chao et al., 2010; Rota et al., 2012) et peu d'études

ont rapporté une association inverse (Breslow ef al., 1999; Barba et al., 2004).

Une étude de suivi a révélé une association inverse significative entre le passé loin de la
consommation excessive d'alcool (25 boissons / semaine) et le cancer de la prostate, a I'age de 25
ans (RR =0.20), de 35 ans (RR = 0.30) et de 45 ans (RR = 0.39), mais aucune association entre la

consommation actuelle d'alcool et le cancer de la prostate a été observé (Breslow et al., 1999).

De méme, une association inverse a été observée dans une autre étude entre le nombre
d'années de consommation d'alcool et le risque de cancer de la prostate (Barba et al., 2004). Dans
ces ¢études, le rdle protecteur de l'alcool observé a été expliqué par le fait que l'alcool peut

augmenter la clairance métabolique de la testostérone (Andersson et al., 1986).

Néanmoins nos résultats sont compatibles avec de nombreuses études soutenu I'hypothése
que l'alcool pourrait augmenter le risque de cancer de la prostate. Dans une étude récente cas-
témoins, la consommation d'alcool durant une longue période dans la vie a augmenté
significativement le risque de cancer de la prostate agressif et non agressif (McGregor et al.,
2013). Une étude Américaine a trouvé que les hommes qui consommaient de grandes quantités
d'alcool dans une courte duré étaient également exposés a un risque ¢levé de cancer de la prostate

(Platz et al., 2004).

D'autres études ont suggéré que les consommateurs lourds d'alcool ou les toxicomanes
alcooliques ont une incidence plus ¢élevée de cancer de la prostate. Quatre boissons alcoolisées par
jour sont associées a environ 21% d'augmentation de risque de cancer de la prostate (Dennis,
2000). Dans notre étude les informations obtenues des cas et des témoins n'étaient pas suffisantes
pour analyser 1'association entre la quantité et la durée de consommation d'alcool et le risque de

cancer de la prostate dans population Algérienne.

Actuellement la plupart des études ne considere pas le tabagisme comme un facteur de risque
pour le cancer de la prostate (Le Marchand et al., 1994; GrOnberg et al., 1996; Rohrmann et al.,
2008).
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Contrairement nous avons constaté que le tabagisme était associé a un risque ¢élevé de cancer
de la prostate dans la population Algérienne. Il augmente le risque de cancer de la prostate 2.27
fois chez les anciens fumeurs et de 2.60 fois chez les fumeurs actuels. Cette association observée
¢tait dose-réponse avec le nombre de paquet-année du tabac fumées dans toute leur vie (p <
0.0001), RR est de 1.96, 2.91 et 3.56 pour les hommes consommés 10 a 19 ans, 30 a 39 ans et 40

ans ou plus.

Nos résultats concordent avec quelques études. Dans I'étude de Plaskon et al., les fumeurs
actuels sont associés a un risque €levé par rapport les anciens fumeurs (OR= 1.4) et une dose-
réponse a été notée entre le nombre de paquets-années fumé et le risque de cancer de la prostate (p
tendance = 0.03) (Plaskon et al., 2003). Dans une autre étude, le risque relatif pour le cancer de la
prostate était significativement plus élevé chez les fumeurs de cigarettes, mais aucune relation

dose-réponse claire n'a été observée (Hsing ef al., 1990).

Une autre étude a montré que les hommes avaient fumé plus de 15 paquet-année de cigarettes
au cours les 10 ans précédentes sont a un risque €levé de développer une métastase a distance et
un cancer prostatique fatal, mais ce risque sera ¢liminé 10 ans apres 1'arrét du tabac (Giovannucci

et al., 1999).

Deux mécanismes pathogéniques ont été proposés d'étre le lien entre la cigarette et le cancer
de la prostate. La premicre est liée a des substances cancérogenes trouvées dans le tabac tel que le
cadmium qui peut interagir avec le récepteur des androgenes et induire indirectement le cancer de
la prostate (Ye et al., 2000) et la deuxiéme concernant l'impact du tabac sur le niveau des
hormones sexuelles, les fumeurs sont signalés a avoir un niveau élevé de testostérone circulante

(Dai et al., 1988).

Notre étude trouve pour la premicre fois que les habitudes alimentaires, le mode de vie et les
antécédents familiaux du cancer de la prostate peuvent avoir un effet trés important sur le

développement du cancer de la prostate dans la population de 1'Est Algérien.

L'age semble un facteur de risque majoritaire pour le cancer de la prostate dans la population
de I'Est Algérien. La consommation de viande rouge, la consommation élevée de graisse saturée
d'origine animale et de produits laitiers, les antécédents familiaux de cancer de la prostate, la
consommation d'alcool et le tabagisme sont les principaux facteurs de risques déterminés dans la

population étudice.
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Des effets protecteurs ont été identifiés pour la consommation élevée de fruits et de Iégumes.
Malgré que les résultats soient statistiquement limités, le thé vert semble aussi avoir un effet
protecteur contre le cancer de la prostate dans la population de 1'Est Algérien. Cette étude trouve
¢galement que le nombre et le type de repas consommés par jour ainsi que la consommation de

poisson sont des facteurs indépendants de cancer de la prostate la population algérienne.
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ETUDE 2

Etude expérimentale in vitro et in humaine: 1'effet préventif
des flavonoides et des phénols de thé vert (Camellia sinensis
(L.) Kuntze) sur le cancer de la prostate
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Basé sur les données épidémiologiques disponibles dans la base de données GLOBOCAN
2012, le cancer de la prostate est I'un des cancers les plus fréquemment diagnostiqué et la sixieme
cause de déces chez les hommes en Algérie (Ferlay ef al., 2013). Selon les données de prédiction
ces taux d'incidence et de mortalité de cette maladie seront augmentés dans les prochaines années

(Ferlay et al., 2013).

Comme la plupart des cancers, les facteurs étiologiques de cancer de la prostate sont
actuellement mal connus. Néanmoins de nombreuses études ont trouvé que plusieurs facteurs
comme le vieillissement (Kwabi-Addo et al., 2007; Minelli et al., 2009), I'alimentation (Homma et
al., 2004) et l'inflammation chronique (Nelson er al., 2002) peuvent étre impliqués dans le

développement et la progression de cancer de la prostate.

Ces études ont montré aussi que le stress oxydant peut étre le lien entre ces facteurs de risque
et le cancer de la prostate (Nelson et al., 2002; Homma et al., 2004; Kwabi-Addo et al., 2007;
Minelli et al., 2009).

Le stress oxydant peut également intervenir dans les différentes phases de la carcinogenese
prostatique (initiation, promotion et progression). Plusieurs études ont montré des modifications
significatives dans 1'équilibre oxydant-antioxydant chez les patients atteint de cancer de la
prostate. Des taux significatifs élevés de malondialdéhyde et de céruloplasmine, un niveau
inférieur de glutathion réduite et une diminution de l'activité du glutathion peroxydase, de la
catalase et de la superoxyde dismutase sont observés (Srivastava et al., 2005; Kotrikadze et al.,

2008; Sandhya ez al., 2010).

Le thé vert, une boisson préparée a partir des feuilles seéches de Camellia sinensis (L.)
Kuntze, a été largement étudié pour son effet antioxydant (Dutta ez al., 2013; Al-Awaida et al.,

2014) et chimiopréventif du cancer (Picard, 1996; Otsuka ez al., 1998;Albrecht et al., 2008).

Des ¢études épidémiologiques ont trouvé que la consommation de thé vert peut diminuer le

risque de cancer de la prostate (Jian ez al., 2004; Kurahashi ez al., 2008).

En utilisant des lignées de cellules de cancer de la prostate, il a été montré que les
polyphénols du thé vert, en particulier les catéchines, peuvent inhiber la carcinogenese par
différents mécanismes d'action comprenant l'induction de 'arrét du cycle cellulaire (Gupta et al.,
2000), I'apoptose (Hastak et al., 2003), I'inhibition du récepteur du facteur de croissance analogue
a l'insuline (IGF) (Li et al., 2007) et la régulation négative des récepteurs des androgenes par

l'interaction avec le domaine de la liaison du ligand (Siddiqui et al., 2011).
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Dans de nombreux essais précliniques, 1'administration d'une infusion orale d'un mélange
enrichi par les catéchines du thé vert chez des souris TRAMP (transgenic adenocarcinoma of
mouse prostate) a confirmé I'efficacité du thé vert dans la diminution de la progression de cancer
de la prostate (Gupta et al, 2001; Harper et al., 2007). Ces études suggerent l'importance
d'identifier l'effet chimiopréventif des polyphénols de thé vert sur le cancer de la prostate chez les

humains (Gupta et al., 2001; Harper et al., 2007).

Cependant, il n'y a eu que quelques études d'intervention évaluant I'effet du thé vert sur le
traitement ou la prévention du cancer de la prostate chez les humains (Jatoi et al., 2003; Bettuzzi
et al., 2006; McLarty et al, 2009) et seulement peu entre eux ont trouvé des résultats

encourageants (Bettuzzi et al., 2006; McLarty et al., 2009).

La présente étude visait a déterminer et répondre si le stress oxydatif pouvait étre associé au
développement et a la progression du cancer de la prostate dans la population de 1'Est Algérien et
si la consommation de thé vert peut avoir un effet protecteur contre le cancer de la prostate via la
réduction de stress oxydant. Afin d'atteint ces objectifs, 1'étude a été divisé¢ en deux partie: une
partie in vitro et une partie in humaine. Nous avons choisi un type de thé vert chinois trés
commercialisé en Algérie et nous avons déterminé sa teneur en phénol et flavonoides. En plus
nous avons évalué ces activités antioxydantes et antiprolifératives in vitro en utilisant plusieurs
méthodes. Ensuite dans 1'étude in vivo, nous avons évalué et suivi le statut oxydant et antioxydant
ainsi que certains parameétres biochimiques chez les patients atteint de cancer de la prostate avant

et apres la consommation de thé vert.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1 Etude expérimentale: In Vitro
1.1.1 Matériel végétal

Le matériel végétal est le thé vert chinois commercial (Camellia sinensis (L.) Kuntze) qui
constitue de feuilles séchées de la plante Camellia sinensis. Une quantit¢ de 2000 mg de feuilles a

été nettoyé de poussicres et de débris utilisant un tamis et préparer pour l'extraction.
1.1.2  Extraction des feuilles de thé vert

L'extraction des feuilles de thé vert a été effectuée selon le protocole utilisée habituellement
dans le laboratoire (Unité de recherche Valorisation des Ressources Naturelles, Université Fréres
Mentouri Constantine) (figure 20). Dans la premiére étape, les feuilles sont soumis a une
extraction par macération dans un mélange éthanol / eau (7/3 : v/v) pendant 48 heures trois fois

successives. Les macéras sont ensuite filtrés sur un papier filtre et réunis.
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Le filtrat combiné a été séché par évaporation a basse température (35°C) a sec a l'aide d'un
évaporateur rotatif. Une petite quantité d'extrait éthanolique brute obtenu a été gardé dans 1'étuve a
température ambiante jusqu'a son utilisation. Le reste d'extrait a été récupéré du ballon
d'évaporation par l'eau distillée bouillante et solubilis¢ dans un volume total d'eau de 800 ml.
Aprés une décantation pendant toute une nuit, le mélange a été filtré pour éliminer tous les
impuretés qui peuvent existe. Le filtrat récupéré a subi ensuite des extractions par des solvants de
polarité croissante (I'éther de pétrole, le chloroforme, l'acétate d'éthyle et le n-butanol). Cette
opération a été réalisée dans des ampoules a décanter, la phase aqueuse et le solvant sont agités
énergiquement on prenant soit de dégaz¢ régulierement. Le mélange est laissés au repos jusqu'a

on observe clairement que les deux phases, organique et aqueuse, sont séparées.

L'affrontement par 1'éther de pétrole est réalis¢ seulement deux fois. Il était juste pour
débarrassé le filtrat des cires, des lipides et de la chlorophylle. La phase aqueuse récupérée a subi
ensuite trois extraction successive avec le chloroforme pour obtenir une phase organique

contenant des composés phénoliques aglycones.

La phase aqueuse restante a subi a son tour trois extractions successive avec l'acétate d'éthyle
afin de récupérer dans la phase organique certains composés phénoliques aglycones mais surtout
les monoglycosides. La phase aqueuse restante est mélangée avec le n-butanol pour récupérer
notamment les composés phénoliques di et triglycosides. Les trois phases organiques récoltées

sont ensuite évaporées a sec a basse température (35°C) a 'aide d'un évaporateur rotatif.

Les extraits obtenus sont pesés puis repris du ballon d'évaporation par le méthanol et ensuite
laissés séchés a température ambiante dans I'é¢tuve. Tous les extraits de thé vert obtenus de
l'extraction (extrait éthanolique brute (EtOH), extrait chloroformique (CHCIs), extrait d'acétate
d'éthyle (EtOAc) et extrait n-butanolique (n-BuOH) (figure 20) sont conservés a 4 °C jusqu'a leur

utilisation.
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Feuilles de thé vert (Camellia sinensis(L.) Kuntze)
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Figure 20: Protocole d'extraction des feuilles de thé vert.
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1.1.3 Détermination de la teneur totale de thé vert en phénols

La teneur totale en phénols dans les différents extraits de thé vert (EtOH, CHCl;, EtOAc et n-
BuOH) a été¢ déterminée en utilisant le réactif Folin-Ciocalteu selon la méthode de Singleton et
al., (1999). Les extraits de thé vert sont solubilisés dans le méthanol (MeOH) a une concentration
de Img/ml. A chaque 20 ul des solutions d'extraits préparés, 100 ul de Folin-Ciocalteu et 1580 pl
d'eau distillée ont été ajoutés successivement. Trois minutes plus tard, on ajoute 300 pl de
carbonate de sodium (20 %). Les tubes a essai ont ét¢ secoués pendant 2 h a température ambiante

et I'absorbance est mesurée a 765 nm.

La concentration des composés phénoliques totaux a été déterminée en pg d'équivalent
d'acide gallique (GAE) par mg d'extrait en utilisant I'équation suivante de la courbe étalon d'acide

gallique (annexe 4, figure 1):

Absorbance = 0.001 x [acide gallique]

1.1.4 Détermination de la teneur totale de thé vert en flavonoides

La teneur totale en flavonoides dans les extraits de thé vert a été¢ déterminée selon la méthode
de Wang et al., (2008). A chaque 0.5 ml des extraits de thé vert préparés dans le méthanol a une
concentration de 1mg/ml, 0.5 ml d'AICl; a 2% a été ajouté. Apres 1 h d'incubation a température

ambiante, I'absorbance a été mesurée a 420 nm.

La concentration des flavonoides a été déterminée en ug d'équivalent de quercétine (QE) par

mg d'extrait en utilisant I'équation suivante de la courbe étalon de la quercétine (annexe 4, figure

2):

Absorbance = 0.034 x [quercétine] + 0.015

1.1.5 Analyse des extraits de thé vert par HPLC- TOF/MS

La chromatographie liquide a haute performance couplée a la spectrométrie de masse avec un
analyseur a temps de vol (HPLC-TOF/MS), réalisée dans le laboratoire Plant Research a
I'université de Cankiri Karatekin en Turquie, a été utilisée pour analyser la teneur phénolique des

différents extraits de thé vert.

Le systtme HPLC Agilent Technologies 1260 Infinity, muni d'une colonne ZORBAX SB-
C18 (4.6x100 mm, 3.5 um) est couplé au détecteur MS a temps de vol 6210 (TOF) et. Les phases
mobiles A et B étaient une solution d'eau ultrapure avec de l'acide formique a 0.1% et de
l'acétonitrile, respectivement. Le débit était de 0.6 ml / min et la température de la colonne était de
35°C.
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Les extraits de thé vert (200 ppm) et les solutions stock de 23 composés phénoliques
standards (2.5 ppm) ont été préparés dans le méthanol a température ambiante. Les échantillons
ont été filtrés en passant par un filtre en PTFE (0.45 pum) par un injecteur pour éliminer les
particules. Le volume d'injection ¢était de 10 pl et le programme de solvant était comme suit: 0 min
10% de B; 0-1 min 10% B; 1-20 min 50% B; 20-23 min 80% B; 23-25 min 10% B; 25-30 min
10% B.

Le mode d'ionisation de l'instrument MS-TOF ¢tait électrospray (ES) négatif avec une
température de gaz de 325 ° C, un débit de gaz de 10.0 I/min et un nébuliseur de 40 (psi). La
teneur des extraits de thé vert en phénols a été déterminée en comparant les temps de rétention et

les valeurs m/z des extraits de thé vert a celle des composés phénoliques standards.

1.1.6 Evaluation de I'activité antioxydante de thé vert

1.1.6.1 Piégeage du radical libre DPPH

La capacité des extraits de thé vert a piéger le radical DPPH (2,2-diphényl-1-picrylhydrazyle)
a ¢té évaluée par la méthode de Braca ef al., (2001). Tout d'abord, le DPPH, la vitamine C et les
différents extraits de thé vert sont préparés préalablement dans le méthanol. Ensuite, 3 ml de
solution de DPPH (0.004%) a été ajouté a des concentrations croissantes (1, 2.5, 5, 10, 20 et 25 pg
/ ml) d'extraits de thé vert ou de la vitamine C préparés dans le méthanol. Les essais ont été
effectués en triple. Les tubes d'essai des échantillons ont été¢ incubés dans l'obscurité et a
température ambiante pendant 30 min. L'absorbance a été ensuite mesurée a 517 nm. La vitamine
C a été utilis¢ comme contrdle positif et le pourcentage d'activité de piégeage de DPPH (1 %) a été

calculé en utilisant I'équation (1):

0 _(AO—Al) 100 1
1/0_[T]x , ©

AOQ: Absorbance de la solution de DPPH seule

A1: Absorbance de la solution de DPPH + l'extrait de thé vert ou de la vitamine C.

Les concentrations inhibitrices médianes (IC50) des différents extraits de thé vert et de la vitamine
C ont été calculées a partir des équations des courbes de tendances linéaires obtenues des
graphiques de la variation du pourcentage d'inhibition du radical DPPH (I %) en fonction des

concentrations croissantes des extraits de thé vert et de la vitamine C.
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1.1.6.2 Piégeage du radical hydroxyle (OH)

La capacité des extraits de thé vert a piéger le radical hydroxyle (OH") a été évaluée selon la
méthode de la littérature de Wang et al., (2008) avec quelques modifications. Afin de générer les
radicaux hydroxyles par réaction de Fenton, 0.5 ml de FeS04 (8 mM) a été mélangé avec 0.8 ml de
H,0, (6 mM). Ensuite 0.5 ml d'eau distillée est ajouté suivi par des concentrations croissantes des
différents extraits de thé vert ou de vitamine C (1, 2.5, 5 10, 20 et 30 pg/ml) et 0.2 ml de salicylate
de sodium (6 mM). Les échantillons ont été mélangés puis incubés a 37 ° C pendant 1 h.

L'absorbance a été mesurée a 562 nm.

La vitamine C a ¢été utilisée comme contrdle positif et le pourcentage d'activité¢ de piégeage du

radical hydroxyle (OH") (I %) a été calculé en utilisant I'équation suivante:

X 100

Al — A2
1%=[1——

A0

AO0: Absorbance du témoin (sans extrait ou vitamine C)
A1: Absorbance de I'échantillon avec l'extrait ou vitamine C

A2: Absorbance de 1'échantillon sans salicylate de sodium.

Les concentrations inhibitrices médianes (IC50) des différents extraits de thé vert et de la
vitamine C ont été calculées a partir des équations des courbes de tendances linéaires obtenues des
graphiques de la variation du pourcentage d'inhibition du radical hydroxyle (OH") (I %) en

fonction des concentrations croissantes des extraits de thé vert et de la vitamine C.

1.1.6.3 Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO)

La capacité des extraits de thé vert a inhiber la peroxydation lipidique a été évaluée selon le
protocole modifi¢ de Cao et Ikeda, (2009) en utilisant le vitellus d'ceuf comme source riche en
lipides. A 0.5 ml d'homogénat de vitellus d'ceuf a 10%, 50 pl de FeS04 (0.07 M) ont été ajouté. Le
mélange a été incubé ensuite avec des concentrations croissantes d'extraits de thé vert ou de la

vitamine C (50, 100, 200, 300 et 400 pg / ml) a 37 ° C pendant 30 min.

Aprées incubation, on ajoute successivement 1 ml de TCA 20% (acide trichloracétique) et 1.5
ml de TBA 1% (acide thiobarbiturique). Les échantillons ont été mélangés puis incubé une

deuxieme fois pendant 15 minutes a 95°C.
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Apres centrifugation des échantillons a 400 g pendant 20 min, les substances réactives

thiobarbiturique résultantes (TBARS) ont été mesurées dans le surnageant a 532 nm.

La vitamine C a été utilisée comme contrdle positif et le pourcentage d'inhibition de la
peroxydation lipidique (/ %) a été calculé en utilisant I'équation (1), ou AO est l'absorbance de
témoin (sans extrait de thé vert ou vitamine C) et A1 est 1'absorbance de 1'échantillon + de 'extrait

de thé vert ou de la vitamine C.

Les concentrations inhibitrices médianes (IC50) des différents extraits de thé vert et de la
vitamine C ont été calculées a partir des équations des courbes de tendances linéaires obtenues des
graphiques de la variation du pourcentage d'inhibition de la peroxydation lipidique (/ %) en

fonction des concentrations croissantes des extraits de thé vert et de la vitamine C.

1.1.6.4 Inhibition des dommages oxydatifs de ' ADN

Le pouvoir des extraits de thé vert a inhiber les dommages oxydatifs de 'ADN a été testé
dans laboratoire Plant Research a I'université de Cankiri Karatekin en Turquie, utilisant un ADN
plasmidique photolysé par rayonnement UV en présence de peroxyde d'hydrogéne (H,O,) (Russo
etal., 2001).

Dans la premiére étape, un ADN plasmidique 46966 a été extrait des bactéries Escherichia
coli. Ensuite des aliquotes de 1 ul de plasmides 46966 (200 ug / ml) ont été mis dans deux
groupes de microtubes eppendorf. Dans le premier groupe, on a ajouté séparément 50 pg des
différents extraits de thé vert suivi par 4 pl de H,O; a 3% et dans le deuxieéme groupe on a ajouté

seulement de 4 pul de HO; a 3% et ce groupe et servi comme contrdle irradi¢ (CR).

Tous les microtubes eppendorf sont ensuite placés directement sur la surface d'un
transilluminateur UV (300 nm) pendant 10 min a température ambiante. Un aliquote de 1 pl de
plasmides 46966 a été mis dans un autre microtube eppendorf et laissé sur payasse pour servir

comme controle non irradié (CO).

La séparation d'ADN a été réalisée par une ¢€lectrophorése sur gel d'agarose a 1%. Tous les
¢chantillons ont été soumis dans les puits du gel d'agarose par ordre. Les échantillons de contrdle
non irradié¢ (CO) et de contrdle irradié¢ (CR) sont placés respectivement dans les premiers puits.
Apres la migration, le gel d'agarose est photographié au moyen d'un systéme d'imagerie au gel de

Lourmat (Vilber).
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1.1.7 Evaluation de I'activité anticancéreuse de thé vert sur des cellules

cancéreuses prostatiques

L'activité anticancéreuse des différents extraits de thé vert a été évaluée sur une lignée
cellulaire de cancer de la prostate métastatique humaine PC-3. L'activité anticancéreuse de
l'extrait éthanolique a été évaluée par 1'analyseur de cellules en temps réel xCELLigence (RTCA)
dans laboratoire Plant Research a l'universit¢ de Cankiri Karatekin en Turquie et l'activité de
l'extrait chloroformique, d'acétate d'éthyle et n-butanolique a été évaluée utilisant la méthode de la
sulforhodamine B (SRB) au CNC (Center for Neuroscience and Cell biology) a l'université¢ de

Coimbra au Portugal.
1.1.7.1 Systéme xCELLigence (RTCA)

- Culture des cellules et préparation de la suspension

cellulaire

Les cellules PC-3 dérivés d'un cancer de la prostate métastatique humaine ont été cultivées a
37 ° C dans une atmosphere humidifiée a 5% de CO, dans un milieu d'aigle modifi¢ par Dulbecco
(DMEM, Sigma), supplémenté avec 10% du sérum fcetal bovin (FBS) (Sigma, Allemagne) et 2%
d'une solution pénicilline/streptomycine (Sigma, Allemagne) dans des boites de Pétri pour culture
cellulaire, stériles. Toutes les cellules ont été soumises a des passages par trypsinization

lorsqu'elles atteignent 70-80% de confluence.

Lors de I'expérience, les cellules PC-3 ont été détachées du fond de la boite de culture par 10
ml d'une solution de trypsine-EDTA. Apres le détachement des cellules, la trypsinization est
arrétée par 10 ml de milieu de culture et mélanger soigneusement. Cette suspension a ¢été
transférée dans un tube conique et placé dans la centrifugeuse. Le surnageant est aspiré par
vacuum et les cellules PC-3 qui restent au fond du tube sont diluées dans 4 ml de milieu. La
concentration cellulaire de la suspension obtenue a été mesurée par CEDEX HiRes compteur des

cellules qui utilise le bleu de Trypan.
- Préparation de la solution d'extrait éthanolique

L'extrait éthanolique est préparé dans le diméthylsulfoxyde (DMSO) a une concentration de

20 mg/ml puis stockés a 4 ° C dans l'obscurité.

- Traitement des cellules par l'extrait éthanolique et mesure

de la prolifération cellulaire

Avant de commencer la manipulation, la hotte de culture cellulaire ainsi que les matériels qui

y seront utilisés dedans doivent étre stérilisés par de I'éthanol a 70% pour éviter la contamination.
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Une plaque 96 puits stérile a été utilisée. Premierement on a ajouté 50 ul du milieu de culture
DMEM dans tous les puits de la plaque et on la laissée dans la hotte pendant 15 minutes, puis
dans l'incubateur a CO, pendant 15 minutes supplémentaires. Aprés ce temps, une mesure de
nombre des cellules a été effectuée pour confirmer que le milieu nutritionnel n'est pas contaminé
par des cellules. Ensuite, on a ajouté 100 pl de la suspension cellulaire (2.5 x 10* cellules/100 pl)
dans les tous les puits de la plaque a 1'exception des trois derniers qui sont utilisés comme contrdle
négative (contiennent du milieu de culture sans cellules). La plaque est laissée dans la hotte
pendant 30 min. Ensuite, la plaque a été insérée dans l'instrument xCELLigence dans l'incubateur
a CO; et une mesure a ¢été effectuée pendant 80 min. Apres, 25 pl de la solution d'extrait
¢thanolique est mélangé a 475 pl du milieu de culture DMEM. Ensuite 50, 20 et 10 ul de cette
solution ont été ajouté dans les puits respectivement pour des concentrations de 250, 100 et 50 pg
/ ml. A la fin, le volume final a ét¢ complété dans les puits a 200 ml avec du milieu de culture
DMEM. Trois puits avec des cellules PC-3 ne sont pas traités, utilisés comme contrdle positive.
La plaque a été insérée ensuite dans 1'instrument xCELLigence dans l'incubateur pendant 51
h. La prolifération des cellules PC-3 en présence et en absence d'extrait éthanolique est mesurée

par xCELLigence durant toutes les 51 h et suivi a I'aide d'un ordinateur li¢ a l'instrument.

1.1.7.2 Méthode de la sulforhodamine B (SRB)
- Culture cellulaire

La lignée cellulaire de cancer de la prostate métastatique humaine PC-3 (Kaighn et al, 1979)
et la lignée cellulaire des fibroblastes BJ dérivée du tissu du prépuce (America Tissue Type
Collection Manassas, VA) (Lorenz et al, 2001), ont été cultivés dans des milieux RPMI (1640) et
DMEM (D5648) (Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY) respectivement, supplémentés avec 1.5 g/l
de sodium de bicarbonate, de 10% sérum fcetal bovin (FBS), de 100 U/ml de pénicilline et de 100
ng/ml de streptomycine dans des boites de culture tissulaire a 37 ° C dans une atmosphére
humidifiée a 5% de CO,. Les cellules ont ét¢ nourries tous les 2 a 3 jours, et sous-cultivées une

fois qu'elles ont atteint 70-80% de confluence.

- Préparation des solutions des extraits chloroformique,

d'acétate d'éthyle et n-butanolique

Les extraits de thé vert (CHCI;, EtOAc et n-BuOH) ont été solubilités dans le DMSO a des

concentrations croissantes (5, 10, 25 et 50 mg/ml) et stockés a 4 © C dans l'obscurité.
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- Traitement des cellules par les extraits et mesure de la

prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire a ét¢ mesuré utilisant la méthode de la sulforhodamine B (SRB)
qui basée sur la mesure des protéines cellulaires, qui dépend de la quantité de cellules dans chaque
puits (Lin et al., 1999). Dans la présente étude, nous avons utilisé¢ des fibroblastes BJ du prépuce
humain, qui ont une longue durée de vie et sont couramment utilisés comme lignée cellulaire non
tumorale (Tripathi et al., 2012) et la lignée cellulaire PC-3 humaine, communément utilisée

comme un mod¢le in vitro dans les études sur le cancer de la prostate (Kaighn ef al., 1979).

Les deux lignées cellulaires PC-3 et BJ ont été cultivées dans des plaques de 48 puits a un
volume final de 500 pl par puits et a une densit¢ de 10 000 et 20 000 cellules par ml,
respectivement. Pour diminuer le niveau d'erreur quatre plaques sont préparés pour chaque lignée
cellulaire. Aprés 24 h d'incubation dans l'incubateur a CO,, les deux lignées cellulaires ont été
traitées avec des concentrations croissantes d'extraits de thé vert (5, 10, 25 et 50 pg/ml). Les
extraits de thé vert ont été ajoutés directement dans milieu de culture aux concentrations décrites
tenant en compte que le volume total de DMSO était toujours inférieur a 0.1%, ce qui a eu des
effets négligeables dans toutes les expériences. La premicre ligne des puits de la plaque est dans
toutes les expériences réservée aux contrdles qui ont recu que de DMSO. Afin de négliger 1'effet
de DMSO sur les cellules dans les échantillons, le volume de DMSO ajouté aux contrdles doit étre

toujours équivalent au volume des solutions des extraits ajoutés dans les échantillons.

Apres 24 h d'incubation avec les extraits, le milieu d'incubation a été aspiré par vacuum et les
puits ont été rincés avec du PBS a 1%. Ensuite les cellules ont été fixées dans de 1'acide acétique a
1% dans du méthanol glacé pendant au moins un jour dans le congélateur. Les cellules ont été
ensuite incubées avec 0.05% (p / v) de réactif SRB préparé dans de l'acide acétique a 1% pendant
1 ha37°C. Apres ce temps, le réactif est versé et les plaques sont rincées avec de I'acide acétique
a 1% afin d'éliminer le colorant non li¢ aux protéines cellules. 1 ml de solution de base Tris (10
mM, pH 10) est ajouté dans touts les puits utilisés des plaques pour extraire le colorant li¢ aux
protéines cellulaires. Apres l'agitation des plaques, 200 pl de chaque puits des plaques de 48 puits

a été transféré dans les puits des plaques 96 puits.

L'absorbance a été¢ mesurée a 540 nm et la quantité de colorant libéré qui est proportionnelle
au nombre de cellules présentes dans les puits a ét¢ mesurée (Lin et al., 1999). Les résultats ont

été exprimés en pourcentage de controle.
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1.1.8 Evaluation de l'effet de thé vert sur la condensation de la
chromatine nucléaire et la polarisation mitochondriale utilisant la

microscopie a épifluorescence vitale

Ce test a été réalisé au niveau de CNC (Center for Neuroscience and Cell biology) a
'universit¢ de Coimbra au Portugal. Un microscope a épifluorescence vitale a été utilisé pour
détecter la condensation de la chromatine nucléaire et les altérations de la polarisation
mitochondriale dans la lignée cellulaire de cancer de la prostate métastatique humaine PC-3 avant
et aprés le traitement par les extraits de thé vert. Les fibroblastes BJ sont utilisés comme une
lignée cellulaire non tumorale. Les deux lignées cellulaires PC-3 et BJ ont été cultivées dans des
plaques stériles a 6 puits contenant une lamelle stérile en verre par puits, a une densité de 35 000
et 40 000 cellules/ml dans un volume final de 2 ml par puits, respectivement. Apreés 24 h
d'incubation dans l'incubateur a CO,, trois puits de chaque lignée cellulaire ont été traités par 50
ng/ml d'extrait d'acétate d'éthyle et trois autres de chaque lignée cellulaire ont été traités par 50
ug/ml d'extrait n-butanolique. Quelques puits sont laissés sont traitement et utilisés comme des
contrdles. Ensuite toutes les plaques ont été incubées pendant 24 h. Trente minutes avant la fin
d'incubation, les cellules ont été incubées avec des sondes de fluorescence, TMRM (100 nM) et
Hoechst 33342 (1 pg/ml) préparés dans un tampon de solution de microscopie (NaCl 120 mM;
3.5 mM de KCI; 0.4 mM de KH,P04;5 mM de NaHCOs; 1.2 Na,S0s; 10 mM de pyruvate de
sodium;20 mM de HEPES, pH 7.4). Les images ont été obtenues a l'aide d'un microscope Nikon
Eclipse TE2000U et ont ét¢é traitées avec le programme ImagelJ 1.45S.

1.1.9 Evaluation de I'effet de thé vert sur la protéine p53 utilisant le

western blot

Le western blot, réalisé au niveau de CNC (Center for Neuroscience and Cell biology) a
lI'université de Coimbra au Portugal, a été utilis€¢ pour déterminer 1'effet des extraits de thé vert sur
la teneur des cellules cancéreuses prostatiques en protéine cellulaire p53. Cette technique a été

effectuée passant par plusieurs étapes.

- Préparation des échantillons
Les lignées cellulaires PC-3 et BJ ont été cultivées dans les conditions mentionnés
précédemment a une densité de 35 000 et 40 000 cellules/ml respectivement dans des boites de
Pétri de culture cellulaire de 176.62 ¢cm? et incubées a l'incubateur a COa,. Lorsque les cellules
atteignent 80- 90% de confluence, quatre boites de Pétri de chaque lignée cellulaire ont été traitées
par 50 pg/ml d'extrait d'acétate d'éthyle et quatre autres de chaque lignée cellulaire ont été traitées

par 50 pug/ml d'extrait n-butanolique.
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Des boites contrdles sont également préparées pour chaque lignée cellulaire et traitées avec
de DMSO a la place des extraits de thé vert. Aprés 24 h d'incubation, les lignées cellulaires PC-3
et BJ ont été récoltées par trypsinisation. Les cellules flottantes dans le milieu de culture ont
également été recueillies et combinées avec les cellules adhérentes. Apres une centrifugation a
1000 g pendant 15 minutes, le culot cellulaire est lavé une fois avec le PBS et une autre
centrifugation a été réalisée. Les cellules ont été ensuite lysées par sonication dans un tampon de
la lyse cellulaire (Bio-Rad, 9803) supplémenté de fluorure de phénylméthylsulfonyle (inhibiteur
des protéases). Ensuite, les teneurs en protéines ont été déterminées par la méthode de Bradford,

(1976).

- Electrophorése sur gel
Les protéines ont été dénaturées a 100 ° C pendant 5 minutes dans un tampon Laemmli (Bio-
Rad). Puis les échantillons sont chargés I'un a coté de 1'autre dans des puits formés dans le gel. 20
ug de protéines de chaque échantillon sont séparées selon leur taille par électrophorése sur 14%
de gels de SDS-polyacrylamide (SDS-PAGE). Les protéines sont séparées par masse en
« bandes » dans chaque « couloir » formé sous les puits. Un couloir est réservé au standard », une

mixture de protéines possédant des poids moléculaires définis.

- Transfert des protéines sur membrane

Afin de rendre les protéines accessibles a la détection par les anticorps, elles sont transférées
¢lectrophorétiquement du gel sur une membrane de PVDF (difluorure de polyvinylidéne). La
membrane est placée face-a-face avec le gel, et un courant électrique est appliqué. Apres le
transfert, la membrane est lavée deux fois avec de 1'eau distillée puis marquée avec la solution de
marquage au rouge Ponceau pendant 5 minutes avec une agitation douce. Apres lavage de la
membrane avec de l'eau distillée au moins trois fois les protéines cellulaires sont visualisées.
Comparant aux bandes des protéines de standard utilisé les niveaux des bandes de différentes
protéines des échantillons sur la membrane sont marqués et le niveau de la protéine p53 est
déterminé. La membrane est ensuite photographiée au moyen d'un systéme d'imagerie. Cette étape
nous permit d'évaluer sur la membrane si la quantité¢ de protéine mise dans chaque puits est

similaire.

- Blocage
La membrane est coupée horizontalement afin d'utiliser la partie qui contienne seulement la
protéine p53. Un blocage des sites d'interactions non spécifiques entre la membrane et les

anticorps est réalisé en plongeant la membrane dans une solution du lait & 5% préparé dans du
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TBST (Tris-HC1 50 mM, pH 8, 154 mM NacCl et 0.1% tween 20) pendant 2 h a température

ambiante.
- Détection

La membrane a été incubée pendant une nuit a 4 ° C avec les anticorps dirigés contre la
protéine p53 (1: 1 000), puis avec des anticorps secondaires de chévre anti-IgG de souris (1: 2
500) pendant 1 heure a température ambiante. Ensuite elle a été incubée avec le systeme de
détection ECF (de GE Healthcare, Piscataway, NJ) et photographiée avec le systéme d'imagerie
multispectrale Biospectre (UVP, LLC Upland, CA, Cambridge, RU). La densité de chaque bande

a été calculée avec Quantity One Software (Bio-Rad).

1.2 Etude expérimentale: In vivo (In humaine)
1.2.1 Recrutement des individus

- Les cas

Quatre-vingt-dix patients diagnostiqués avec un cancer de la prostate et suivi dans le service
d'urologie dans la Clinique d'Urologie Néphrologie et de Transplantation Rénale Daksi —
Constantine ont été interviewés et invités a participer a I'étude. L'objectif de 1'étude et la procédure
qui va étre utilisée sont bien expliqué a tous les patients (annexe 1). Quatre-vingt-sept patients ont
accepté de participer et ils ont nous donné leur consentement écrit (annexe 2) alors que trois ont
refusé. Le méme type de thé vert chinois commercial que nous avons déterminé sa teneur en
phénol et flavonoides et évalué ces activités antioxydantes et antiprolifératives in vitro a été

distribué aux patients.

Les participants ont été invités de boire 5 tasses d'infusion de thé vert par jour pendant 6
mois. Chaque tasse de thé doit étre fraichement préparée par l'infusion de 2 g de feuilles de thé
vert dans 100 ml d'eau a une température de 70-80 ° C pendant 5 minutes (Astill et al., 2001).
Pour que l'infusion de thé soit préparée par la méme maniére par tous les patients, la quantité
fournie de thé a été pesée et divisée en doses de 2 g et rechargée dans les paquets de thé

accompagnée de la méthode de préparation de l'infusion.

Les informations médicales comme le score de Gleason, le taux de PSA au début du
diagnostic et le traitement utilisé pour chaque patient sont collecté a partir des dossiers médicaux

des patients.
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- Les témoins

Les témoins sont sélectionnés soigneusement a la Clinique d'Urologie Néphrologie et de
Transplantation Rénale Daksi — Constantine et dans la salle de prélevement sanguin du laboratoire
de biochimie dans I'établissement public hospitalier (EPH) de la daira de Chelghoum Laid. Ils
¢taient des individus sains (ne présentent aucune maladie prostatique ou chronique), non fumeurs
et non buveurs d'alcool liés aux cas en age et en sexe. Afin d'éviter le maximum des facteurs qui
peut affecter le statut oxydant et antioxydants chez le groupe témoin, les fumeurs, les buveurs
d'alcool et les hommes présentent apres les analyses une glycémie perturbé ont été également

exclues.

1.2.2 Collecte des échantillons de sang

Afin d'évaluer certains parameétres biochimiques sanguins reflétant le statut oxydant et
antioxydant chez les patients et les témoins, des prélévements sanguins sont effectués a jeun au
sein de la Clinique d'Urologie Néphrologie et de Transplantation Rénale Daksi — Constantine et
du laboratoire de biochimie dans I'établissement public hospitalier (EPH) de la daira de
Chelghoum Laid. La collecte des échantillons pour les patients est réalisée en trois étapes
successives: avant la consommation de thé vert (T = 0), apres 3 mois de consommation de thé vert
(T = 3 mois) et apres 6 mois de consommation de thé vert (T = 6 mois). Les échantillons de sang
ont été prélevés dans des tubes héparinés et immédiatement centrifugés a 3000 g pendant 15 min.
Le plasma est séparé¢ des éléments figurés du sang et recueilli dans des tubes secs étiquetés et
numérotés. Les érythrocytes ont été lavés trois fois successive par une solution isotonique froide
de chlorure de sodium (0.9 %) (1: 10, v/ v). Le surnageant et la couche des globules blancs apres
centrifugation (3000 tour/min, 15 min) ont €té soigneusement ¢éliminés aprés chaque lavage. Les
érythrocytes obtenus sont ensuite séparés en deux tubes étiquetés et numérotés, un servi pour le
dosage du glutathion réduit (GSH) et l'autre pour la préparation de I'hémolysat qui est utilisé pour
le dosage des autres parametres. Tous les échantillons sont ensuite immédiatement conservés a —

80°C afin d'étre analysés ultérieurement.

Le Comité d'éthique de 1'EHS Daksi avait certifié que la collecte des échantillons a été
effectuée au service d'urologie dans la Clinique d'Urologie Néphrologie et de Transplantation
Rénale Daksi — Constantine et confirme qu'aucun risque pour les participants a été noté (annexe

3).
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1.2.3 Préparation d'hémolysat d'érythrocytes

L'hémolysat est préparé pour le dosage du malondialdehyde (MDA) érythrocytaire, les thiols
totaux et I'évaluation de 1'activité enzymatique du catalase et du glutathion peroxydase. Le jour du
dosage, une fraction d'érythrocytes de chaque échantillon est mise en suspension a 50% dans une
solution de NaCl a 0.9 %. Puis un volume de cette suspension est mélangé avec 9 volumes d'eau
distillée et agité vigoureusement utilisant le vortex. Aprés 5 a 10 min, une centrifugation a 300 g
pendant 15 minutes est réalisée pour éliminer les débris cellulaires. Les hémolysats obtenus sont
transférés dans des tubes secs numérotés selon 1'ordre des échantillons et conservés au froid (dans

la glace) au moment du dosage des différents parametres.

1.2.4 Evaluation des différents parametres biochimiques

1.2.4.1 Dosage du glutathion réduit (GSH) au niveau
d'érythrocytes

Le dosage du glutathion réduit (GSH) a été réalisé selon la méthode de Beutler ez al., (1963).
Le principe de cette méthode est basé¢ sur l'oxydation du GSH par l'acide 5-5'-dithiobis (2-
nitrobenzoique) (DTNB, Ellman's Reagent) et la formation de l'acide 5-thio-2-nitrobenzoique

(TNB), un compos¢ de couleur jaune absorbe la lumiére a 412 nm, selon la réaction suivante:

2 GSH+ DTNB — 2 TNB + GSSG

Briévement, 0.2 ml d'érythrocytes ont ét¢ mélangé avec 1.8 ml d'eau distillée, puis 3 ml de
solution de précipitation de protéines (1.65 g d'acide métaphosphorique, 0.2 g d'EDTA et 30 g de
NaCl dans 100 ml d'eau distillée) ont été ajoutés. Aprés 5 minutes, le mélange est centrifugé a 300
g pendant 15 minutes. Ensuite 8 ml de solution de phosphate disodique (0.3 mM) et 1 ml de
DTNB (1 mM) ont été ajoutés a 2 ml de surnageant. Parallelement le blanc a été préparé en
remplacant les érythrocytes par 0.2 ml d'eau distillée et le standard de GSH en remplacant les
érythrocytes par 0.2 ml de solution du glutathion (0.1 mM). Apres Smin, la densité optique a été
mesurée a 412 nm utilisant un spectrophotometre. La concentration du GSH est exprimée en mg

par dlI d'érythrocytes (mg/dl).
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1.2.4.2 Evaluation de l'activité de la catalase (CAT) érythrocytaire

L'activité de la catalase érythrocytaire a été estimée dans 1'hémolysat selon la méthode de
Claiborne, (1985). Elle est basée sur la disparition du peroxyde d'hydrogéne (H,O;) du fait de

l'activité de la catalase présente dans I'échantillon selon la réaction suivante :

2 H,0, CAT , 2H0+0,

Un volume de 25 pul d'hémolysat a ét¢ mélangé avec 1 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH
7.4) et 975 ul  du peroxyde d'hydrogene (0.019 M). La densité optique a été mesuré trois fois
successive chaque 60 secondes. L'activité de la catalase a été exprimée en unité internationale par
g d'hémoglobine (Ul / gHb).

1.2.4.3 Evaluation de 1'activité du glutathion peroxydase (GPx)
érythrocytaire

L'activité enzymatique du glutathion peroxydase (GPx) a été évaluée par la méthode de Flohe
et Gunzler, (1984). Cette méthode est basée sur la réduction de peroxyde d'hydrogene (H,O;) par
le glutathion peroxydase (GPx) qui se trouve dans I'échantillon en présence de glutathion réduit

(GSH) selon la réaction suivante:

H,O0, +2 GSH ——» GSSG +2 H,O

Briévement, 0.2 ml d'hémolysat est mélangé avec 0.4 ml de GSH (0.1 mM), 0.2 ml de
solution de TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM de, PH 7.4). Aprés 5 min d'incubation a 25 ° C, 0.2
ml de H,O, (1.3 mM) a été ajouté. Le mélange a été incubé a 37 ° C pendant 10 minutes. La
réaction a été arrétée ensuite par 1 ml d'acide trichloroacétique (TCA) a 1%. Apres centrifugation,
le surnageant est incub¢ avec le DTNB et le TBS. La densité optique a ét¢ mesurée a 412 nm et

l'activité GPx a été exprimée en umol GSH / gHb.

1.2.4.4 Dosage des thiols totaux au niveau d'érythrocytes

Le dosage des thiols totaux est réalis¢ selon la méthode de Sedlak et Lindsay, (1968) avec
quelques modifications. Un volume de 50 ul d'hémolysat est mélangé avec 600 ul du tampon
Tris-EDTA et 40 pul de DTNB. Le volume final du mélange réactionnel est complété jusqu'a 4 ml
par le méthanol. Les échantillons ont été incubés pendant 15 min a température ambiante puis

centrifugés pendant 15 min a 300 g. La densité optique a été mesurée a 412 nm.
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La concentration des thiols totaux dans les érythrocytes est calculée utilisant le coefficient

d'extinction molaire, 13.6 M™'em™ exprimée en pmol / gHb.

1.2.4.5 Dosage du malondialdéhyde (MDA) au niveau

d'érythrocytes
La peroxydation lipidique dans les érythrocytes a ¢été évaluée en mesurant le
malondialdéhyde (MDA) dans I'hémolysat selon la méthode de double chauffage de Draper et
Hadley, (1990). Cette méthode est basée sur la réaction du MDA avec l'acide thiobarbiturique
dans un milieu acide (pH 2-3) et a chaud (test des TBARS). La condensation d'une molécule de
MDA avec deux molécules de thiobarbiturique (TBA) forme un complexe coloré en rose

présentant un maximum d'absorbance a 532 nm selon la réaction suivante:

HS N\_\ OH chaleur 5 M..__-0OH H /N SH
m + 2 rl.l - > I o T = \Nl/
o O H milieu acide
OH OH OH
MDA TBA Complexe MDA /TBA (Apnax= 532 nm)

Un volume de 2.5 ml de solution de TCA a 10% est mélangé avec 0.5 ml d'hémolysat, puis
incubé au bain marie pendant 15 min a 90- 100°C. Apres refroidissement des échantillons dans
l'eau du robinet, une centrifugation a été réalisée a 1000 g pendant 10 min. 2 ml de surnageant est
mélangé ensuite avec 1 ml de TBA (0.67%) et incubé une deuxiéme fois au bain marie pendant 15
min a 90- 100°C. Apres refroidissement des échantillons dans I'eau du robinet, la densité optique a
ét¢ mesurée a 532 nm. La concentration du MDA a été calculée utilisant le coefficient

d'absorbance de complexe MDA-TBA, 1.56 x 10° M'em™, et exprimée en umol / gHb.
1.2.4.6 Dosage de I'hémoglobine (Hb)

Le dosage de I'hémoglobine a été réalisé par la méthode de la cyanméthémoglobine utilisant
le réactif de Drabkin (Drabkin et Austin, 1932). Un volume de 20 pl d'érythrocytes a été¢ mélangé
avec 5 ml de la solution de Drabkin. Aprés 10 min d'incubation a température ambiante,
l'absorbance a été mesurée a 540 nm. Parallélement une courbe étalon a été réalisée utilisant des
échantillons d'érythrocytes avec des concentrations d'hémoglobine connus. La concentration

d'hémoglobine a été¢ exprimée en g/dl (annexe 4, figure 3).
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1.2.4.7 Dosage du MDA au niveau du plasma

La peroxydation lipidique a été évaluée aussi au niveau du plasma par le dosage du MDA
selon la méthode d'Uchiyama et Mihara, (1978). Le principe de cette méthode est basée sur la
réaction du MDA avec l'acide thiobarbiturique dans un milieu acide (pH 2-3) et a chaud. La
densité optique du complexe formé entre le MDA de I'échantillon et le TBA est mesurée a 532 nm

et la concentration du MDA est exprimée nmol/ 1ml plasma.

1.2.4.8 Dosage de 1'albumine

L'albumine est constitu¢ la source principale des groupements thiols dans le plasma. Son
dosage est réalisé¢ a 1'aide d'un kit commercial (Spinreact, Espagne). L'albumine se combine au
vert de bromocrésol, a pH légérement acide, entrainant un changement de couleur de 1'indice,
passant du jaune-vert au vert-bleuté. L'intensit¢ de la couleur est proportionnelle a la

concentration d'albumine présente dans I'échantillon.

Un volume de 5 pl de plasma est mélangé avec 1 ml de réactif (vert de bromocrésol, pH 4.2,
0.12 mmol/l). Le blanc est constitué¢ de 1 ml de réactif et le standard est préparé par 5 ul de la
solution étalon de l'albumine est 1 ml de réactif. Apres 10 min d'incubation a 37°C, 1'absorbance

est mesurée a 630 nm.
1.2.4.9 Dosage de la glycémie

Le dosage de la glycémie est réalisé a l'aide d'un kit commercial (Spinreact, Espagne). La
glucose-oxydase (GOD) catalyse l'oxydation de glucose en acide gluconique. Le peroxyde
d'hydrogéne (H,O;) produit se détecte avec un accepteur chromogene d'oxygeéne, phénol, 4—
aminophénazone (4- AF), en présence de la peroxydase (POD). L'intensité¢ de la couleur est

proportionnelle a la concentration de glucose présente dans I'échantillon.

B-D-Glucose + O, + H,O Gop » Acide gluconique + H,0O,

H,0; + Phénol + 4 — aminophénazone POD > Quinone + H,O

Un volume de 10 pl de plasma est mélangé avec 1 ml de réactif (TRIS pH 7.4, phénol,
glucose oxydase, peroxydase, 4 — aminophénazone). Le blanc est constitué¢ de 1 ml de réactif et le
standard est préparé par 10 pl de la solution étalon de glucose est 1 ml de réactif. Aprés 10 min

d'incubation a 37°C, l'absorbance est mesurée a 505 nm.
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1.2.4.10 Dosage du cholestérol total

Le dosage du cholestérol total est réalisé¢ a l'aide d'un kit commercial (Spinreact, Espagne).
La réaction du réactif avec le cholestérol présent dans 1'échantillon donne lieu a un composé
coloré. L'intensité de la couleur est proportionnelle a la concentration de glucose présente dans

I'échantillon.

CHE

Esters cholestérol + H,O, > Cholestérol + Acides gras
Cholestérol + O, CHOD | 4-Cholesténone + H,0,
2 H,0; +Phénol + 4-Aminophénazone POD > Quinonéimine + 4H,0

Un volume de 10 pl de plasma est mélangé avec 1 ml de réactif (PIPES pH 6.9, phénol,
cholestérol-estérase  (CHE), cholestérol-oxydase = (CHOD), peroxydase (POD), 4—
aminophénazone). Le blanc est constitué de 1 ml de réactif et le standard est préparé par 10 ul de
la solution étalon de cholestérol est 1 ml de réactif. Aprés 10 min d'incubation a 37°C,

I'absorbance est mesurée a 505 nm.

1.2.4.11 Dosage des triglycérides

Le dosage des triglycérides est réalisé a l'aide d'un kit commercial (Spinreact, Espagne). Les
triglycérides incubés avec de la lipoprotéinlipase (LPL) libérent du glycérol et des acides gras
libres. Le glycérol est phosphorylasé par la glycérophosphate déshydrogénase (GPO) et de I'ATP
en présence de glycérol kinase (GK) pour produire du glycérol-3-phosphate (G3P) et de
I'adénosine-5-di phosphate (ADP). Le G3P est alors transformé en dihydroxiacétone phosphate
(DAP) et en peroxyde d'hydrogene (H,O,) par le GPO. Au final, le peroxyde d'hydrogene (H,O,)
réagit avec du 4-aminophénazone (4- AF) et du p-chlorophénol, réaction catalysée par la
peroxydase (POD), ce qui donne une couleur rouge. L'intensit¢ de la couleur formée est

proportionnelle a la concentration de triglycérides présents dans 1'échantillon.

Triglycérides + H,O LPL » Glycérol + Acides gras libres
Glycérol + ATP ©K . G3P+ADP
G3P+0, +H,0—_ | DAP +H,0,
H,0; + p-Chlorophénol + 4-Aminophénazone rob > Quinone + H,O

97



Etude expérimentale in vitro et in humaine

Un volume de 10 pl de plasma est mélangé avec 1 ml de réactif (GOOD pH 7.5, p-
chlorophénol, lipoprotéine lipase, glycérol kinase, glycérol-3-oxydase, peroxydase, 4 -
Aminophénazone, ATP). Le blanc est constitué¢ de 1 ml de réactif et le standard est préparé par 10
ul de la solution étalon de triglycérides est 1 ml de réactif. Aprés 10 min d'incubation a 37°C,

['absorbance est mesurée a 505 nm.

1.2.4.12 Dosage des protéines totales

Le dosage des protéines totales est réalis¢ par la méthode de Biuret utilisant un kit
commercial (Spinreact, Espagne). Les protéines de 1'échantillon donnent une couleur
violette/bleue avec le réactif de Biuret. L'intensité de la couleur formée est proportionnelle a la

concentration de protéines totales dans 1'échantillon.

Un volume de 25 pl de plasma est mélangé avec 1 ml de réactif de Biuret. Le blanc est
constitué¢ de 1 ml de réactif et le standard est préparé par 25 ul de la solution étalon de I'albumine

bovine est 1 ml de réactif. Aprés 5 min d'incubation a 37°C, 1'absorbance est mesurée a 540 nm.

1.3 Analyse statistiques

Le traitement et I'analyse des données ont été effectués par le logiciel Graph Pad Prism
version 7. Les résultats de Sulforhodamine B ont été exprimés sous forme de moyenne + SEM et
les résultats de microscope a épifluorescence vitale et de western blot ont été exprimés sous forme

de moyenne + écart type.

Des comparaisons multiples ont ¢été effectuées utilisant une analyse de variance
unidirectionnelle (ANOVA) suivie d'un test de comparaisons multiple de Dunnett. Les résultats
du dosage des différents paramétres biochimique dans 1'étude In humaine ont été exprimés sous

forme de moyenne + écart type.

L'analyse de la différence entre les différents groupes étudiés est effectuée par le test t de

Student. Des valeurs de p<0.05 sont considérés comme statistiquement significatives.
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2. RESULTATS
2.1 Caractérisation de la composition et des activités du thé vert in vitro
2.1.1 Rendement de I'extraction de thé vert

Une masse de 664.97 g d'extrait éthanolique brute a été obtenu de 1'extraction de 2000 g de
feuilles de thé vert par un mélange éthanol / eau (7/3 : v/v) avec un rendement de 33.44%.
L'extraction de cet extrait par des solvant de polarité croissante a nous permis d'obtenir
successivement 4.7 g d'extrait chloroformique, 27.66 g d'extrait d'acétate d'éthyle et 46.31 g
d'extrait n-butanolique. L'extrait n-butanolique représente le rendement le plus élevé (2.31%),
suivit par l'extrait d'acétate d'éthyle (1.38%). Le rendement le plus faible a été obtenu par l'extrait
chloroformique (0.23%) (tableau 8).

Tableau 8: Rendement de l'extraction de thé vert

Matériel végétal Extrait Masse (g) Rendement (%)
2000 g de feuilles de | Ethanolique brute (EtOH) 664.97 33.24
thé vert
Chloroformique (CHCl3) 4.7 0.23
Acétate d'¢thyle (EtOAc) 27.66 1.38
n-butanolique (n-BuOH) 46.31 2.31
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2.1.2 Teneur totale des extraits de thé vert en phénols et en flavonoides

Le dosage des composés phénoliques et des flavonoides dans les différents extraits de thé
vert a montré que le thé vert utilis¢é dans cette étude contient des quantités importantes en
composés phénoliques et en flavonoides. L'extrait éthanolique révele 700 + 1 pg d'équivalent
d'acide gallique / mg d'extrait de composés phénoliques et de 33.74 + 0.05 pg d'équivalent de

quercétine / mg d'extrait de flavonoides totaux (figure 21, a).

Les deux extraits d'acétate d'éthyle et n-butanolique renferment la plupart de ces composés.
Elles révelent respectivement 548.33 + 54.62 et 394.66 + 22.67 pg d'équivalent acide gallique /
mg d'extrait de composés phénoliques et 12.16 + 0.01 et 31.20 £ 0.1 pg d'équivalent de quercétine

/ mg d'extrait de flavonoides totaux.

Par contre 1'extrait chloroformique ne contient que des quantités mineures de ces composés,
soit 82.33 + 5.04 ng d'équivalent d'acide gallique / mg d'extrait de composés phénoliques et 5.04 +
0.59 pg d'équivalent de quercétine / mg d'extrait de flavonoides totaux (figure 21, b).

2.1.3 Evaluation de la teneur des extraits de thé vert en composés

phénoliques utilisant HPLC-TOF / MS

L'analyse des extraits par HPLC-TOF / MS a révél¢ la présence de différents phénols dans le
thé vert. Parmi 23 composés phénoliques standards utilisés, 18 ont été détectés dans l'extrait
¢thanolique de thé vert. Les quantités les plus élevée sont observées pour l'acide gallique, la
rutine, les catéchines, la quercétine, 1'acide gentisique, I'acide vanilique, I'acide salicylique, 1'acide

ellagique et I'acide chlorogénique (figure 22, a ; tableau 9).

Dans les extraits d'acétate d'éthyle et n-butanolique, 17 différents phénols sont détectés.
L'extrait d'acétate d'é¢thyle contient une quantité ¢levée d'acide gallique et de catéchines et des
quantités importantes d'acide vanillique, d'acide salicylique, de rutine et d'acide p-coumarique
(figure 23, c ; tableau 9). L'extrait n-butanolique contient également une quantité élevée d'acide
gallique suivie de rutine, d'acide gentisique, d'acide salicylique et d'acide chlorogénique (figure
23, d ; tableau 9). Quinze phénols ont été détectés dans l'extrait chloroformique bien que tous

soient présents en petites quantités (figure 22, b ; tableau 9).
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Figure 21: Teneur totale des extraits de thé vert en phénols et en flavonoides. (a) Teneur totale
d'extrait éthanolique brut (EtOH) en phénols et en flavonoides, (b) Teneur totale d'extrait
chloroformique (CHCls), d'acétate d'éthyle (EtOAc) et n-butanolique (n-BuOH) en phénols et

flavonoides. Les valeurs sont des moyennes + écart type (n = 3).
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Figure 22: Chromatogrammes des extraits de thé vert. (a) Chromatogramme d'extrait éthanolique,
(b) Chromatogramme d'extrait chloroformique (CHCls). Les conditions chromatographiques ont
¢été décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Les phénols détectés par HPLC-TOF / MS sont

exprimés en nombre de 1 a 23 (tableau 9).
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Figure 23: Chromatogrammes des extraits de thé vert. (c) Chromatogramme d'extrait d'acétate
d'éthyle (EtOAc), (d) Chromatogramme d'extrait n-butanolique (n-BuOH). Les conditions
chromatographiques ont été décrites dans la partie Matériels et Méthodes. Les phénols détectés

par HPLC-TOF / MS sont exprimés en nombre de 1 a 23 (tableau 9).
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Tableau 9: Les différents phénols révélés dans les extraits de thé vert et leur teneur.

Teneur des extraits de thé vert en composés phénoliques

exprimé en mg/ kg de feuilles séches de thé vert, ND: non détecté

Phénols Extrait EtOH | Extrait CHCl; | Extrait EtOAc | Extrait n-BuOH
1 | Acide gallique 7473.79 0.25 777.93 1344.96
2 | Acide gentisique 686.86 0.15 ND 102.14
3 | Catéchines 980.40 0.04 174.95 ND
4 | Acide chlorogénique 123.98 ND 2.37 21.18
5 | Acide 4-hydroxybenzoique | 8.16 0.31 ND 1.8
6 | acide protocatéchique 21.43 0.03 2.49 3.51
7 | Acide caféique 34.10 0.04 7.43 5.66
8 | Acide vanillique 360.18 5.00 46.31 20.04
9 | 4-hydroxybenzaldéhyde 0 0.3 0 ND
10 | Rutine 2462.73 0.11 222 646.29
11 | Acide p-coumarique 72.09 0.70 15.00 4.18
12 | Acide ellagique 125.16 0.51 0.85 1.35
13 | Acide chicorique 0 ND 0.2 0.67
14 | Acide férulique ND ND ND 1.92
15 | Hespéridine ND ND 0.65 2.5
16 | Apigénine-7-glucoside 6.96 ND 0 1.96
17 | Acide rosmarinique 4.73 0.03 0.237 ND
18 | Ester éthylique de I'acide 0 ND 0.05 0
protocatéchique
19 | Acide salicylique 233.45 6.5 34.69 21.23
20 | Resvératrol 1.03 ND ND 0.08
21 | Quercétine 954.92 0.71 ND ND
22 | Naringénine 9.51 0.08 0.35 ND
23 | Kaempférol 26.18 ND ND 0.43
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2.1.4 L'activité antioxydante de thé vert
2.1.4.1 Piégeage du radical libre DPPH

L'activité¢ antiradicalaire de thé vert vis-a-vis du radical DPPH a ét¢ évaluée dans les
différents extraits. Les résultats obtenus dans cette méthode montrent que le thé vert est un puisant
antioxydant. Une diminution dose-dépendante du radical DPPH a été observée lors le traitement

des échantillons par des concentrations croissantes d'extrait éthanolique brut.

Le pouvoir antiradicalaire, le plus élevé (96%) est observé avec une dose de 25 pg /ml;
pouvoir équivalent a celui qu'exerce la vitamine C (96%) a la méme concentration. 50% des
radicaux DPPH ont été piégés avec seulement 10.35 + 0.14 pg / ml d'extrait. Cette activité est
semble importante comparant a celle obtenus avec la vitamine C dans les mémes conditions (IC50

=5=+0.1 ug/ ml) (figure 24 (a), tableau 10).

Une inhibition significative dose-dépendante du radical DPPH a été également observée avec

l'extrait d'acétate d'éthyle et n-butanolique.

Les concentrations inhibitrices médianes (IC50) sont respectivement 2.98 + (.32 et 7.58 £
0.74 pg / ml et les pourcentages d'inhibition du radical DPPH les plus élevés sont respectivement
93.4% et 93.2%, similaires a la vitamine C dans la méme concentration (20 ug / ml) (figure 24 (b),

tableau 10).

Le pouvoir antiradicalaire de I'extrait n-butanolique est trés proche a celle de la vitamine C
(IC50 =5 £ 0.1 pg/ ml), tandis que celle d'acétate d'éthyle est plus élevé. Contrairement, 1'extrait
chloroformique ne montre aucune activité antioxydante significative vis-a-vis du radical DPPH et
sa concentration inhibitrice médiane (IC50) est tres élevée (207.94 = 3.12 ug / ml) par rapport a la
vitamine C (figure 24 (b), tableau 10).
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Figure 24: L'activité antiradicalaire de thé vert vis a vis du radical libre DPPH. (a) L'activité
antiradicalaire d'extrait éthanolique (EtOH) et de la vitamine C, (b) l'activité antiradicalaire
d'extrait chloroformique (CHCl;), d'extrait d'acétate d'éthyle (EtOAc), d'extrait n-butanolique (n-

BuOH) et de la vitamine C. Les valeurs sont des moyennes =+ écart type (n = 3).
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2.1.4.2 Piégeage du radical hydroxyle (OH)

La capacité de thé vert a piéger le radical hydroxyle (OH’) est également évaluée. Les
résultats obtenus montrent que le thé vert a une activité antioxydante élevé contre ce radical libre.
L'extrait éthanolique brut neutralise significativement les radicaux hydroxyles formés par la
réaction de Fenton dans le milieu réactif et cet effet observé est dose-dépendant. Le pouvoir
antiradicalaire le plus élevé (75%) est observé avec une dose de 30 pg /ml; pouvoir proche a celui
qu'exerce la vitamine C (85.5%) dans la méme concentration. La concentration inhibitrice
médiane est de 12.83 £ 0.63 pg / ml. Cette activité est ¢levé comparant a celle obtenus avec la

vitamine C dans les mémes conditions (IC50 = 10.32 £ 0.72 pg / ml) (figure 25 (a), tableau 10).

Une inhibition dose-dépendante du radical hydroxyle (OH") a été également déterminée avec
l'extrait d'acétate d'éthyle, n-butanolique et chloroformique. Cependant l'extrait d'acétate d'éthyle
et l'extrait n-butanolique présentent un pouvoir antioxydant plus puissant que [I'extrait
chloroformique. Les concentrations inhibitrices médianes sont respectivement 20 + 0.12, 16.72 +
0.01 et 40.92 £ 0.76 pg / ml. Comparant a la vitamine C, les extraits d'acétate d'éthyle et n-

butanolique montrent une activité antiradicalaire trés intéressante (figure 25 (b), tableau 10).

2.1.4.3 Inhibition de la peroxydation lipidique (LPO)

La capacité¢ de thé vert a inhiber la peroxydation lipidique induite dans 1'homogénat de
vitellus d'ceuf par le FeSO4 a été évaluée. Les résultats obtenus montrent que le thé vert est

capable aussi d'inhiber la peroxydation lipidique.

Aucune activité significative a été observé avec l'extrait chloroformique, mais une diminution
dose-dépendante de la peroxydation lipidique a été observé avec 1'extrait éthanolique brut (IC50 =
333.29 £ 17.90 pg / ml), l'extrait d'acétate d'éthyle (IC50 = 201.01 £ 2.55 pg /ml) et I'extrait n-
butanolique (IC50 =302.18 £ 28.31 pg /ml) (figure 26, tableau 10).

Les pouvoirs d'inhibition de la peroxydation lipidique les plus élevés de 1'extrait éthanolique
(55.23%), n-butanolique (63%) et d'acétate d'éthyle (70%) sont observés a une concentration de
400 pg / ml, une concentration pour laquelle la vitamine C inhibe 99% de la peroxydation
lipidique induite. L'effet des extraits de thé vert vis-a-vis de la peroxydation lipidique est
considéré comme faible comparant a celle de la vitamine C (IC50 = 20 + 1.06 pg /ml), mais il

reste important (figure 26, tableau 10).
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Figure 25: L'activité antiradicalaire de thé vert vis a vis du radical hydroxyle (OH"). (a) L'activité
antiradicalaire d'extrait éthanolique (EtOH) et de la vitamine C, (b) l'activité antiradicalaire
d'extrait chloroformique (CHCls), d'extrait d'acétate d'éthyle (EtOAc), d'extrait n-butanolique (n-

BuOH) et de la vitamine C. Les valeurs sont des moyennes + écart type (n = 3).
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Figure 26: Inhibition de la peroxydation lipidique par le thé vert. (a) effet d'extrait éthanolique
(EtOH) et de la vitamine C, (b) effet d'extrait chloroformique (CHCls), d'extrait d'acétate d'éthyle
(EtOAc), d'extrait n-butanolique (n-BuOH) et de la vitamine C. Les valeurs sont des moyennes =+

¢écart type (n = 3).
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Tableau 10: Les concentrations inhibitrices médianes (IC50) des extraits de thé vert et de la
vitamine C vis-a-vis du radical DPPH, du radical hydroxyle (OH") et de la peroxydation lipidique.

Les valeurs sont la moyenne + SD (n = 3).

Extraits de thé vert/vitamine C ICS50 (ng / ml)
Piégeage du DPPH | Piégeage du OH’ | Inhibition de LPO

EtOH 10.35+0.14 12.83+0.63 333.29+17.90
CHCls 207.94 +3.12 40.92 £0.76 -
EtOAc 2.98+£0.32 20£0.12 201.01 +£2.55
n-BuOH 7.58 £0.74 16.72 £ 0.01 302.18 £28.31
Vitamine C 5+0.1 1032 +£0.72 20 £1.06

2.1.4.4 Inhibition des dommages oxydatifs de ' ADN

La capacité de thé vert a inhiber les dommages oxydatives de I'ADN a été évaluée dans les
différents extraits. Les résultats obtenus montrent que le thé vert est capable de protéger

significativement I'ADN des dommages oxydatifs.

Avec une dose de 50 pg, l'extrait éthanolique brut, I'extrait d'acétate d'éthyle et I'extrait n-
butanolique assurent une protection compléte de I'ADN plasmidique 46966 contre les dommages
oxydatifs causés par le peroxyde d'hydrogéne (H,O,) photolysé par rayonnement UV. Pour les
trois extraits, une seule bande a été détectée dans I'¢lectrophoreése sur gel d'agarose, identique a
celle obtenue avec 1'échantillon de contrdle non irradi¢ (CO). Cette bande représente la forme
native d'ADN circulaire super-enroulé. L'échantillon de contrdle irradié non traité (CR) montre
deux bandes dans 1'¢lectrophorese sur gel d'agarose différentes a celle obtenues avec le contrdle
non irradi¢ (CO). Ces deux bandes représentent des fragments d'ADN plasmidique endommagé
par les radicaux hydroxyles (OH") générés par la photolyse de peroxyde d'hydrogéne (H,0,) par
rayonnement UV (figure 27).

Avec une dose de 50 pg, l'extrait chloroformique protége la plupart de la quantité de I'ADN
plasmidique dans I'échantillon contre les dommages oxydatifs. Deux bandes sont obtenues dans
'électrophorese sur gel d'agarose, une dense dans le méme niveau de la bande obtenue avec le
contrdle non irradié¢ (CO) (ADN circulaire super-enroulé) et I'autre légere dans le méme niveau de
la bande obtenue avec le controle irradié non trait¢ (CR) (d'ADN plasmidique endommagé)

(figure 27).
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Co CR EtOH n-BuOH EtOAc CHCl,

Figure 27: L'¢lectrophorése d'’ADN sur gel d'agarose présentant I'effet des extraits de thé vert sur
la protection de I'ADN plasmidique 46966 contre les dommages oxydatifs causés par le peroxyde
d'hydrogene (H,0,) photolysé par rayonnement UV. CO = ADN non irradié non traité, CR = ADN
irradié non traité, EtOH = échantillon d'ADN irradié traité par l'extrait éthanolique, n-BuOH =
¢échantillon d'ADN irradié traité par l'extrait n-butanolique, EtOAc = échantillon d'ADN irradié
traité par l'extrait d'acétate d'éthyle et CHCl; = échantillon d'ADN irradié traité par 1'extrait

chloroformique.

2.1.5 L'activité anticancéreuse de thé vert sur les cellules cancéreuses

prostatiques

L'activité anticancéreuse de thé vert a été¢ évaluée dans les différents extraits sur une lignée
cellulaire de cancer de la prostate métastatique humaine PC-3. Les résultats obtenus montrent que

le thé vert posséde une activité anticancéreuse trés significative.

Le suivi de la prolifération des cellules PC-3 en présence et en absence d'extrait éthanolique
par l'analyseur de cellules en temps réel XCELLigence (RTCA) durant 51 h montre que I'extrait a
une activité antiproliférative dose-dépendante intéressant contre les cellules PC-3 surtout pendant
les 25 premiéres heures. Comparant au controle (prolifération des cellules PC-3 sans traitement) et
au milieu de culture (niveau de prolifération est zéro), les meilleurs effets antiprolifératifs d'extrait
sont observés a I'heure 25. En ce temps-1a, la prolifération de 40%, 60% et 80% des cellules est
inhibée respectivement par 50, 100 et 250 pg/ml d'extrait éthanolique. Cependant, aprés ce temps,
les cellules ont recommencé a proliférer, ce qui peut étre di a la diminution de rapport des

molécules bioactives dans I'extrait (figure 28).
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Figure 28: L'activité anticancéreuse de l'extrait éthanolique de thé vert sur la lignée cellulaire PC-
3 (2.5X10" cellules / puits). Trois concentrations d'extrait ont été appliquées aux cellules
représentées par des couleurs différentes (50, 100, 250 ug / ml). Chaque concentration a été testée

en deux expériences et en trois répétitions (n = 3) en utilisant I'instrument XCELLigence RTCA.

Utilisant la méthode de la sulforhodamine B (SRB), I'extrait d'acétate d'éthyle et n-
butanolique de thé vert ont présenté également une activité antiproliférative trés significative
contre la lignée cellulaire de cancer de la prostate métastatique humaine PC-3. Aprés 24 h de
traitement avec ces extraits, des dose-dépendante toxicités ont été observée. La prolifération de
50% des cellules a été inhib¢ avec seulement 36.37 et 37.74 pg / ml d'extrait d'acétate d'éthyle et

n-butanolique respectivement (figure 29, a).

Les résultats de la méthode SRB montre ¢galement une diminution dose-dépendante dans la
prolifération des cellules PC-3 apres 24 h de traitement par I'extrait chloroformique, cependant

cette effet n'est pas significative (figure 29, a).

Contrairement les trois extraits de thé vert ne montrent aucune cytotoxicité sur les cellules
normales. Apres 24 h de traitement des cellules de fibroblastes BJ par les mémes doses (5, 10, 25

et 50 ng/ml) des trois extraits de thé vert aucun effet significatif n'a été noté (figure 29, b).

112



Etude expérimentale in vitro et in humaine

(a)
La lignée cellulaire PC-3 B Contréle
150 = === === = e m e e e e e
W5 pg/ml
)
o M 10 pg/ml
&
g 025 pg/ml
o 100
= 150 ug/ml
S
<]
=
=
=
=S 50
(3]
%
2
<
=
0
CHCI3 EtOAc n-BuOH
(b)
La lignée cellulaire des fibroblastes BJ B Contrdle
e B 5 pg/ml
B10 pg/ml
025 pg/ml
VRS § F IEaE O ek i 0150 pg/ml

Masse cellulaire (% de controle)
(9]
o

CHCI3 EtOAc n-BuOH

Figure 29: L'activité anticancéreuse de l'extrait chloroformique (CHCls), I'extrait d'acétate
d'éthyle (EtOAc), et l'extrait n-butanolique (n-BuOH) de thé vert sur la lignée cellulaire PC-3 (a)
et la lignée cellulaire de fibroblastes BJ (b). La valeur de controle (véhicule seulement) a été
déterminée comme 100% pour tenir compte de la prolifération différentielle des lignées
cellulaires. Les données sont exprimées comme des moyennes = SEM de quatre expériences

différentes, * p <0.05, **** p <0.0001 par rapport aux contrdle, cellules non traitées.
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2.1.6 L'effet de thé vert sur la condensation de la chromatine nucléaire et

la polarisation mitochondriale

Afin d'étudier le mécanisme moléculaire de thé vert qui impliqué dans l'inhibition de la
prolifération des cellules cancéreuse prostatique PC-3, observé précédemment, les lignées
cellulaires PC-3 et BJ ont été traitées pendant 24 h avec 50 pg / ml d'extraits d'acétate d'éthyle et

n-butanolique, extraits qui montrent les activités antiprolifératives les plus élevées.

La dépolarisation mitochondriale et la signalisation apoptotique ont été évaluées utilisant la
microscopie vitale avec la sonde fluorescente TMRM sensible au potentiel de membrane de la

mitochondrie (Aym), co-marquée avec la sonde nucléaire Hoechst 33342.

Comparant les images des cellules PC-3 traités avec les extraits de thé vert aux images des
cellules non traités (controle), une dépolarisation mitochondriale et une condensation de la

chromatine dans la lignée cellulaire PC-3 traité ont été observées (figure 30).

L'analyse des images et la mesure de la fluorescence TMRM ont confirmés que le traitement
des cellules PC-3 par 50 pg/ml d'extrait d'acétate d'éthyle et d'extrait n-butanolique a provoqué
une réduction significative du standard de déviation (SD) du signal TMRM, indiquant une
redistribution du colorant de la mitochondrie dans le cytosol en réponse a la dépolarisation des
membranes mitochondriales (figure 32, a). Ces résultats suggérent que le thé vert inhibe la

prolifération des cellules cancéreuses prostatique par voie apoptotique.

Comparant les images des cellules non tumoral de fibroblastes BJ traités avec les extraits de
thé vert aux images des cellules BJ non traités (contrdle), aucune dépolarisation mitochondriale ou

condensation de la chromatine dans les cellules a été notée (figure 31).

Des pixels tres brillants sur les mitochondries ont été observés et la mesure du standard de
déviation (SD) du signal TMRM ne montre aucune différence significative dans la fluorescence
TMRM entre les cellules BJ traités et non traités par les extraits de thé vert (figure 32, b). Dans les
deux groupes des cellules, la concentration de colorant en mitochondries provoquant un signal

lumineux ponctué avec un standard de déviation de signal élevé a travers la cellule (figure 31).
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Figure 30: Effet d'extraits d'acétate d'éthyle (EtOAc) et n-butanolique (7-BuOH) de thé vert sur la
condensation de la chromatine nucléaire et la polarisation mitochondriale dans la lignée cellulaire
PC-3. Les cellules ont été traitées uniquement avec du véhicule (contrdle) ou avec 50 ug / ml

d'extrait de thé vert pendant 24 h.
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Figure 31: Effet d'extraits d'acétate d'éthyle (EtOAc) et n-butanolique (7-BuOH) de thé vert sur la
condensation de la chromatine nucléaire et la polarisation mitochondriale dans la lignée cellulaire
BJ. Les cellules ont été traitées uniquement avec du véhicule (controle) ou avec 50 pg / ml

d'extrait de thé vert pendant 24 h.
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Figure 32: Le potentiel membranaire mitochondrial évalué en tant que fluorescence relative
TMRM (standard de déviation (SD) du signal TMRM) mesurée dans les lignées de cellules PC-3
(a) et BJ (b) avec et sans traitement par les extraits de thé vert. Les valeurs sont des moyennes +

¢écart type de trois expériences différentes indépendantes, (***) p <0.005, (****) p <0.0001 par
rapport aux controle, cellules non traitées.
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2.1.7 L'effet de thé vert sur la protéine pS3

La teneur des lignées cellulaires PC-3 et BJ en protéines p53 a été identifiée par western blot

apres 24h de traitement par les extraits de thé vert.

L'analyse des résultats ne montre aucun changement significatif dans la teneur en protéine
p53 dans la lignée cellulaire de fibroblastes BJ traitée par 50 pg/ml d'extrait d'acétate d'éthyle ou
d'extrait n-butanolique (figure 33, b).

Cependant, une augmentation significative de la teneur en protéine p53 a ét¢ déterminée dans
la lignée cellulaire PC-3 par rapport au contrdle aprés 24h de traitement par 50 pg/ml d'extrait

d'acétate d'éthyle (figure 33, a).

Le traitement des cellules PC-3 par 50 ug/ml d'extrait n-butanolique augmente ¢galement la
teneur de protéine pS3 comparant au contrdle, cependant ces résultats ne sont pas significatives

(Figure 33, a).
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Figure 33: Effet de 24 h traitement par les extraits de thé vert sur la quantité cellulaire de p53.
Les extraits cellulaires totaux des trois groupes différents de cellules PC-3 et BJ ont été collectés
apres traitement avec 0, 50 d'extrait d'EtOAc et 50 d'extrait de n-BuOH comme décrit dans la
section Matériaux et Méthodes. Les images sont des expériences représentatives de trois essais
différents produisant les mémes résultats. Il est également représenté le marquage Ponceau
respectif pour chaque buvardage western pour confirmer une charge de protéine égale. L'ordre des
¢échantillons en blots est équivalent a ce qui est montré dans les graphiques. Les graphiques
représentent l'analyse densitométrique des bandes, exprimée en pourcentage de chaque contrdle de
différenciation. Les données sont exprimées en moyenne + écart type. (*) p <0.05 par rapport aux

controdle.
119



Etude expérimentale in vitro et in humaine

2.2 Etude in vivo (in humaine)

2.2.1 Caractéristiques générales de la population étudiée

Au début de I'¢tude, 87 patients PC ont accepté de participer et réguliérement recu du thé
vert. Aprés 6 mois, 17 patients ont été exclus de I'étude (6 patients sont décédés au cours de
1'étude, 3 ont refusé de poursuivre I'étude apreés 3 mois et 8 n'ont pas bu de thé ou n'en ont bu que

quelques fois pendant toute la période de I'analyse).

La cohorte étudiée se composait alors de 70 patients atteints de cancer de la prostate avec une
moyenne d'age de 70.64 = 6.5 ans et de taux moyen de PSA sérique de 62.73 £ 33.97 ng / ml. Le
score de Gleason au début de diagnostic était entre 5 et 7 dans 40% des cas et entre 8 et 10 dans

60% des cas (tableau 11).

Onze pour cent des cas ont subi une prostatectomie suivie d'une hormonothérapie, 11% ont
subi une radiothérapie associée a I'hormonothérapie, 49% étaient sous traitement hormonal et 29%

étaient sous chimiothérapie associée a I'hormonothérapie (tableau 11).

A la fin de la période de 1'étude 120 témoins sains non fumeurs et non buveurs d'alcool liés
aux cas en age et en sexe ont été sélectionnés. Basant sur les questionnaires réalisés avec les

participants, I'ensemble des témoins sont devisé en deux groupes (tableau 11):

» 1% groupe: constitue de 85 hommes avec une moyenne d'dge de 68.5 + 6.56 ans (p =
0.1169, comparant a I'age des cas) qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé.

»  2°™ groupe: constitue de 35 hommes avec une moyenne d'dge de 68.81 + 6.42 ans (p =

0.2537, comparant a l'age des cas) qui boivent habituellement 1 a 3 tasses de thé vert par

jour pendant au moins 1 an.
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Tableau 11: Caractéristiques générales des cas et des témoins

N de participants

Moyenne d'age + écart type

P value®

Moyenne de PSA + écart type (ng/ml)
P value®

Score de Gleason

5-7

8-10

Traitement

Prostatectomie + hormonothérapie
Radiothérapie + hormonothérapie
Hormonothérapie

Chimiothérapie + hormonothérapie

Patients,
n (%)

70

70.64 £ 6.5

62.73 £33.97

28 (40)

42 (60)

8 (11)
8 (11)
34 (49)

20 (29)

Témoins-thé',
n (%)

85
68.5 + 6.56
0.1169°

1.43 +0.92

<0.0001°

Témoins+ thé vert 2,
n (%)

35

68.81 £6.42
0.2537 ¢
1.27 £0.97

<0.0001 ©

1 ’ . . . . . ’ 2 ’ . . . N
Témoins qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé;, ° Témoins boivent habituellement 1 a 3

tasses de thé vert par jour pendant au moins 1 an; “ Basé sur le test t de Student; bComparant les

patients aux témoins qui n'ont jamais ou rarement bu du thé; © Comparant les patients aux

témoins boivent habituellement 1 a 3 tasses de thé vert par jour pendant au moins 1 an; PSA:

antigene specifique de la prostate.
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2.2.2 Effet de la consommation de thé vert sur le statut antioxydant

Le statut antioxydant des patients atteints de cancer de la prostate a été évalué avant et apres

la consommation de thé vert, en mesurant plusieurs parametres antioxydants.

Les résultats obtenus avant la consommation de thé vert (TO) montrent que les patients
atteints de cancer de la prostate comparant aux témoins qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé
présentent des taux significativement altérés en glutathion réduit (GSH), en thiols totaux et des
activités significativement diminuée de catalase et de glutathion peroxydase (GPx) au niveau
d'érythrocytes.

Le taux de GSH est de 20.79 + 4.32 vs 40.51 = 4.87 mg / dl (p <0.0001), le taux des thiols
totaux est 5.64 £ 0.81 vs 6.58 + 0.63 umol/gHb (p < 0.0001), I'activité de la catalase est de 15.29
+ 1.75 vs 23.84 + 2.03 UI/ gHb (p < 0.0001) et l'activité du GPx est de 17.61 £3.14 vs 28.55 +
3.8 umolGSH/g Hb (p < 0.0001) (figure 34, 35, 36 et 37) (tableau 12).

Basé sur les valeurs de référence du kit commercial (Spinreact, Espagne) (35 a 50 g/ml), les
patients présentent un taux normal d'albumine (45.5 + 6.57 g/1), mais comparant au groupe
témoins utilisé¢ dans cette étude cette valeur est semble plus faibles (54.39 + 7.27 g/1, p <0.0001)
(figure 38) (tableau 12).

Aussi bien et en comparant les résultats des parametres antioxydant des témoins qui boivent
habituellement 1 a 3 tasses de thé vert par jour et ceux qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé,
aucune différence significative n'a été observée au niveau du taux de GSH (42.02 + 4.23 vs 40.51
+ 4.87 mg/dl), de taux de l'albumine (55.64 = 7.25 vs 54.39 + 7.27 g/l) et de l'activité du GPx
(29.66 + 3.73 vs 28.55 + 3.8 umolGSH/gHDb) (figure 34, 35 et 38) (tableau 12).

Cependant un taux significativement plus élevé des thiols totaux (7.1 = 0.78 vs 6.58 = 0.63
umol/gHb, p < 0.01) et une activité plus ¢élevée de la catalase (25.94 + 1.81 vs 23.84 + 2.03
Ul/gHb, p < 0.005) ont été noté chez le groupe de témoins qui boivent habituellement 1 a 3 tasses

de thé vert par jour (figure 36, 37) (tableau 12).
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Pendant une période de 3 mois la plut part des patients ont consommé 2 a 3 tasses de thé vert
par jour. L'évaluation des parametres antioxydants a la fin de cette période montre une
augmentation significative du taux de GSH (31.58 + 2.57 mg/dl, p < 0.0001), de l'activité¢ de
catalase (17.23 = 1.51 Ul/gHb, p <0.05) et de I'activité du GPx (19.83 £ 3.23, p <0.05) (figure 34,
35, 36).

Mais aucune augmentation significative n'a été notée pour le taux de l'albumine (48.05 + 6.22

g/1) ou des thiols totaux (6.06 + 0.89 umol/gHb) (figure 37, 38) (tableau 12).

Aprés 6 moins de consommation de thé vert, une augmentation significatives de tout les
parametres antioxydants a été révélée. En plus de l'augmentation plus significative de taux de
GSH (34.36 = 3.64 mg/dl, p <0.0001), de l'activité de catalase (22.19 = 1.78 Ul/gHb, p < 0.0001)
et de l'activité du GPx (23.53 +3.69, p < 0.0001), une augmentation significative de I'albumine
(50.02 + 5.57, p <0.01) et des thiols totaux (6.36 = 0.79 pumol/gHb, p <0.01) a été¢ également
observée (figure 34, 35, 36, 37 et 38) (tableau 12).
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Figure 34: Effet de la consommation de thé vert sur le taux du glutathion réduit (GSH)
érythrocytaire chez les patients atteints de cancer de la prostate et les témoins. Les valeurs sont

des moyennes + €cart type de trois expériences, (****) p < (0.0001 par rapport a TO.

NB: TO0: patients avant la consommation de thé vert; 3 mois: patients apres 3 mois de
consommation de thé vert, 6 mois: patients apres 6 mois de consommation de thé vert;, Témoins —
thé: témoins n'avaient jamais ou rarement bu du thé;, Témoins + thé vert: témoins boivent

habituellement 1 a 3 tasses de thé vert par jour.
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Figure 35: Effet de la consommation de thé vert sur l'activité du glutathion peroxydase (GPx)
érythrocytaire chez les patients atteints de cancer de la prostate et les témoins. Les valeurs sont

des moyennes + écart type de trois expériences, (*) p < 0.05 et (****) p <0.0001 par rapport a TO.
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Figure 36: Effet de la consommation de thé vert 'activité de la catalase (CAT) érythrocytaire
chez les patients atteints de cancer de la prostate et les témoins. Les valeurs sont des moyennes +
écart type de trois expériences, (*) p < 0.05 et (****) p <0.0001 par rapport a TO, +++ p < 0.005

par rapport aux témoins — thé.
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Figure 37: Effet de la consommation de thé vert sur le taux des thiols totaux érythrocytaire chez
les patients atteints de cancer de la prostate et les témoins. Les valeurs sont des moyennes + écart
type de trois expériences, (**) p < 0.01 et (****) p <0.0001 par rapport a TO, ++ p <0.01 par

rapport aux témoins — thé.
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Figure 38: Effet de la consommation de thé vert sur le taux de I'albumine chez les patients atteints
de cancer de la prostate et les témoins. Les valeurs sont des moyennes =+ écart type de trois

expériences, (**) p <0.01 et (****) p <0.0001 par rapport a TO.
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2.2.3 Effet de la consommation de thé vert sur le statut oxydant

Le statut oxydant des patients atteints de cancer de la prostate a été évalué avant et apres la
consommation de thé vert, en mesurant le MDA au niveau des érythrocytes et au niveau du

plasma.

Les résultats obtenus avant la consommation de thé vert (T0) montrent que les patients
atteints de cancer de la prostate comparant aux témoins qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé
présentent des taux significativement ¢élevé en MDA au niveau d'érythrocytes (99.52 + 12.49 vs
33.83 £ 5.14 nmol/gHb, p < 0.0001) qu'au niveau du plasma (1.22 = 0.15 vs 0.52 £+ 0.15 nmol/ml,
p <0.0001) (figure 39, 40).

Comparant les résultats des témoins qui boivent habituellement 1 a 3 tasses de thé vert par
jour et ceux qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé, aucune différence significative n'a été
observée au niveau du taux de MDA au niveau du plasma (0.47 £ 0.12 vs 0.52 = 0.15 nmol/ml),
mais un taux plus faible de MDA a ¢été déterminé au niveau d'érythrocytes des témoins qui
boivent habituellement de thé vert (29.98 + 4.73 vs 33.83 + 5.14 nmol/gHb, p < 0.05) (figure 39,
40) (tableau 12).

Le dosage de MDA apres 3 mois de consommation de thé vert chez les patients montre une
diminution significative en MDA au niveau d'érythrocytes (85.84 £ 12.05 nmol/gHb, p < 0.01)
qu'au niveau du plasma (0.71 + 0.16 nmol/ml, p < 0.0001) (figure 39, 40) (tableau 12). Apres 6
mois de consommation de thé vert, les taux de MDA au niveau d'érythrocytes et au niveau du
plasma diminuent a la moitie par rapport a TO (avant la consommation de thé vert). Les valeurs
moyennes observées sont respectivement 45.16 £ 7.45 nmol/ml, p < 0.0001 pour le MDA
érythrocytaire et 0.63 +0.13 nmol/ml, p < 0.0001 pour le MDA plasmocytaire (figure 39, 40)
(tableau 12).
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Figure 39: Effet de la consommation de thé vert sur le taux du malondialdéhyde (MDA) au
niveau d'érythrocytes des patients atteints de cancer de la prostate et des témoins. Les valeurs sont
des moyennes + écart type de trois expériences, (**) p <0.01 et (****) p <0.0001 par rapport a

TO0, + p < 0.05 par rapport aux témoins — thé.
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Figure 40: Effet de la consommation de thé vert sur le taux du malondialdéhyde (MDA) au
niveau du plasma des patients atteints de cancer de la prostate et des témoins. Les valeurs sont des
moyennes =+ écart type de trois expériences, (**) p < 0.01 et (****) p <0.0001 par rapport a TO, +

p < 0.05 par rapport aux témoins — thé.
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2.2.4 Effet de la consommation de thé vert sur la glycémie, le bilan

lipidique et les protéines totales

Le dosage de la glycémie, le bilan lipidique et les protéines totales est réalisé avant et apres la
consommation de thé vert, parallelement avec le dosage des paramétres de stress oxydant. Les
patients atteins de cancer de la prostate présentent avant la consommation de thé vert (TO) des
taux normaux en glucose (0.86 + 0.12 g/) et en triglycérides (1.55 = 0.21 g/l), basé sur les valeurs
de référence des kits commerciaux (Spinreact, Espagne). La comparaison de ces résultats a ceux
des témoins qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé ne montre également aucune différence

significative (glucose 0.85 = 0.11 g/l et triglycérides 1.44 +0.23 g/l) (figure 41, 42) (tableau 12).

La consommation de thé vert durant 6 mois ne montre aucun effet sur le taux de glucose ou

de triglycérides chez les patients (figure 41, 42) (tableau 12).

Les patients présentent également un taux normal en cholestérol total avant la consommation
de thé vert (TO) (1.7 = 0.21 g/l). Cependant cette valeur est semble plus élevé comparant a celui
des témoins qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé (1.34 + 0.17 g/l, p < 0.0001). La
consommation de thé vert durant 6 mois ne montre aucun effet sur le taux de cholestérol chez les

patients (figure 43) (tableau 12).

Un taux normal de protéines totales a été déterminé chez les patients avant la consommation
de thé vert (TO) (66.77 £ 7.41 g/l). Mais comparant au résultat des témoins qui n'avaient jamais
ou rarement bu du thé, ce taux est apparait faible (74.17 = 11.19 g/, p < 0.005) (figure 44)
(tableau 12).

La consommation de thé vert durant 3 mois ne montre aucun effet sur le taux de protéines
totales chez les patients (68.46 £ 9.76 g/I), mais apres 6 mois de consommation de thé vert une
augmentation significative du taux de protéines a ¢té observée (72.93 £ 10.2 g/l, p < 0.01) (figure
44) (tableau 12). Comparant les résultats des témoins qui boivent habituellement 1 a 3 tasses de
thé vert par jour et ceux qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé, aucune différence
significative n'a été observée au niveau du glucose (0.91 £ 0.11 vs 0.85 = 0.11 g/l), des
triglycérides (1.34 £ 0.14 vs 1.44 £ 0.23 g/1), du cholestérol (1.46 £ 0.25 vs 1.34 £0.17 g/l) ou de
protéines totales (75.55 £ 11.43 vs 74.17 = 11.19 g/l) (figure 41, 42, 43, 44) (tableau 12).
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Figure 41: Effet de la consommation de thé vert sur la glycémie des patients atteints de cancer de

la prostate et les témoins. Les valeurs sont des moyennes + écart type de trois expériences.
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Figure 42: Effet de la consommation de thé vert sur le taux de triglycérides des patients atteints

de cancer de la prostate et des témoins. Les valeurs sont des moyennes + écart type de trois

expériences.
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Figure 43: Effet de la consommation de thé vert sur le taux de cholestérol total des patients
atteints de cancer de la prostate et des témoins. Les valeurs sont des moyennes =+ écart type de

trois expériences, (****) p <0.0001 par rapport a TO.
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Figure 44: Effet de la consommation de thé vert sur le taux des protéines totales des patients
atteints de cancer de la prostate et des témoins. Les valeurs sont des moyennes =+ écart type de

trois expériences, (**) p < 0.01 et (***) p <0.005 par rapport a TO.
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Tableau 12: Tableau récapitulatif des différents parameétres chez les témoins et chez les patients

Parameétres

GSH
érythrocytaire
(mg/dl)
Thiols totaux
érythrocytaire
(umol/gHb)
Albumine (g/1)

CAT
érythrocytaire
(Ul/g Hb)

GPx
érythrocytaire
(umolGSH/g Hb)
MDA
érythrocytaire
(nmol/gHb)
MDA

plasmocytaire
(nmol/ ml)

Glucose (g/l)

Triglycérides
(g

Cholestérol total
@

Protéines totales
@n

Patients a TO

20.79 £ 4.32

5.64 £0.81

45.5+6.57

1529+ 1.75

17.61 £3.14

99.52 +12.49

1.22+0.15

0.86+0.12

1.55+0.21

1.7+0.21

66.77 +7.41

Patients a T =

3 mois
31.58 £2.57

skokskosk

6.06 +0.89

48.05+£6.22

17.23 +1.51

*

19.83 +£3.23

%

85.84 + 12.05

sk

0.71 +0.16

skeskoskosk

0.87+0.14
1.61 £0.15

1.7+0.11

68.46 +9.76

Patients a T
= 6 mois
34.36 + 3.64

sk ok

6.36 +0.79

sk

50.02+ 5.57

ek

22.19+1.78

Askok ok

23.53 £3.69

keskok ok

45.16 £ 7.45

sk

0.63 £0.13

ke

0.95+0.11
1.53 £0.17

1.72 £0.22

72.93+10.2

&3k

atteints du cancer de la prostate avant et apres la consommation.

Témoins-thé

40.51 +4.87

skokoksk

6.58 +0.63

sfskok sk

5439+ 7.27

seskeoskosk

23.84+£2.03

skok sk

28.55+3.8

skeskskok

33.83+£5.14

sfesfeskosk

0.52+0.15

sfesfeskosk

0.85+0.11
1.44+0.23

1.34+0.17

seskoskock

74.17+11.19

kokok

Témoins+ thé
vert

42.02 +£4.23

7.1+0.78
++

55.64+7.25

25.94 +1.81

+++
29.66 + 3.73
29.98 £4.73
+

0.47+0.12

091+0.11
1.34+0.14

1.46 £0.25

75.55+11.43

T0: avant la consommation de thé vert; T = 3 mois. apres 3 mois de consommation de thé vert; T

= 6 mois: apres 6 mois de consommation de thé vert; Témoins — thé: témoins n'avaient jamais ou

rarement bu du the; Temoins + thé vert: téemoins boivent habituellement 1 a 3 tasses de thé vert

par jour. Les valeurs sont des moyennes + écart type de trois expériences, (*) p < 0.05, (**) p <

0.01, (***) p < 0.005 et (****) p < 0.0001 par rapport a T0, + p < 0.05, ++ p < 0.01, +++p <

0.005 par rapport aux témoins — the.
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3. DISCUSSION

Une production accrue des ERO, une diminution de la capacité de défenses antioxydantes ou
les deux combinés peuvent conduire a un état de stress oxydant dans les différents compartiments
cellulaires (Sies, 1991). Un état de stress oxydant prolongé peut déclencher différents processus
de signalisation cellulaire associés a l'initiation et au développement de nombreuses maladies, y

compris le cancer de la prostate.

En effet la prostate est trés vulnérable au stress oxydant et plusieurs mécanismes peuvent
contribuer a 1'augmentation de production des ERO dans cet organe incluant les mutations de
I'ADN mitochondrial et nucléaire, les NADPH oxydases, les modulations génétiques,
I'inflammation, le vieillissement et les hormones stéroidiennes (Khandrika et al., 2009). Les
¢tudes ont suggéré que l'augmentation du stress oxydant est peut associée non seulement au

développement de cancer de la prostate mais aussi a sa progression (Guéritat, 2015).

Plusieurs études d'observation et d'intervention ont étudié l'effet de certains antioxydants
alimentaires sur la prévention ou la réduction du risque de développement ou de progression du
cancer de la prostate. Il a été démontré que la supplémentation avec certains de ces antioxydants
diminue le risque global de cancer. La plupart des études chez 'homme se sont concentrées sur les
caroténoides, en particulier le béta-caroténe et le lycopene, les vitamines E et C, les sources
diététiques de diverses substances phénoliques et les flavonoides. En général, les études ont donné
des résultats incohérents, avec antioxydants individuels ayant ét¢ montré pour avoir un effet

positif, négatif, ou aucune association avec le risque de cancer de la prostate (Vance et al., 2013).

Dans la présente étude, nous avons évalué la capacité du thé vert, qui est trés connu pour sa
propriété antioxydante (Dutta et al., 2013) a réduire le stress oxydant chez des patients de la
population de 1'Est Algérien atteints de cancer de la prostate. Un type de thé vert chinois tres
commercialisé en Algérie a été utilisé.

Pour la sécurité des patients et pour confirmer 1'activité antioxydante / antiproliférative de ce
thé vert, nous avons d'abord analysé sa composition et ses effets in vitro. Pour cela une extraction
de thé vert a été réalisée dans le premier pas utilisant un mélange éthanol / eau afin d'obtenir un
extrait brut de thé vert puis des solvants de polarité croissante (CHCl3;, EtOAc et n-BuOH) pour
séparer les composés phénoliques et les flavonoides. La teneur de différents extraits en phénols et

flavonoides, ainsi que leur activité antioxydante et antiproliférative ont été évalués.

Les résultats obtenus avec l'extrait éthanolique brut nous confirment que le thé vert chinois
utilisé¢ a un teneur important en phénols et en flavonoides et posséde une activité antioxydante et

antiproliférative significative.
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Il est capable de piéger significativement le radical DPPH et montre une activité tres élevé
contre le radical hydroxyle (OH") qui est le radical le plus réactif et qui capable de provoquer des
lésions cellulaire trés agressives in vivo. Ce radical peut réduire les liaisons disulfures des
protéines, en particulier de fibrinogene, conduisant a la formation des configurations anormales
qui peuvent provoquer de nombreuses maladies comme I'athérosclérose, les troubles

neurologiques et également le cancer (Lipinski, 2011).

Les résultats montrent également que le thé vert est capable d'inhiber la peroxydation
lipidique et d'assurer une protection compléte de I'ADN du dommage oxydative causé par les
radicaux hydroxyles (OH") générés dans cette étude par la photolyse de peroxyde d'hydrogéne
(H,0,) par rayonnement UV. De nombreuses études ont suggéré que les dommages oxydatifs de
I'ADN peuvent étre un grand facteur de risque pour une variété de maladies, y compris le cancer
de la prostate. Un niveau ¢levé de radical 8-hydroxy-2'-désoxyguanosine (8-OHdG) a été révélé
dans les échantillons des patients atteint de cancer de la prostate par rapport aux témoins. Un
traitement par hormonothérapie combiné avec des agents antioxydants a été conseillé pour inhiber
la progression du cancer de la prostate via la diminution de stress oxydant causé par les

dommages oxydatifs de 'ADN (Miyake ef al., 2004).

L'extrait éthanolique de thé vert montre aussi une activité antiproliférative dose-dépendante
significative contre la lignée cellulaire de cancer de la prostate métastatique humaine PC-3. Ces
résultats concordent avec ceux obtenus par de nombreuses autres études qui trouvent que le thé
vert est un agent anticancéreux naturel puissant contre une variété de cancers comprenant de
prostate, de poumon, de colon, de l'estomac, de rein, de pancréas et des glandes mammaires (Yang

etal, 2011).

Ces effets bénéfiques de thé vert observés sont attribués généralement dans les différentes
études a sa teneur élevée en phénols et en flavonoides, en particulier les catéchines (Dutta et al.,
2013; Lin et al, 1996). Utilisant I'HPLC-TOF / MS plusieurs composés phénoliques sont
déterminés dans l'extrait éthanolique, non seulement les catéchines (Hastak ez al., 2003; Valcic et
al., 2011) mais également l'acide gallique en premier position (Yen et al., 2002; Liu ef al., 2011),
la rutine (Yang et al., 2008), la quercétine (Nam et al., 2016) et autres. Ces compos€s sont connus
par leur activités antioxydantes et antiprolifératives et touts ensembles peuvent fournir le

maximum d'effet antioxydant et antiproliférative observé de thé vert.

Ces résultats sont confirmés lors 1'évaluation de l'activités antioxydante et antiproliférative
des différents extraits de thé vert qui contient des quantités et des types différents en composés
phénoliques. L'extrait chloroformique (CHCI3;) qui contient des quantités mineures en composés

phénoliques et en flavonoides ne présente qu'une activité antioxydante trés légeére et aucune
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activité antiproliférative contre la lignée cellulaire de cancer de la prostate métastatique humaine

PC-3.

Cependant les extraits d'acétate d'éthyle et n-butanolique qui contient des quantités élevés en
composés phénoliques et en flavonoides montrent une activité antioxydantes et antiproliférative
trés élevées. En fait, 1'acide gallique (Yen et al., 2002; Liu ef al., 2011) et la rutine (Yang et al.,
2008) dans les deux extraits d'acétate d'éthyle et n-butanolique et les catéchines (Hastak et al.,
2003; Valcic et al, 2011) dans l'extrait d'acétate d'éthyle sont présents avec des quantités
importantes et ils peuvent étre les composés qui donnent la plupart de 1'activité antioxydante et

antiproliférative observés par ces extraits.

De facon intéressante, les trois extraits de thé vert (I'extrait chloroformique, I'extrait d'acétate
d'éthyle, et l'extrait n-butanolique) n'ont pas montré aucune cytotoxicité contre les cellules
normales de fibroblastes BJ, ce que confirme que la consommation de ce thé vert ne sera pas

toxique pour les patients.

Selon les études, les polyphénols de thé vert et plus particulierement les catéchines peut
inhiber la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques via plusieurs mécanismes
moléculaires (Gupta et al., 2000; Hastak et al., 2003; Li et al., 2007; Siddiqui ef al., 2011). 1l a été
rapporté qu'elles sont capables d'induire la dérégulation et 'arrét du cycle cellulaire (Gupta et al.,
2000), d'induire I'apoptose, de moduler la signalisation de NFkB, d'inhiber les voies
d'inflammation (Hastak et al., 2003) et d'inhiber 1'activité des récepteurs de 1'lGF-1 au niveau des
cellules cancéreuse (Li et al, 2007). En plus dans le cas de cancer de la prostate elles sont
capables également d'interagir physiquement avec le domaine de la liaison du ligand de récepteur
d'androgéne en remplacgant le ligand par une affinité élevée (IC50 pour EGCG: 0.4 uM) (Siddiqui
etal., 2011).

Dans la présente étude les extraits d'acétate d'éthyle et I'extrait n-butanolique de thé vert
montrent les activités antiprolifératives les plus €¢levés contre les cellules cancéreuses prostatiques
PC-3. Pour déterminer le mécanisme moléculaire impliqué par ces deux extraits dans l'inhibition
de la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques, les lignées cellulaires PC-3 et BJ ont été

traitées avec 50 pg/ml d'extraits d'acétate d'éthyle et n-butanolique séparément.

Aprés 24 h les cellules sont visualisées la microscopie vitale avec la sonde fluorescente
TMRM sensible au potentiel de membrane de la mitochondrie (Aym), co-marquée avec la sonde
nucléaire Hoechst 33342. Les résultats montrent que les deux extraits de thé vert ne présentent

aucun effet par rapport au controle dans la lignée cellulaire BJ mais ils provoquent une
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dépolarisation mitochondriale significative et une condensation de la chromatine des cellules PC-

3. Ces résultats suggérant que les deux extraits induisent une mort cellulaire apoptotique.

Afin de confirmer les résultats obtenus par la microscopie vitale, la teneur en protéine
apoptotique p53 a été évaluée par western blot aprés le traitement des deux lignées cellulaires,

PC-3 et BJ par la méme concentration des extraits de thé vert et pendant la méme période (24 h).

L'analyse des résultats montre que les extraits de thé vert ne provoquent aucun changement
significatif dans la teneur en protéine p53 dans la lignée cellulaire BJ. Cependant, une
augmentation significative de la teneur en p53 dans la lignée cellulaire PC-3 par rapport au
controle a été observée apres 24h de traitement par 1'extrait d'acétate d'éthyle ce qui confirme les

résultats observés par la microscopie vitale.

Ces résultats peuvent étre expliqués par la présence de catéchines dans cet extrait. Ces
molécules sont capables d'induire 1'apoptose dans les cellules cancéreuses prostatiques a travers la
stabilisation de p53 par une phosphorylation spécifique ce que provoque une régulation de WAF1
/ p21 et Bax et un changement du rapport Bax / Bcl2 en faveur de I'apoptose (Hastak et al., 2003).
Il a ét¢ montré que les catéchines peuvent également induire 1'apoptose par I'augmentation de la
formation intracellulaire des ERO qui attaque la membrane mitochondriale provoquant sa

dépolarisation indépendamment de la protéine Bcl2 ou p53 (Chung ef al., 2001).

Le traitement des cellules PC-3 avec l'extrait n-butanolique ne montre pas les mémes
résultats. Une augmentation non significative de la teneur en p53 dans la lignée cellulaire PC-3
par rapport au controle a été observée, ce qui suggere que cet extrait n-butanolique induit
l'apoptose des cellules PC-3 observé sous microscope par un mécanisme indépendant a la protéine

pS3.

En effet I'extrait n-butanolique ne contient pas de catéchine mais il contient une quantité
¢levé d'acide gallique. Les ¢études montrent que ce composé phénolique peut inhibe la
prolifération des cellules cancéreuse prostatique par plusieurs mécanismes. Elle provoque des
dommages au niveau de I'ADN des cellules cancéreuses prostatiques PC-3 et inhibe sa réparation
(Liu et al., 2013), induit l'arrét du cycle cellulaire des cellules cancéreuses prostatiques DU145 en
phase G2/M et peut induire également 'apoptose de ces cellules, indépendamment de la protéine

p53, par I'augmentation de la génération des ERO intracellulaire (Veluri et al., 2006).

Dans l'ensemble, le thé vert chinois choisi dans cette étude présente une activité antioxydante
puissante et une activité antiproliférative significative contre les cellules cancéreuse prostatique.
Ajoutant a ca il ne présente aucune toxicité pour les cellules normales. Ces activités sont

contribuées principalement a sa teneur en flavonoides en particulier les catéchines mais également
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au d'autres composés phénoliques comme 1'acide gallique qui se trouve en grande quantité dans ce

thé vert, la rutine et la quercétine.

Dans I'¢tude in humaine, 70 patients de la population de 1'Est Algérien atteints de cancer de la
prostate et 120 témoins ont participé a I'é¢tude. L'évaluation de statut oxydant et antioxydant dans
le sang des participants au début de 1'é¢tude montre la présence d'un stress oxydant élevé chez les

patients atteints de cancer de la prostate par rapport aux témoins.

Les patients présentent un taux élevés de MDA au niveau de plasma qu'au niveau
d'érythrocytes et des taux significativement altérés en glutathion réduit (GSH), en thiols totaux et
des activités significativement diminuée de catalase et de glutathion peroxydase (GPx) au niveau
des érythrocytes. Ils présentent un taux normal en albumine mais comparant aux témoins ce taux

semble plus faible.

Ces résultats concordent avec ceux de nombreuses autres études (Srivastava et al., 2005;
Kotrikadze et al., 2008; Sandhya et al, 2010) et montrent que ce déséquilibre oxydant-
antioxydant peut étre l'un des principaux facteurs responsables au développement et a la

progression de cancer de la prostate chez les hommes dans la population Algérienne.

Dans un revu récent l'analyse des résultats de 23 études cas-témoins réalisés sur le stress
oxydant chez les patients atteints de cancer de la prostate a montré que ces patients présentent un
profil élevé en stress oxydant et une altération des systémes de défense antioxydants et a conclue
que le MDA et 8-OHdG ainsi que les paramétres antioxydants SOD, CAT, GSH, GPx et les
vitamines C et E peuvent étre des biomarqueurs potentiellement prédictifs de cancer de la prostate

(Oh et al., 2016).

Plusieurs études montrent que le cancer de la prostate est accompagné d'une diminution de
l'activit¢ de GPx, SOD et CAT, et une augmentation de niveau des produits issue de la
peroxydation lipidique comme le MDA (Khandrika et al., 2009; Arsova-Sarafinovska et al.,
2009).

Une faible activit¢ de la GPx est corrélée avec le risque de cancer de la prostate (Arsova-
Sarafinovska et al., 2009). L'affaiblissement de l'activité de la GPx érythrocytaire pourrait limiter
la détoxification des niveaux élevés de H,O, en H,O et ainsi induire la formation du radical

hydroxyle (OH") a 'origine de I'augmentation des dommages oxydatifs (Srivastava et al., 2005).

I1 a été aussi rapporté que I'expression de SOD3 (qui est connu par sa propriété de protéger la
surface de la cellule de stress oxydant) est réduite dans le tissu du cancer de la prostate

(Khandrika et al., 2009). En outre, sa surexpression peut inhiber la prolifération et 1'invasion
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cellulaire de la ligne cancéreuse prostatique humaine PC-3 par une surproduction de H,O, qui

provoque la mort cellulaire via une accumulation de dommages a I'ADN (Kim ef al., 2014).

Il a été aussi noté que la superoxyde dismutase a manganese (MnSOD) est fortement associée
a la signification clinique du cancer de la prostate chez les hommes agés de plus de 69 ans et il
peut étre un marqueur utile pour prédire le risque de progression du cancer de la prostate (Iguchi

etal., 2015).

Certaines études épidémiologiques trouvent que la consommation de thé vert peut réduire
significativement le risque de cancer de la prostate dans différentes populations. La
consommation de 3 tasses de thé vert en Chine du Sud-Est et de 5 tasses ou plus au Japon a
diminué significativement le risque de cancer de la prostate dans ces deux populations (Jian et al.,
2004; Kurahashi et al., 2008). Cependant, ces résultats restent en contradiction avec d'autres
¢tudes qui n'ont montré aucune association entre la consommation de thé vert et le cancer de la

prostate (Kikuchi et al., 2006).

Dans la présente étude, nous avons trouvé que la consommation de 2 a 3 tasses par jour de
thé vert pendant 3 mois est capable d'augmenter significativement le niveau de GSH et l'activité
de catalase et de glutathion peroxydase (GPx) et de diminuer significativement le taux de MDA

dans les érythrocytes que dans le plasma du patient atteins de cancer de la prostate.

Apres 6 mois de consommation de thé vert, les résultats des patients deviennent proches de
celui des contrdles qui n'ont jamais ou rarement bu du thé. Les patients présentent un taux plus
¢levé de GSH et des activités plus €levées de catalase et de glutathion peroxydase (GPx) en plus
de I'augmentation significatives des thiols totaux et de 1'albumine notée. La consommation de thé
vert montre également un effet trés significatif sur la peroxydation lipidique, le taux de MDA

diminué a un taux plus bas au niveau d'érythrocytes qu'au niveau de plasma.

Ces résultats montrent que le thé vert qui présente une activité antioxydante trés puissante
dans notre étude in vitro, peut ¢galement diminuer les marqueurs de stress oxydatif et améliorer le
statut antioxydant des patients atteints de cancer de la prostate. En supposant que le sang peut étre
un proxy adéquat pour le tissu prostatique, il est probable que les effets antioxydants du thé vert
déterminés peuvent empécher significativement la progression de cancer de la prostate chez le

groupe de patients étudié.

Ces effets bénéfiques de thé vert sur le statut oxydant/antioxydant des patients atteints de
cancer de la prostate sont le plus souvent due a ses composés phénoliques. Il a été montré que les
polyphénols de thé vert et surtout les catéchines sont capables de piéger les ERO et de chélate les

métaux de transition, produits pendant toutes les phases de carcinogenése (Siddiqui et al., 2007).
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Il a été rapporté également que 'EGCG lors un état d'un stress oxydatif cellulaire peut
induire la phosphorylation de Nrf2 qui est un facteur de transcription joue un role central dans la

réponse antioxydante permettant l'activation des enzymes antioxydantes (Na et al., 2008).

Actuellement il n'y a eu que quelques études d'intervention évaluant 'effet du thé vert sur le
traitement ou la prévention du cancer de la prostate chez les humains (Jatoi ef al., 2003; Bettuzzi
et al., 2006; McLarty et al., 2009) et seulement deux entre eux ont trouvé des résultats

encourageants et sont en lien avec nos résultats (Bettuzzi et al., 2006; McLarty et al., 2009).

L'é¢tude de Bettuzzi et al., (2006) a été la premicre é¢tude montrant que les catéchines de thé
vert sont des composés sans danger et trés intéressante pour la chimioprévention du cancer de la
prostate. Aucune modification significative du PSA n'a été observée, mais 33% d'inhibition de
développement du cancer de la prostate a été observée chez un groupe de volontaires atteints de
néoplasie intra-épithéliale prostatique de haut grade (HGPIN) apres 1 an de traitement quotidien
avec des catéchines de thé vert. Les travaux de McLarty et al., (2009) a soutenu également le rdle
potentiel des polyphénols du thé dans le traitement ou la prévention du cancer de la prostate. Une
supplémentation a court terme avec des doses quotidiennes de 1.3 g de catéchines de thé chez des
patients atteints du cancer de la prostate a montré une diminution significative du valeur de PSA,
du facteur de croissance des hépatocytes (HGF), du facteur de croissance endothélial vasculaire
(VEGF), du facteur de croissance analogue a l'insuline (IGF-1) et de la protéine 3 de liaison a

I'I[GF (IGFBP-3 ), sans ¢lévation des enzymes hépatiques.

Nos résultats offrent des informations complémentaires sur l'efficacité du thé vert pour la
gestion de cancer de la prostate chez I'homme grace a sa capacité a réguler le stress oxydatif
déterminé chez les patients dans notre et dans de nombreuses autres études (Srivastava et al.,
2005; Kotrikadze et al., 2008; Sandhya er al, 2010). La diminution de statut oxydant et
I'amélioration de statut antioxydant chez les patients atteints de cancer de la prostate peut réduire

la production des ERO exagérée et par conséquent réduire la progression de cancer de la prostate.

11 a été rapporté que les ERO peuvent induire 'activation de différentes voies de signalisation
incluant les voies des MAPKs (Mitogen-activated proteins kinases) et la voie PI3K (la
phosphatidylinositol-3-kinase)/ AKt (Liou et al, 2010). Ces deux voies de signalisation se
trouvent en effet suractivées dans le cancer de la prostate et elles peuvent étre impliquées par
conséquence dans les mécanismes d'angiogenése et d'invasion facilitant la croissance et les

métastases de cancer (Royuela ef al., 2002; Jendrossek et al., 2008).

L'¢tude de Kumar et al, (2008) a indiqué que la production des ERO est directement

proportionnelle a la forme agressive de cancer de la prostate et que la thérapie antioxydante a
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diminué 'expression d'Akt et modulé les activités des voies MAPK, retardant par conséquence la

prolifération des cellules cancéreuses prostatiques.

Selon les études, le thé vert peut porter plusieurs autres bénéfices pour la santé. Il peut
diminuer les concentrations de triglycérides, de cholestérol total, le taux de LDL et augmenter le
taux de HDL (Zhou et al, 2016). Dans certaines études, le thé vert est identifi¢ comme un
modificateur important du diabeéte, et ses effets ont regu une attention croissante compte tenu des

résultats encourageants accumulés de la recherche expérimentale (Liu et al., 2013).

Dans une autre étude, le traitement des rats 4gés avec extrait de thé vert a entrainé une
augmentation significative des taux de protéines totales, d'albumine, de globuline et a inversé
significativement l'altération des fonctions hépatiques et rénales accompagnés de vieillissement

(Gad et al., 2013).

Dans la présente étude nous avons vérifi¢ parallélement I'effet de la consommation de thé
vert sur la glycémie, le bilan lipidique et le taux de protéines totales chez les patients atteints de
cancer de la prostate. Au début de I'é¢tude les patients présentent des taux normaux en glucose, en
triglycérides, en cholestérol total et en protéines totales. La comparaison de ces résultats a ceux
des témoins qui n'avaient jamais ou rarement bu du thé montre que les patients présentent un taux

de cholestérol un peu élevé et un taux de protéines totales un peu plus bas.

La consommation de 2 a 3 tasses de thé vert pendant 6 mois ne montre aucun effet sur le taux
de glucose, de triglycérides ou de cholestérol total mais elle augmente significativement le taux de
protéines totales dans le plasma pour arriver a une valeur proche a celle des témoins. Cette
augmentation de protéines totales est peut justifier par I'augmentation de l'albumine qui a été

¢galement noté apres 6 mois de consommation de thé vert.

Ces résultats montrent que le thé vert ne provoque aucun danger pour les patients. Basant sur
les résultats de protéines totales, il semble que la consommation de thé vert ne présente aucune

toxicité hépatique mais au contraire elle peut peut-étre I'amélioré (Gad et al., 2013).

Aussi bien, nous avons également renforcé l'effet positif de la consommation de thé vert sur
le stress oxydant chez I'homme, en comparant le statut oxydant et antioxydants des témoins qui
n'avaient jamais ou rarement bu du thé a un groupe d'hommes sains qui boivent habituellement 1 a
3 tasses de thé vert par jour pendant une longue période de temps. Les résultats obtenus montrent
que les hommes consomment habituellement le thé vert présentent au niveau d'érythrocytes un
taux plus faible en MDA, un taux significativement plus élevé en thiols totaux et une activité plus

¢levée de la catalase.
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Ces résultats montrent que la consommation de thé vert améliore le statut oxydant et
antioxydants chez les hommes en bonne santé et suggérent que sa consommation réguliére peut
réduire le stress oxydant produit pendant la vie et théoriquement diminuer ses effets négatifs qui

peuvent €tre associés au développement de cancer de la prostate.

L'étude actuelle a révélé une augmentation du stress oxydant chez les patients atteins du
cancer de la prostate dans la population de 1'Est Algérien. Plus important encore, nous avons
démontré ici que le thé vert commercial étudié qui riche en polyphénols et flavonoides et
présentant de puissantes activités antioxydantes et anticancéreuses in vitro a considérablement
diminué les marqueurs de stress oxydant et augmenté le statut antioxydant chez les patients
atteints de cancer de la prostate. La consommation réguliere de thé vert pendant une longue
période peut protéger les individus des conséquences négatives du stress oxydatif produites

pendant la vie.
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CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Le cancer de la prostate constitue un probléemeadsamnté publique dans le monde entier
qgu'en Algérie. Plusieurs facteurs peuvent contrillwedéveloppement et a la progression de cette

maladie.

Dans le présent travail nous avons analysé laigel&ntre I'age, les habitudes alimentaires
incluant la consommation de thé vert, le mode de ks antécédents familiaux et le risque de
cancer de la prostate dans la population de I'Egéren et parallélement nous avons évalué

I'effet préventif de thé vert sur le cancer derlasgate dans cette population.

L'analyse de la relation entre les principaux faxtede risque et de prévention cités dans la
littérature et le risque de cancer de la prostatesd'étude épidémiologique cas-témoins réalisée
montre pour la premiére fois que le développementatte maladie dans notre population peut
étre associé a I'age, aux habitudes alimentaitesyade de vie et aux antécédents familiaux du

cancer de la prostate.

Le vieillissement est semble associé au risqueatheer de la prostate dans la population

étudiée. Les hommes avec un age de 50 ans etmglus oisque €levé de cancer de la prostate.

Les hommes qui consomment des quantités élevésadéeevrouge, de graisses saturées
d'origine animale, de produits laitiers et qui alds antécédents familiaux de cette maladie

présentent un risque élevé de cancer de la prostate

Contrairement a la plupart des études, la consommatalcool et le tabagisme sont
déterminé dans notre étude d'étre également pasnmirincipaux facteurs de risques de cancer de
la prostate.

Aucune association n'a été déterminée entre le rmnid type de repas (traditionnel ou de
fast-food) consommeés par jour, la consommatiopaisson et le risque de cancer de la prostate

dans la population algérienne.

Cependant la consommation élevée de fruits et gleniés semble avoir un effet protecteur

de cette maladie dans notre population.

Les résultats montrent également que la pluparihdesmes de la population étudié jamais
ou rarement buvaient du thé vert et que seulemeht26 des cas et des témoins respectivement
buvaient plus de 3 tasses par jour. Malgré quedssltats obtenus sont statistiguement dans les
limites mais la consommation de thé vert semblérawoeffet protecteur 1 a 3 tasses et plus de 3
tasses de thé vert par jour peut diminuer respeoint 26 % et 49 % de risque de cancer de la

prostate dans la population étudiée.
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Les études montrent que le stress oxydant peutletiien entre les différents facteurs de
risque et le cancer de la prostate. Il peut paeicinon seulement dans le développement de

cancer de la prostate mais également a sa pronettgmprogression.

Dans la présente étude, I'évaluation des diffénpatametres de statut oxydant /antioxydant
indique un stress oxydant élevé chez les patigtgimes de cancer de la prostate et suggére que le
stress oxydatif pouvait étre associé au développeptea la progression du cancer de la prostate

dans la population de I'Est Algérien.

Nous avons démontré également que le thé vertquiahe en phénols et en flavonoides et
qui présente des activités antioxydantes et ard@anses puissantes dans notre étudero est
capable de diminuer également les marqueurs desstseydant et d'augmenter significativement
le taux des antioxydants chez les patients depalption de I'Est Algérien atteints de cancer de la

prostate.

Une consommation réguliere de thé vert peut préwdmi'effet négatifs de stress oxydant et

par conséquent de développement de cancer dedtafgalans notre population.

Devant les limites observées des traitements eédiliactuellement pour le cancer, la
chimioprévention, notamment par la consommationasié®xydants et surtout le thé vert, semble
étre la stratégie la plus utile pour la prise eargh de cancer de la prostate qui est considéré
comme un candidat idéal pour la chimiopréventiorra@son de sa période de latence élevée et
parce qu'il est typiquement diagnostiqué chez marhes de plus de 50 ans. Ainsi, méme un
léger retard dans la progression de cette malatidapchimioprévention pourrait entrainer une
réduction substantielle de l'incidence de la maladj plus important encore, améliorer la qualité
de vie des patients.

Quelgues limites sont observées dans la présarde.dta premiére est que nous ne pouvons
pas mesurés les effets de consommation de théduexdtement dans le tissu de la glande
prostatique. Pourtant que plusieurs autres étudlestitisé cette méme approche. Cela n'a pas été
possible dans notre étude en raison de préoccupaihiques et de refus des patients de subir des
biopsies répétées.

Des études supplémentaires chez des patientstattiincancer de la prostate dans notre
population sont nécessaires pour déterminer I'eifela consommation de thé vert sur le stress

oxydant dans la glande prostatique.

La deuxieme et que notre étude épidémiologimpgetémoins qui a analysé la relation entre
I'age, les habitudes alimentaires, le mode deleseantéceédents familiaux et I'incidence de cancer

de la prostate a été réalisée que dans I'Est Algé&t sur un nombre limité des participants, une
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étude épidémiologique plus vaste incluant des bjoumls des différentes régions du pays est

nécessaire pour mieux étudier les facteurs deeidgwcancer de la prostate en I'Algérie.
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ABSTRACT

Green tea is a famous beverage produced from the dry leaves of Camellia sinensis. It suggested that it has an important beneficial
effect on human health. The present work aims to assess the total phenolic and flavonoids content and in vitro antioxidant,
inhibition of oxidative DNA damage and antiproliferative activities of ethanolic green tea extract, as preliminary phase of our
laboratory studies in vivo. Different methods were used; DPPH radical-scavenging, inhibition of lipid peroxidation, OH-scavenging
activity and DNA damage inhibition assays. In addition to antiproliferative activity which was evaluated using xCELLigence RTCA
instrument. The extract presented high levels of phenolic compounds (700ug+1 pg of gallic acid equivalent/mg extract), flavonoids
(33.74£0.05 pg of quercetin equivalent/mg extract), and 18 phenols were identified using HPLC-TOF/MS analysis. In DPPH free
radical-scavenging assay, the extract showed remarkable activity; 1Csq value 10.35+0.14 pug/ml and the highest percentage of the
inhibition was 96% similar to vitamin C in the same concentration 25 pg/ml. On the other hand, it exhibited the inhibition of lipid
peroxidation with 1Cs value 333.29+17.90 pg/ml. The OH-scavenging assay indicated that the ethanolic green tea extract had a
significant effect on OH' radical; IC5 value 12.83+0.63 pg/ml compared to ascorbic acid which was 10+0.72 pg/ml. The extract also
exhibited a completed protection of plasmid DNA against oxidative damage and an interesting antiproliferative activity against PC3
cells. The results of this study confirmed that this ethanolic green tea extract is a potent source of beneficial antioxidant and
anticancer.

Keywords: Green tea, Phenolic and flavonoid compounds, Antioxidant activity, Oxidative DNA damage inhibition, Antiproliferative

activity.

INTRODUCTION

or the past decades, oxidative stress has been

increasingly recognized as a contributing factor in

the genesis of chronic diseases as cancers and
cardiovascular diseases’. Plant polyphenols are natural
compounds and most of their pharmacological properties
are considered to be due to their antioxidant activity.
They are able to scavenge endogenously generated
oxygen radicals formed by various xenobiotics; radiation
etc’ and they may reduce the risk of development of
several diseases caused by oxidative stress’. Green tea
which is the most popular consumed beverage after
water, obtained from the dried leaves of Camellia sinensis
plant is one of the natural source of polyphenols4. The
data in the literature points to the possible role of green
tea as a chemopreventive agent against different types of
cancers and it suggests that much of its antiproliferative
effects are mediated by its polyphenols constituents™”’

It has also demonstrated other beneficial effects in
studies of diabetes, Alzheimer's disease and obesity®’. In
the present study, we report the total phenolic and
flavonoids content of a store Chinese green tea, usually
used as beverage in Algeria, and we evaluated its
antioxidant, inhibition of oxidative DNA damage and its
antiproliferative activities in vitro to confirm their effect
and as preliminary phase of our laboratory studies in vivo.

MATERIALS AND METHODS
Green tea extraction

Store Chinese green tea leaves (2000 g) were macerated
with EtOH/H,0 (7:3 v/v) for 48 h three successive times.
After filtration, the combined filtrates were concentrated
in vacuum (up to 35°C).

Determination of total phenolic and flavonoid content

The total phenolic content of ethanolic green tea extract
was determined using Folin-Ciocalteu reagent according
to the method of Singleton."" 100 ul of Folin-Ciocalteu
and 1580 pL of distilled water were added successively to
20 ul of each green tea extract prepared in methanol (1
mg/ml). Three min later, 300 pl of sodium carbonate (20
%) was added. The test tubes were shaken for 2 h at
room temperature. The absorbance was evaluated at 765
nm. The standard curve was prepared using gallic acid
solutions (0 to 500 mg/ml) prepared in MeOH/H,0 (1:9
v/v). The concentration of total phenolic compounds was
determined as pg of gallic acid equivalent (GAE) per mg of
extract using the gallic acid curve equation: Absorbance =
0.001 x gallic acid (ug).

Although, the total flavonoid content of ethanolic green
tea extract was determined according to the method of
Wang™. 0.5 ml of 2% AICl; was mixed with 0.5 ml of
sample and incubated for 1h at room temperature. The
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absorbance was measured at 420 nm. The concentration
of flavonoid was calculated from standard quercetin
graph equation: Absorbance = 0.034 x quercetin (ug) +
0.015 and determined as pg of quercetin equivalent (QE)
per mg of extract.

HPLC-TOF/MS analysis

For HPLC-TOF/MS analysis, stock solutions of the 23
phenolics (2,5 ppm) and dried crude extract (200 ppm)
were prepared in methanol at room temperature.
Samples were filtered passing through a PTFE (0,45 pum)
filter by an injector to remove particulates.

Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC System coupled
with 6210 Time of Flight (TOF) LC/MS detector and
ZORBAX SB-C18 (4,6x100 mm, 3.5 um) column. Mobile
phases A and B were ultra-pure water solution with 0.1%
formic acid and acetonitrile, respectively. Flow rate was
0.6 ml/ min and column temperature was 35°C. Injection
volume was 10 pl. Solvent program was as follow: 0-1
min 10% B; 1-20 min 50% B; 20-23 min 80% B; 23-25
min 10% B; 25-30 min 10% B. Retention times and m/z
values of standard compounds were used on the
determination step. lonization mode of HPLC-TOF/MS
instrument was ES (-) with gas temperature of 325 °C, gas
flow of 10.0 I/min, and nebulizer of 40 (psi). Phenolic
content of ethanolic green tea extract were determined
making comparison retention times and m/z values of
standard phenolic compounds.

Evaluation of the antioxidant activities
DPPH radical-scavenging activity assay

The DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)  radical-
scavenging capacity of the ethanolic green tea extract
was evaluated using the method described by Braca.” 3
ml of methanol DPPH solution (0.004%) were mixed with
increasing concentrations (1, 2.5, 5, 10, 20, 25 ug/ml) of
extract (dissolved in methanol). After 30 min incubation
at room temperature, the absorbance was measured at
517 nm. Tests were carried out in triplicate and ascorbic
acid was used as positive control.

The percentage of DPPH scavenging activity (I %) was
calculated using the following equation (1): 1% = (Ao - A,/
Ap) x 100. Where A, is the absorbance of DPPH solution
alone and A; is the absorbance of DPPH solution + extract
or vitamin C. The half inhibition concentration (ICs) of
the green tea extract was calculated from the graph
plotted of inhibition percentage against extract
concentration.

Inhibition of lipid peroxidation

The capacity of ethanolic green tea extract to inhibit lipid
peroxidation was evaluated according to the modified
protocol of Cao and lkeda using egg vitellose™. 50 ul of
FeSO, (0.07 M) was mixed with 10% egg vitellose
homogenate to induce the lipid peroxidation then
incubated with increasing concentration of green tea
extract or vitamin C at 37°C. After 30 min incubation, 1ml
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trichloroacetic acid 20% (TCA) and 1.5 ml thiobarbituric
acid 1% (TBA) were added. The samples were mixed then
incubated for 15 min at 95°C. After centrifugation (4000
rom for 20 min), the resulting thiobarbituric reacting
substance (TBARS) was measured in the supernatant at
532 nm. The lipid peroxidation inhibition was calculated
as percentage (I %) according to equation (1). Where Ay is
the absorbance of the control (without extract or vitamin
C) and A; is the absorbance of sample + extract or vitamin
C.

OH'-scavenging activity assay

The OH'-scavenging capacity of green tea extracts was
evaluated according to the literature procedure of Wang
with few modifications™. 0.5 ml FeSO, (8 mM) was added
to 0.8 ml H,0, (6 mM) to generate the hydroxyl radicals
by Fenton reaction followed by 0.5 ml distilled water, the
various concentrations of ethanolic green tea extract or
vitamin C ( positive control) and 0.2 ml sodium salicylate
(6 mM). The samples were mixed then incubated at 37 °C
for 1h. The absorbance was measured at 562 nm. The
scavenging was calculated using the following equation: |
% = [1- (A1 - A;)/ Ao] x 100. Where A, is the absorbance of
the control (without extract or vitamin C), A; is the
absorbance of the extract or vitamin C addition and A, is
the absorbance without sodium salicylate.

DNA damage inhibition efficiency

The potential of ethanolic green tea extract to inhibit
DNA damage was tested by photolyzing 46966 plasmid
DNA (extracted from Escherichia coli) via UV radiation in
the presence of H,0, and performing agarose gel
electrophoresis with the irradiated DNA™. Into two
polyethylenes microcentrifuge tubes, 1 pl aliquots of
46966 plasmid (200 pg/ml) were added followed by 50 g
of ethanolic green tea extract in one of the two tubes
without the other which the irradiated control (Cg). Then
4 ul of 3% H,0, was added into two tubes, and then they
were placed directly on the surface of a UV
transilluminator (300 nm) during 10 mn at room
temperature. In another tube, 1 pl aliquot of 46966
plasmid DNA was placed and served as the non-irradiated
control (Cp). All the samples were run on 1% agarose gel
and then photographed using a Lourmat gel imaging
system (Vilber).

Evaluation of the anticancer activity using xCELLigence
system

Cell culture and preparation of Cell Suspension

PC3 (prostate cancer) cells were grown in Dulbecco's
modified eagle’s medium (DMEM, Sigma), supplemented
with 10% (v/v) fetal bovine serum (Sigma, Germany) and
2% PenStrep solution (Sigma, Germany) at 37°C in a 5%
CO; humidified atmosphere.

PC3 cells in the culture flask were detached from bottom
of flask by 10 ml Trypsin-EDTA solution. After
detachment, 10 ml of medium was added into the flask
and mixed thoroughly. This suspension was transferred to
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Falcon tubes and put in centrifuge. After this, supernatant
was transferred onto the cells at the bottom of Falcon
tube; 4 ml medium was added and mixed. Cell
concentration of this cell suspension was measured by
CEDEX HiRes Cell Counter which uses Trypan Blue.

Preparation of extract solution

Green tea extract was dissolved in DMSO to a final
concentration of 20 mg/ml. 25 ul of this solution was
mixed with 475 pl of medium.

Preparation of E-Plate 96 plate and treatment

50 pl of medium was added into each wells of E-Plate 96
and the plate was left in sterile cabinet for 15 min., then
in incubator for another 15 min. After this time, a
background measurement was performed. Next 100 pL of
the cell suspension (2,5x104 cells/100 ul) was added into
wells — except last three; these were left without cells as
only medium — and the plate left in the hood for 30 min.
Then the plate was inserted to xCELLigence station in the
incubator and a measurement was performed for 80 min.
After this, 50, 20 and 10 pl of green tea extract solution
was added into the wells respectively for 250, 100 and 50
pug/ml concentrations and the final volume were
completed to 200 ml with medium. No extract solution
was added into control and medium wells. Then the plate
was inserted to xCELLigence station in the incubator and
measurement for 48 h was started.

STATISTICAL ANALYSIS

Data are expressed as mean = SD and statistical
interferences were based on student's test for mean
values comparing green tea extract to standard using
Graph Pad Prism version 6.

RESULTS AND DISCUSSION

The total phenolic and flavonoid content

800 - 700

600 -

400 -

Concentration

200 -
3374

phenals (g GAE/mg extract)  flavonoids (g QF /mg extract)

Figure 1: Total phenolic and flavonoid content of
ethanolic green tea extract. Values are mean + SD (n=3).

Phenols and flavonoids are very important plant
constituents. They are generally involved in the defense
against ultraviolet radiation or aggression by pathogens’.
Ethanolic green tea extract presented high levels of total
phenolic and flavonoid compounds 700+1 ug of gallic acid
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equivalent/mg extract and 33.74%0.05 pg of quercetin
equivalent/mg extract respectively (Figurel).

HPLC-TOF/MS analysis

HPLC-TOF/MS method has the potential to separate and
determine phenolics distributed in plants. In this study
phenolics and flavonoids content of ethanolic green tea
extract were separated and detected based on
comparison with 23 standard phenolic compounds.
Among 23 standard phenolic compounds used, 18 were
found in this green tea extract (Figure 2). Compared to
the quantity of the total phenolic detected, this green tea
showed a high quantity of gallic acid, rutin, catechin,
quercetin, gentisic acid, vanilic acid, salicylic acid, low
quantity of caffeic acid in addition to other phenolics with
less quantity™® (Table 1).

" ESIBRCScanFp T0NS1d

R R R
Coisys Acpusion e

Figure 2: Chromatogram of ethanolic green tea extract.

The chromatographic conditions are described under

Materials and Methods. The numbers 1 to 23 are phenols

and flavonoids detected in ethanolic green tea extract by

HPLC-TOF/MS (Table 1).
Evaluation of the antioxidant activity

In the present study, the antioxidant activity of ethanolic
green tea extract was evaluated using different assays.
The free radical scavenging activity of this extract was
evaluated through its ability to quench DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical. Figure 3 illustrated a
significant dose dependent decrease in DPPH radical due
to the scavenging ability of the extract. Compared to
ascorbic acid (IC5,=5+0.1 pg/ml), ethanolic green tea
extract showed a high activity (1C5p=10.35+0.14 pg/ml)
and the highest percentage of the inhibition was 96%
similar to vitamin C in the same concentration (25 pg/ml)
(Figure 3).

The inhibition of the lipid peroxidation in egg vitellose
homogenate induced by FeSO, system was also evaluated
and the extract exhibited a remarkable effect (Figure 4)
but it considered low (1C50=333.29£17.90 ug/ml)
compared to ascorbic acid (1C50=20£1.06 pg/ml).

®
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Table 1: The different phenols and flavonoids found in the green tea and their levels (expressed as mg per kg of dry

leaves of green tea)

Phenols
1 gallic acid
2 gentisic acid
3 catechin
4 chlorogenic acid
5 4-hydroxybenzoic acid
6 protocatechuic acid
7 caffeic acid
8 vanilic acid
9 4-hydroxybenzaldehyde
10 rutin
11 p-coumaric acid
12 ellagic acid
13 chicoric acid
14 ferulic acid
15 hesperidin
16 apigenin-7-glucoside
17 rosmarinic acid
18 protocatechuic acid ethyl ester
19 salicylic acid
20 resveratrol
21 quercetin
22 naringenin
23 kaempferol

Retention time

ND: Not detected

The hydroxyl radical can be formed by the Fenton
reaction in the presence of reduced transition metals
(such as Fe2+) and H,0,, which is known to be the most
reactive of all the reduced forms of dioxygen and it is
thought to initiate cell damage in vivo'. It can reduce
disulfide bonds in proteins, specifically fibrinogen,
resulting in their unfolding and scrambled refolding into
abnormal configurations. The consequences of this
reaction were observed in many diseases as cancer
atherosclerosis and neurological disorders'®.

120 - =4—Vitamin C

== Green tea extract
100 -

80 -
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40 -+
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-20
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Figure 3: DPPH scavenging activity of green tea extract
and vitamin C. Values are mean * SD (n=3).
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Figure 4: The effect of ethanolic green tea extract and
vitamin C on inhibition of FeSO, induced lipid
peroxidation of egg vitellose. Values are mean + SD (n=3).

The OH'-scavenging assay used in this study indicate that
this green tea extract had a significant high effect against
this potent radical (1C50=12.83+0.63 pg/ml) compared to
ascorbic acid (IC50=10£0.72ug/ml) and its effect was dose
dependent (Figure 5).

The results of this study confirm that this green tea is a
potent antioxidant. This potent antioxidant activity might
result from its high contents of polyphenols and
flavonoids especially catechins with 5,7-dihydroxyl groups
on the Aring, di- or trihydroxyl groups on the B ring and D
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ring in the case of catechingallate, which allow tea to
react with the reactive oxygen species (superoxide
radical, singlet oxygen, hydroxyl/peroxyl radical,
peroxynitrite) and gave it a maximal of antioxidant
activity 19, gallic acidzo, quercetin21, rutin®® and the others
(Table 1).

100 - W Green tea extract
90 Vitamin C I
80
70
1

I

60
50 + I
40 - I
30
20
10 +
D n T T T

5 10 20 30

Concentration (pg/ml)

2% Inhibition

Figure 5: OH-scavenging activity of ethanolic green tea
extract and vitamin C. Values are mean + SD (n=3).

DNA damage inhibition efficiency

Many studies suggested that oxidative DNA damage may
be an important factor risk for a variety of diseases
including cancer in different organ523’24, diabetesZS,
neurodegenerative diseases” and  cardiovascular
diseases”’.

A high level of 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG)
radical was revealed in patients samples compared to
healthy controls*’. This radical used as biomarker of
oxidative DNA damage produced by the bound of
hydroxyl radical to C8 position of the guanine ring. The
results of the current study showed that ethanolic green
tea extract exhibited a completed protection of plasmid
DNA against oxidative damage caused by UV-photolysed
H,0, at a dose of 50 pg. UV-photolysis of H,0, in
ethanolic green tea extract sample showed a single band
in agarose gel electrophoresis as in Cp (untreated non
irradiated DNA). This band represented the native form of
supercoiled circular DNA. However Cz (untreated UV-
irradiated DNA) showed two bands in agarose gel
electrophoresis which indicated that the plasmid DNA
was damaged by free radicals (OH’) generated by UV-
photolysis of H,0, (Figure 6).

This result agreed with the results of many other studies
suggested that green tea can protect the DNA from the
oxidative damage®™

Evaluation of the anticancer activity

The anticancer activity of ethanolic green tea extract
against PC3 cells was evaluated using xCELLigence RTCA
instrument which allows as following the effect of the
extract during all the 51 hours. The extract showed an
interesting effect against PC3 cells especially during the
first 24 h. The best effects observed compared to control
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and medium were at 25 h where 80% of cells died with
250 pg/ml, 60% with 100 pg/ml and 40% with 50 pg/ml.
However after this time the cells started to proliferate
again, and this may be due to because of the low ratio of
bioactive molecules in the extract (Figure 7). These results
confirmed many other studies which stated that green
tea is natural potent anticancer agent against a variety of
human malignances including prostate, lung, colon,
stomach, kidney, pancreas and mammary glandsal. This
beneficial effect has been attributed to the presence of
high amounts of polyphenols, which are potent
antioxidants especially catechins™.

Cn Cr

Sample

Figure 6: Effect of ethanolic green tea extract on the
protection of 46966 plasmid DNA against oxidative
damage caused by UV-photolysed H,0,. Cy=untreated
non irradiated DNA, Cz=untreated UV- irradiated DNA and
Sample= DNA UV-irradiated treated with ethanolic green
tea extract.
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Figure 7: Anticancer activities of ethanolic green tea
extract against PC3 (2,5X10* cell/well) cell line. Each
substance was tested twice in triplicates using
xCELLigence  RTCA  instrument. Several extract
concentrations were applied to the cells represented by
different color (50, 100, 250 pg/ml).

CONCLUSION

The polyphenols are very important natural compounds.
They offer great hope for the prevention of chronic
human diseases. Their role in human health is still a
fertile area of research. This current study confirmed that
the green tea which usually consumed in our country is
an essential natural source of polyphenols and flavonoids
and a potent antioxidant and anticancer agent and these
encouraging results may open the way for many studies
in vivo in our laboratory.
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Prostate cancer (PC) is the fourth most common cancer in men and the sixth leading cause of death in Algeria. To examine the
relationship between lifestyle factors, including diet, and family history and PC risk, a case-control study was performed in an
eastern Algerian population, comprising 90 patients with histologically confirmed PC and 190 controls. Data collection was carried
out through a structured questionnaire and statistical analysis was performed to evaluate the different variables. The data showed
that consumption of lamb and beef meat and high intake of animal fat and dairy products increased PC risk. Seven to thirteen
vegetables servings per week and fourteen or more servings decreased PC risk by 62% and 96%, respectively. Seven to fourteen
fruit servings per week decrease PC risk by 98%. Green tea consumption reduced the risk of PC but the results were statistically
borderline. Increased risk was observed for individuals with family history of PC in first and in second degree. A positive strong
association was also found for alcohol and smoking intake and a dose-response relationship existed for quantity and history of
smoking. This study suggests that dietary habits, lifestyle factors, and family history have influence on the development of PC in

Algerian population.

1. Introduction

After lung cancer, prostate cancer (PC) is the most common
cancer among men, with nearly a million new cases diag-
nosed worldwide [1]. PC incidence varies more than 25-fold
worldwide; the rates are highest in Australia/New Zealand,
Northern America, and Western and Northern Europe (ASR
111.6, 972, 94.9 and 85.0 per 100,000, resp.) and relatively
high in certain regions such as the Caribbean (79.8), Southern
Africa (61.8), and South America (60.1), but it is low in Asian
population with estimated rates of 10.5 and 4.5 in Eastern

and South-Central Asia [2]. According to GLOBOCAN 2012
database, PC in Algeria was the fourth most common cancer
in men with 8.8 cases per 100,000 and the sixth leading
cause of death with 4.9 deaths per 100,000. The incidence
of PC in Algeria is considered as low when compared with
some western countries such as Norway and Sweden (129.7
and 119.0 cases diagnosed and approximately 18 deaths per
100,000, resp.), but it is still high compared to many Asian
countries especially China, Korea, and Bhutan (5.3, 3.2, and
1.2 cases diagnosed and 2.5, 1.3, and 0.7 deaths per 100,000,
resp.) [2]. Numerous epidemiological studies showed that



the incidence of PC in Asian countries is low compared
to the West. However, this incidence rapidly increases in
Asian immigrants that have assimilated western diet and
way of living, replacing soy, tea, fish, fruits, and vegetables
consumption with red meat and fat-rich food [3]. Also, a
study conducted in Western Australia described that the risk
of PC and in particular aggressive PC increases significantly
in about 80% of men who consume a western style diet [4].
The difference in PC rates may result in possible dietary,
lifestyle, and environmental links to the development and
progression of PC [5, 6]. Many epidemiological and case-
control studies disclosed that some dietary factors such as
animal fat 7], dairy products [8], and red meat [9] may
increase the risk of PC [7-9], whereas intake of vegetables and
fruit [10], fish [11], and green tea [12] appears to be potentially
protective [10-12]. The aim of this study was to examine
the relationship between dietary habits, family history of
PC, alcohol, and smoking and PC risk in an East Algerian
population.

2. Materials and Methods

2.1. Data Collection. The present study was approved by the
Ethics Committee of the EHS Daksi, which certified that the
data collection was performed at the Department of Urology
and Renal Transplant without any risk for patients. Data
were derived from a case-control study of PC, performed
between 2011 and 2013 in the east of Algeria. From 100
cases of histologically confirmed PC, followed at the service
of urology and at the emergency department in Clinic of
Urology-Nephrology and Kidney Transplant Daksi, Constan-
tine, one patient refused to participate and 9 were too ill to be
interviewed. The cohort investigated consisted of 90 patients
with a median age of 68.87 + 0.73, ranging from 50 to 88
years. The total Gleason score, serum PSA level at diagnosis,
and primary treatment taken for each case were obtained
from the medical record. Controls were men, residing in
the same geographical area of cases without either PC or
prostate diseases. Those with other malignancies were also
excluded. Among 200 men selected, 10 refused to participate
for different reasons. The final control group consisted of
190 men with a median age of 67.13 + 0.72, ranging from
50 to 88 years. Sixty-one men were treated at the hospital
for some urologic diseases (35 had kidney stone, 25 had
urinary infection, and 10 had other diseases), 14 were men
from the hospital staff invited to participate, and 115 were
men selected in the blood sample collection room of the
Laboratory of Biochemistry of Establishment Public Hospital
of Chelghoum Laid city.

Data collection was carried out through an interview,
using structured questionnaire, including information on
sociodemographic characteristics, dietary habits, family his-
tory of PC, smoking, and alcohol consumption (see Supple-
mentary Material available online at http://dx.doi.org/10.1155/
2016/5730569). All the interviews were filled face-to-face with
case and control individuals. Questionnaire on dietary habits
included questions about the frequency of intake of different
food items during the past years. The first item was about
the number of meals per day, followed by questions about
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the consumption of fish and red meat (lamb and beef), by
using the question “how many times per week or month,”
and consumption of animal fat (from red meat) or dairy
products (milk, cheese, and yogurt) by using the expressions
“never, small, medium or great part.” In the latter, “small
or medium part” of dairy products meant one cup of milk
or/and some other product per day, and “great part” meant
more than 2 cups of milk per day or/and a large amount of
other product. Another question was related to total fruit and
vegetables consumption by using the question “how many
times per week. The last food-related item is regarded as
green tea consumption by using the question “how many
cups per day.” Participants were also asked about alcohol
and smoking employing the terms “non-users,” “former
users,” and “current users.” Former users were defined as
those who had consumed alcoholic beverages or tobacco
earlier in their life but not during the last years and current
users were considered as those who actually still consume
alcoholic beverages or tobacco. The total tobacco consump-
tion was determined using pack-years unity. The original
questionnaire is presented as supplementary material. All the
participants were asked about their dietary habits 10 years
prior to the study because the clinical PC has a long latency
phase, during which the disease is histologically present and
the remote dietary intake may be more important than recent
dietary intake when predicting the risk of PC [13].

2.2. Statistical Analyses. The data from 90 PC cases and
190 controls were analyzed using Graph Pad Prism version
7. Firstly we started by analyzing if the samples follow a
normal distribution. We relied on the Shapiro-Wilk test at a
significance level of 0.05. The results showed that the data did
not follow a normal distribution so all the tests from here on
will assume nothing about the distribution of the data; that
is, we will rely on nonparametric tests to analyze the data. To
check whether there were statistically significant differences
between the control and cases groups, we used the Mann-
Whitney test for continuous variables, such as PSA values.

The remainder of the variables (different types of food
consumption, family history of PC, smoking habits, and
alcoholic consumption) were grouped into categories, cor-
responding to the different possible answers. The individual
frequency of the answers was measured and stored in a
contingencies table. All tables were analyzed using the chi-
square test. To compute the confidence intervals of the odds
ratio (OR) we used on the Woolf logit method. p,,.,q Values
were determined using the chi-square test for trend.

3. Results

The Gleason score at diagnosis was between 5 and 7 in 38%
of cases and it was between 8 and 10 in 62% of cases. 12% of
cases were oriented toward prostatectomy as initial treatment
and 88% were oriented to start hormone therapy. There were
no statistical significant differences in age between cases and
controls (p = 0.101). Moreover, the nonparametric test
Kolmogorov-Smirnov showed that the ages of the two groups
(control and cases) were taken from the same distribution.
The median prostate-specific antigen (PSA) level was higher
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TABLE 1: Prostate cancer cases and controls characterization.

Cases, n (%) Controls, n (%) p value®
No. of subjects 90 190
Mean age + SD 68.87 +0.73* 6713 +0.72° 0.1012
Mean PSA + SD (ng/mL) 122 + 22.04 1.71+ 0.10 <0.0001""""
Gleason score
5.7 34 (38) — —
8-10 56 (62) — —
Primary treatment
Prostatectomy 11 (12) — —
Hormone therapy 79 (88) — —
City of living
Constantine 34 (38) 60 (32) —
Mila 16 (18) 43 (23) —
Guelma 4(4) 10 (5) —
Setif 5(6) 12 (6) —
Oum El Bouaghi 10 (11) 15 (8) —
Jijel 8(9) 19 (10) —
Skikda 6(7) 14 (7) —
Bejaia 2(2) 5(3) —
Tebassa 3(3) 8 (4) —
M’Sila 2(2) 4(2) —

*Values are expressed as mean + SD.
bBased on Mann-Whitney; PSA: prostate-specific antigen; **** p < 0.0001.

in diseased individuals than in controls (p < 0.0001). All
the participants were living in the same geographical area
distributed by different cities in the east of Algeria (Table 1).

Table 2 shows the odds ratio and the relative risk for
the relationship between the intake of different food items
and PC. When comparing men who ate more than three
meals per day to men who consumed only two to three
meals per day, no statistically significant associations were
observed between numbers of meals consumed per day and
PC risk. Also, no statistical association was found between
fish consumption and PC, when comparing men who ate
fish more than three times per month to those who had fish
in their meals less than 2 times per month. A significant
relationship between red meat consumption and PC risk was
observed. A strong positive association (p < 0.0001) between
lamb consumption and PC was found. The odds ratio and
the relative risk increased significantly with the increased
lamb meat meals consumed per month. Compared to those
who never or rarely consumed lamb, they were, respectively,
3.33 (1.74 to 6.37) and 2.46 (1.49 to 4.06), p = 0.0002, in
those who consumed lamb between one to two times per
month and were 4.99 (2.36 to 10.53) and 3.10 (1.84 to 5.24),
p < 0.0001, in those who consumed lamb three times
or more per month. A positive association was also found
between beef consumption and PC (p.,q = 0.013), but
it was only significant in men who ate beef three times or
more per month. Concerning animal fat derived from red
meat consumption, a strong positive correlation was found
(Pirena < 0.0001). Increased risk was observed for men with
high intake of animal fat compared to those who never eat

animal fat or just normally consumed a small part relative
to the total of food intake daily [OR 7.38 (95% CI 3.87 to
14.06) and RR 3.02 (95% CI 2.17 to 4.20); p < 0.0001]. The
dairy product intake was also associated with PC risk. The
risk increased significantly in men with high intake of dairy
products compared to those who consumed just a small or
medium part daily. Inverse strong association was observed
between total fruit and total vegetables consumption and PC
risk (Pyreng < 0.0001). The odds ratio and the relative risk
decreased significantly with increased fruit and vegetables
consumed per week. The results obtained showed that PC
is less common in men who consumed vegetables 7 to 13
times per week and much less common for those who intake
vegetables 14 or more times per week and fruit 7 to 14 times
per week. Results concerning green tea consumption showed
that PC risk decreased with the number of cups of green tea
consumed per day. However, these results were not significant
(Pirend = 0.07), and OR and RR were, respectively, 0.64 (95%
CI 0.36 to 1.15) and 0.74 (95% CI 0.48 to 1.12), p = 0.1569, for
those who drank 1 to 3 cups per day, and they were 0.40 (95%
CI 0.08 t01.92) and 0.51 (95% CI 0.14 to 1.82), p = 0.2025, for
individuals who had consumption of more than 3 cups per
day.

The results in Table 3 indicate that a higher proportion
of cases had a family history of PC (22%) compared to
controls (4%). A statistically significant association between
family history of PC in first degree (father or brother)
and PC risk was observed. Men with a family history of
PC in second degree (grandfather or uncle) were also at
higher risk of getting PC. A positive strong correlation was
observed between PC incidence and alcohol consumption
(p < 0.0001). The odds ratio and the relative risk for former
users compared to nonusers were, respectively, 5.53 (95% CI
2.68 to 11.42) and 2.51 (95% CI 1.84 to 3.40). Also, smoking
status showed a potent positive association between smoking
and the risk of getting PC (pyeng < 0.0001). The odds ratio
and relative risk for former smokers compared to nonsmokers
were, respectively, 3.17 (95% CI 1.76 to 5.69) and 2.27 (95%
CI 1.47 to 3.50) and, for current smokers, the values were,
respectively, 4.05 (95% CI 1.84 to 8.89) and 2.60 (95% CI 1.57
to 4.31). According to total tobacco consumption, we found a
dose-response relation to PC risk which was 3.56-fold higher
in men who consumed more than forty pack-years (more
than 292 kg of tobacco) in their life (Table 3).

4. Discussion

In this study, controls and PC-positive patients were collected
in the same period and interviewed face-to-face using a
structured questionnaire to decrease the probability of bias.
Cases were interviewed only after the confirmation of their
disease and controls were selected carefully and matched to
disease cases based on age and region of residence. The use of
past 10 years’ dietary history is justified by the fact that PC has
a long latency period (10 to 15 years) [13] and because dietary
changes may have occurred after diagnosis of the disease, thus
not reflecting the typical diet consumed before the onset of
PC. Still, since this is a case-control study we cannot exclude
a certain degree of recall bias [14].
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TABLE 2: Association between the amount and kind of different food items and the risk of prostate cancer.
Cases, n (%) Controls,n (%) Odds ratio® 95% CI*  Relative risk®  95% CI* p value®
Number of meals/day
2 to 3 meals 70 (78) 158 (83) 1
>3 meals 20 (22) 32(17) 1.41 0.75-2.63 1.25 0.84-1.86 0.3238
Fish, time/month
0-2 55 (61) 118 (62) 1
>3 35 (39) 72 (38) 1.04 0.62-1.74 1.03 0.72-1.45 0.8957
Red meat, time/month
Lamb
0 17 (19) 95 (50) 1
1-2 40 (44) 67 (35) 3.33 1.74-6.37 2.46 1.49-4.06 0.0002""*
>3 25 (28) 28 (15) 4.99 2.36-10.53 3.10 1.84-5.24  <0.0001"**"
Purend” <0.0001"***
Beef
0 16 (18) 57 (30) 1
1-2 39 (43) 81 (43) 1.71 0.87-3.36 1.48 0.89-2.45 0.1394
>3 35 (39) 52 (27) 2.39 119-4.83 1.83 111-3.03 0.0170"
Pusend” 0.013"
Animal fat
Never or small part* 37 (41) 127 (67) 1
Medium part" 10 (11) 43 (23) 0.79 0.36-1.74 0.83 0.44-156 0.7020
Great part1 43 (48) 20 (10) 7.38 3.87-14.06 3.02 2.17-420  <0.0001"***
Pirend” <0.0001"**"
Dairy product
Small or medium part® 45 (50) 144 (76) 1
Great part3 45 (50) 46 (24) 3.13 1.84-5.31 2.07 1.49-2.88  <0.0001"***
Total fruit, time/week
<2 17 (19) 4(2) 1
2-6 59 (66) 34 (18) 0.40 0.12-1.31 0.78 0.60-1.01 0.198
7-14 14 (15) 152 (80) 0.02 0.00-0.07 0.10 0.06-0.17  <0.0001****
Prend” <0.0001"***
Total vegetables, time/week
<7 18 (20) 7 (4) 1
7-13 60 (67) 61 (32) 0.38 0.14-0.98 0.68 0.50-0.93 0.048"
>14 12 (13) 122 (64) 0.03 0.01-0.10 0.12 0.06-0.22  <0.0001****
Pirend” <0.0001****
Green tea consumption, cups/day
<1 67 (75) 122 (64) 1
1-3 21(23) 59 (31) 0.64 0.36-115 0.74 0.48-1.12 0.1569
>3 2(2) 9 (5) 0.40 0.08-1.92 0.51 0.14-1.82 0.2025
ptrendb 0.07

95% CI = 95% confidence interval. *Determined using the chi-square test. ®Determined using the chi-square test for trend; *p < 0.05, ***p < 0.005, and

ok

P < 0.0001.

!Relative to the total of daily food intake. *One cup of milk or/with some other product (cheese, yogurt) per day. *More than 2 cups of milk per day or/with a

big quantity of other product (cheese, yogurt).

The number of meals taken per day, which can be an
indicator of total energy intake, showed no association with
the risk of PC in this study. Theoretically, high energy intake
can play a relevant role in several neoplasms since it may stim-
ulate the sympathetic nervous system and basal metabolism
leading to increased IGF-1 release which increases cell prolif-
eration automatically through the stimulation of mitosis [15].

Several case-control studies reported an association [16-18]
or no association [19, 20] between increased PC risk and high
energy intake.

Numerous epidemiological studies examined the rela-
tionship between fish consumption and PC. Although many
suggested risk reduction associated with high intake, others
are contradictory. A follow-up of 47,882 men during 12 years
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TABLE 3: Association between family history of prostate cancer, alcohol consumption, and smoking habits and the risk of prostate cancer.

Cases, 11 (%) Controls, n (%) Odds ratio® 95% CI* Relative risk® 95% CI*  p value®
Family history of prostate cancer
Absent 70 (78) 182 (96) 1
In first degree 11 (12) 3(D) 9.53 2.58-35.20 2.82 2.01-3.96 0.0002"*"
In second degree 9 (10) 5(3) 4.68 1.51-14.45 231 1.49-3.58  0.0063""
Pirend” <0.0001%***
Alcohol status
Nonusers 64 (71) 177 (93) 1
Former users 26 (29) 13 (7) 5.53 2.68-11.42 2.51 1.84-3.40 <0.0001****
Smoking status
Nonsmokers 22 (24) 99 (52) 1
Former smokers 50 (56) 71(37) 3.17 1.76-5.69 2.27 1.47-3.50  0.0001"""
Current smokers 18 (20) 20 (11) 4.05 1.84-8.89 2.60 1.57-4.31 0.0006"*"
Pirend” <0.0001****
Total tobacco consumption, unity of pack-years
0 22 (24) 99 (52) 1
1-9 9 (10) 20 (11) 2.02 0.81-5.04 1.70 0.88-3.30 0.1326
10-19 15 (17) 27 (14) 2.50 1.14-5.46 1.96 1.12-3.42 0.0311"
20-29 11 (12) 23 (12) 2.15 0.91-5.05 1.78 0.96-3.29  0.0964
30-39 9 (10) 8 (4) 506 1.75-14.59 291 1.62-523  0.0033"*
>40 24 (27) 13 (7) 8.30 3.66-18.83 3.56 2.28-5.57 <0.0001"**~
Pirend’ <0.0001"***

95% CI = 95% confidence interval. *Determined using the chi-square test. "Determined using the chi-square test for trend; * P < 0.05, ** p < 0.01, ***p <

ok ok

0.005, and P < 0.0001.

in the Health Professionals Study found that the consumption
of more than three times per week of fish was associated
with a reduced risk of PC. The strongest association was
found for metastatic cancer (RR 0.56; 95% CI 0.37 to 0.86,
compared with infrequent consumption, i.e., less than twice
per month) [11]. Similarly, five or more servings of fish per
week versus less than once was associated with a significant
reduction in PC risk [21]. Also, a recent study suggested that
prostate tissue w-3 fatty acids, especially eicosapentaenoic
acid (EPA), are protective against PC progression in men with
low risk for that disease [22]. However a meta-analysis study
provided no strong evidence of a protective association of
fish consumption with PC incidence [23]. No association was
observed in our study between fish consumption and PC,
which may be explained by the low levels of fish consumption,
compared to other studies cited [11, 21].

Our study showed a strong association between red meat
and high animal fat consumption and PC. Several previous
studies examined the relationship between red meat and
PC risk with conflicting results. Some studies suggested a
positive association [9, 24, 25], whereas others have found
no association [26, 27]. Among studies which suggested a
positive association, a case-control study found that eating
red meat (beef, lamb, or pork) at least 5 times per week
increased the risk of PC incidence by 2.5-fold [9], which
was confirmed by further studies [24]. The increased risk
may stem from triggering of carcinogenesis by high fat con-
tent, formation of carcinogenic heterocyclic amines (HCAs)
during cooking at high temperature, carcinogenic N-nitroso

compounds (NOCs), and the promotion of carcinogenesis
by heme iron [25, 26], although infection by tumorigenic
pathogens has been increasingly denoted as possible cause
[28]. Animal fat was positively associated with PC risk in
this study, in line with previous works [7, 29, 30] but not
others [31, 32]. The prospective cohort study of Giovannucci
et al. concluded that red meat and total fat consumption was
directly related to the risk of advanced PC and the association
of the latter was primarily due to animal fat. However, fat
from dairy products (with the exception of butter) or fish
was unrelated to the risk of PC [7]. Also in a prospective
study, men in the lower tercile of saturated fat consumption
compared to those in the upper tercile had three times the risk
of dying from PC [29]. The link between dietary fat content
and the development of PC is possibly related to the increase
in sex hormone and IGF-1 concentration [33], alteration
of cell membrane function, and modulation of metabolic
processes [34] or to increased oxygen radicals generation
[35].

Total dairy product intake was also positively associated
with the risk of PC in this study. The relationship between PC
and dairy products showed significant positive association
[8, 36, 37], overall null association [38, 39], or an inverse
association [40]. In the epidemiologic follow-up study, results
were similar to ours, showing that men in the highest tercile
for dairy food intake had a relative risk of 2.2 (95% CI 1.2
t0 3.9; Pirend 0.05) compared with men in the lowest
tercile [8]. However, in the majority of other studies the
relative risk was lower, 1.63 (95% CI 1.14 to 2.32) and pyeng =



0.01, in a population based prospective study performed with
43,435 Japanese men [36] and 1.26 (95% CI 1.04 to 1.51) and
Puenda = 0.03 in a large prospective study from Finland
[37]. Several potential mechanisms explain the relationship
between dairy product intake and the increased PCrrisk. First,
the high level of calcium or phosphate content in plasma
may lower intracellular bioactive metabolite of vitamin D,
1,25 dihydroxycholecalciferol concentration, [41] which is
described to have an antiproliferative effect [42]. Second,
higher intake of milk and calcium has been associated with
increased plasma levels of IGF-1 [43]. Third, estrogen content
in milk has been suggested also as possible explanation [44].

Among all food items studied, our study showed that total
vegetables and fruit consumption presented a statistically
significant protective effect on PC. These results support
that high consumption of vegetables and fruit are associated
with decreased risk of PC and are in agreement with the
findings of a case-control study performed in Montevideo
[10]. Nevertheless the finding in this context remains contra-
dictory. Some studies suggested that total fruit or vegetable
consumption may not exert a protective role [24, 45]. How-
ever, in another study a large fruit intake was associated with
increased risk of PC [46].

Green tea polyphenols, especially catechins, inhibit car-
cinogenesis by different mechanisms [47] and in the majority
of epidemiological studies a significant decrease in the risk
of PC incidence was observed with increasing intake of
green tea. In a case-control study in Southeast China, a
consumption of 3 cups of green tea daily lowered the risk
of PC [12]. In a large cohort study in Japan, only 5 or more
cups per day reduced the risk of advanced PC [48]. Agreeing
with some studies [49, 50], our results did not confirm
the protective effect of green tea consumption. This can be
explained by the fact that green tea is not a popular beverage
in Algeria. The studied population reflected the fact that most
of the studied individuals rarely or never drink green tea.

The family history of PC was another factor risk in the
Algerian population studied. 22% of PC cases had a family
history of PC, against only 4% of controls. Family history
of PC has been examined in many studies and in different
populations, with most studies finding a positive association
[51-53]. Steinberg et al. observed increased PC risk among
men whose first or second degree relatives also had PC [52].
In a multicenter case-control study performed in the US and
Canada in Afro-American, Whites, and Asian-Americans,
13% of cases and 5% of controls reported a father, brother, or
son with PC and family history association with a statistically
significant 2- to 3-fold increase in risk in each of the three
ethnic groups [53]. Also, in a recent study in Brazil, family
history was also a PC risk factor [51]. In addition to the
positive association found between family history and PC
risk, the latter increased with the number of relatives affected
[52].

Our results suggest that alcohol intake is associated
with increased PC risk. No current users were found in
the population studied since cases and control individuals
never drink alcohol or just drank a few times during their
youth, with the rest (29% cases and 7% controls) being
former users. Most studies showed no association between
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alcohol intake and PC [54-56] with a few studies reporting
an inverse association [57, 58]. In a follow-up study of
alcohol and PC, a significant inverse association was shown
between distant past heavy drinking (25 drinks/week) and
PC [58]. Similarly, an inverse association was observed in
another study with the total number of drinking years but
no association was found with lifetime intake of total and
beverage specific ethanol [57]. In these studies, the protective
role of alcohol observed has been interpreted by the finding
that alcohol may increase metabolic clearance of testosterone
[59]. Nevertheless, our study is comparable with many others
supporting the hypothesis that alcohol increases PC risk. In
a recent case-control study, current alcohol intake was not
associated with PC but lifetime intake increased significantly
the risk of both aggressive and nonaggressive PC [60] while,
in the cohort of US health professionals, men who drank
large amounts of alcohol in a short time were also found to
be at higher risk of PC [61]. Other studies suggested that
heavy alcohol consumers or alcohol abusers have higher PC
incidence, with 4 alcoholic drinks per day being associated
with about a 21% increased risk of PC [62]. In our study, we
did not have enough information from all cases and controls
to examine the association between the amount and the
period of alcohol intake and PC risk.

In contrast to several studies which did not support
that smoking is a factor risk of PC [17, 24, 55], we found
out that smoking was associated with increased risk. Our
results support the finding of other studies which found a
positive association between smoking and PC risk. In the
study of Plaskon et al. current smokers were associated with
an increased risk in contrast to former smokers, with a
dose-response relation noted between number of pack-years
smoked and PC risk [63]. In another study, the relative risk
for PC was significantly elevated among cigarette smokers
but no clear dose-response relation for was observed [64].
Another study found that early (before age 30), late (within
recent 10 years), and lifetime cumulative smoking history
were unrelated to the risk of total PC. While men who
had smoked 15 or more pack-years of cigarettes within the
preceding 10 years were at higher risk of distant metastatic
and fatal PC, the excess risk among smokers was eliminated
after 10 years of quitting [65]. Two pathogenic mechanisms
were proposed to link cigarette smoking and increased PC
risk. The first one is related to carcinogenic substances found
in cigarettes such as cadmium which can indirectly induce
PC through the interaction with androgen receptor [66]. A
second factor relates to the effect of smoking on sex hormones
level. Male smokers are reported to have elevated level of
circulating testosterone [67].

5. Conclusion

Our study indicates that dietary habits, family history of PC,
alcohol intake, and smoking may influence the development
of PC in East Algerian population. Risk factors for PC
appeared to be the intake of red meat, high consumption of
animal fat and dairy product, family history of PC, alcohol
intake, and smoking. A protective effect was found for high
intake of fruit and vegetables. Green tea reduced, although
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not statistically significant, the risk of PC. However the
number of meals intake per day and fish consumption was
found to be independent factors for PC.
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Green tea (GT) has been studied for its effects as antioxidant and cancer-preventive agent. Epidemiological studies showed
that GT consumption decreases the risk for prostate cancer (PC). To investigate whether erythrocyte oxidative stress (OS) is
associated with PC and whether daily consumption of GT improves the oxidative phenotype, we performed a study in a group
of Algerian PC patients, preceded by an in vitro study to characterize composition and antioxidant/antiproliferative activities of
the GT used. This contained a high content of phenolic and flavonoid compounds, demonstrating in vitro antioxidant activity
and significant antiproliferative effect on human prostate cancer PC-3 cell line. Seventy PC patients and 120 age-matched healthy
subjects participated in the study, with glutathione (GSH), malondialdehyde (MDA), and catalase activity evaluated before and after
GT consumption. The results showed a reduced GSH and catalase activity and a high level of MDA in erythrocytes from PC patients.
The consumption of 2-3 cups per day of GT during 6 months significantly increased GSH concentration and catalase activity and
decreased MDA concentration. In conclusion, GT significantly decreased OS in Algerian PC patients. Regular consumption of GT

for along period may prevent men from developing PC or at least delay its progression.

1. Introduction

Prostate cancer (PC) is the second most common malignancy
diagnosed in men and the fifth leading cause of mortality
in the world. In fact, PC was one of the most frequently
diagnosed male neoplasias and the sixth leading cause of
death in Algeria in 2012 [1]. As in most cancers, the etiological
factors of PC still remain poorly understood although many
studies suggested that aging [2, 3], diet [4], and inflammation
[5] are involved in PC development and progression, with
oxidative stress possibly being a common link. In fact,
several studies in humans showed significant alterations
in oxidant-antioxidant balance in PC patients when com-
pared to controls. Significant high levels of malondialdehyde,

ceruloplasmin, and lower levels of reduced glutathione and
glutathione peroxidase, catalase, and superoxide dismutase
activities were observed in PC patient blood [6-8].

Green tea, a beverage prepared from the dry leaves of
Camellia sinensis (L.) Kuntze, has been extensively studied
for its effect as a potent antioxidant [9, 10] and on cancer
prevention [11-13]. Epidemiological studies found that green
tea consumption may decrease the risk for PC [14, 15]. Using
PC cell lines, it was demonstrated that green tea polyphenols,
especially catechins, the major species, inhibit carcinogenesis
through different mechanisms of action including induction
of cell cycle arrest [16], apoptosis [17], inhibition of the
insulin-like growth factor receptor [18] and androgen recep-
tor downregulation by interaction with its ligand-binding



domain [19]. In many preclinical trials, the administration of
an oral infusion of green tea catechins in TRAMP (transgenic
adenocarcinoma of mouse prostate) mice confirmed the
efficacy of green tea in decreasing PC progression [20, 21].
However, few studies were performed in human [22-24] with
only a few finding encouraging results [22, 24].

The current study aimed to investigate whether PC was
associated with increased oxidative stress in erythrocytes
in a set of Algerian patients and whether green tea intake
inversely correlated with oxidative stress, a possible factor
involved in PC development and progression. We selected
a popular type of commercial Chinese green tea in Algeria
and measured its phenol and flavonoid content, as well as
antioxidant and antiproliferative activities in vitro. In the
follow-up translational step, we evaluated oxidative stress
markers in peripheral blood in Algerian PC patients before
and after green tea consumption.

2. Materials and Methods

2.1. Materials. Dulbeccos modified Eagle’s medium (DMEM,
D5648), Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI,
1640), penicillin, streptomycin, fetal bovine serum (FBS),
and 0.25% Trypsin-EDTA were purchased from Gibco-
Invitrogen (Grand Island, NY). Sodium chloride (NaCl),
sulforhodamine B sodium salt (SRB), Tris, and trypan-blue
solution were obtained from Sigma-Aldrich Chemical Co.
(Saint Louis, MO, USA). Ellman’s Reagent (DTNB, D8130),
thiobarbituric acid (TBA, T5500), L-glutathione reduced
(GSH, G4251) were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). All other reagents and chemical compounds
used were of the greatest degree of purity commercially
available. In the preparation of every solution, including
buffers, ultrapure distilled water (conductivity < 18 uS-cm™"),
filtered by the Milli-Q from a Millipore (Billerica, MA)
system, was always used in order to minimize as much as
possible contamination with metal ions.

2.2. Experimental Approach: In Vitro

2.2.1. Green Tea Extraction. Two thousand grams of commer-
cial Chinese green tea leaves of Camellia sinensis (L.) Kuntze
plant was macerated with EtOH/H,O (7 : 3 v/v) for 48 h three
successive times. The combined filtrate was dried by evapo-
ration and the ethanolic extract obtained was solubilized in
800 mL H,O. The aqueous filtrate was successively extracted
with chloroform (CHCI;), ethyl acetate (EtOAc), and n-
butanol (#n-BuOH). The organic phases were concentrated
in vacuum to obtain the following extracts: (CHCl,) (4.7 g),
EtOAc (27.66 g), and n-BuOH (46.31 g).

2.2.2. Determination of Total Phenolic and Flavonoid Content.
The total phenolic content in green tea extracts (CHC;,
EtOAc, and n-BuOH) was measured using the method of Sin-
gleton et al. [25]. To 20 ul of each green tea extract prepared
in methanol (1mg/ml), 100 ul of Folin-Ciocalteu and 1580 ul
of distilled water were added successively, flowed three min
later by 300 ul of sodium carbonate (20%). Samples were
stirred for 2 h at room temperature, and the absorbance was
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then evaluated at 765 nm. The concentration of total phenolic
compounds was determined as pg of gallic acid equivalent
(GAE) per mg of extract using a standard curve which
was prepared using gallic acid solutions (0 to 500 mg/ml)
solubilized in MeOH/H, O (1: 9 v/v).

The total flavonoid content in green tea extracts was
determined according to the method of Wang et al. [26].
0.5ml of 2% AICl; was mixed with 0.5ml of sample. After
1h incubation at room temperature, the absorbance was
measured at 420 nm. The concentration of flavonoids was
determined as pg of quercetin equivalent (QE) per mg of
extract using standard quercetin calibration curve.

2.2.3. HPLC-TOF/MS Analysis of Green Tea Extracts. To
analyze the phenolic content of the different green tea
extracts, high-performance liquid chromatography/time-of-
flight mass spectrometry (HPLC-TOF/MS) analysis was used.
Agilent Technologies 1260 Infinity HPLC System was coupled
to a 6210 time-of-flight (TOF) LC/MS detector and ZORBAX
SB-Cl18 (4,6 x 100 mm, 3.5 ygm) column. The mobile phases
A and B were ultrapure water solution with 0.1% formic
acid and acetonitrile, respectively. Flow rate was 0.6 ml/min
and column temperature was 35°C. The green tea extracts
(200 ppm) and stock solutions of 23 standard phenolic
compounds (2.5 ppm) were prepared in methanol at room
temperature. The samples were filtered passing through a
PTFE (0.45 um) filter by an injector to remove particulates.
The injection volume was 10 ml and the solvent program was
as follows: 0 min 10% B; 0-1min 10% B; 1-20 min 50% B;
20-23 min 80% B; 23-25 min 10% B; 25-30 min 10% B. The
ionization mode of MS-TOF instrument was ES negative with
gas temperature of 325°C, gas flow 0f10.0 1/min, and nebulizer
of 40 (psi). The phenolic content of green tea extracts was
determined by comparing retention times and m/z values of
green tea extracts and standard phenolic compounds.

2.2.4. Evaluation of the Antioxidant Activity

(1) DPPH Radical-Scavenging Activity Assay. The ability
of green tea extracts to quench DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) radical was evaluated by the method of Braca
et al. [27]. To increasing concentrations (1, 2.5, 5, 10, 20, and
25 pg/ml) of methanol-dissolved extracts, 3 ml of methanol
DPPH solution (0.004%) was added. Test tubes were incu-
bated at room temperature for 30 min, and absorbance was
then measured at 517 nm. Tests were carried out in triplicate
and ascorbic acid was used as positive control. The percentage
of DPPH scavenging activity (I%) was calculated using the
following equation (1):

(AO _Al)

%= |
0

] x 100, 1)

where A, is the absorbance of DPPH solution alone and A is
the absorbance of DPPH solution + extract or vitamin C. The
half inhibition concentration (IC5,) of green tea extracts was
calculated from the plot of percentage of inhibition against
concentration of green tea extracts.
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(2) Inhibition of Lipid Peroxidation. The lipid peroxidation
assay was performed according to the modified protocol
of Cao and Ikeda using egg vitellose [28]. To evaluate the
capacity of green tea extracts to inhibit lipid peroxidation,
0.5 ml of 10% egg vitellose homogenate as lipid-rich media was
mixed with 50 yl of FeSO, (0.07 M) and then incubated with
increasing concentrations of green tea extracts or vitamin
C at 37°C for 30 min. After incubation, Iml TCA 20%
(trichloroacetic acid) and 1.5ml TBA 1% (thiobarbituric
acid) were successively added. The samples were mixed and
then heated for 15min at 95°C. After centrifugation (400g
for 20 min), the resulting thiobarbituric reacting substances
(TBARS) were measured in the supernatant at 532 nm. The
lipid peroxidation inhibition was calculated as percentage
(I%) according to (1), where A, is the absorbance of the con-
trol (without extract or vitamin C) and A, is the absorbance
of sample + extract or vitamin C.

2.2.5. Evaluation of the Cytotoxicity Effect of
Green Tea Extracts

(1) Cell Culture and Treatments. The human metastatic
prostate cancer cell line PC-3 [29] and human foreskin BJ
fibroblasts [30], purchased from America Tissue Type Col-
lection (Manassas, VA), were cultured in RPMI (1640) and
DMEM (D5648) media, purchased from Gibco-Invitrogen
(Grand Island, NY), supplemented with 1.5 g/l sodium bicar-
bonate, 10% fetal bovine serum, 100 U/ml of penicillin, and
100 pg/ml of streptomycin in tissue-culture dishes at 37°C in
a humidified atmosphere of 5% CO,. All cells were passaged
by trypsinization when reaching 70-80% confluence and all
experiments were performed in log-phase growth cultures.
Green tea extracts (ChCl;, EtOAc, and n-BuOH) were pre-
pared in dimethyl sulfoxide (DMSO) and stored at 4°C in
the dark. The total volume of DMSO was always smaller than
0.1%, which had negligible effects in all experiments. Green
tea extracts were directly added to the culture medium at
the described concentrations. Vehicle controls received an
equivalent amount of DMSO only.

(2) Cell Proliferation Measurements. The sulforhodamine B
(SRB) assay was used to measure cell protein, which is
dependent on the amount of cells in each well [31]. In the
present study, we used both human foreskin BJ fibroblasts,
which have a long lifespan and are commonly used as a
nontumor control cell line [32, 33] and the human PC-3 cell
line, commonly used as an in vitro model for PC studies
[29]. Both cell lines were seeded in 48-well plates with a final
volume of 500 ul per well at a density of 10,000 and 20,000
cells per ml, respectively. The two cell lines were treated with
increasing concentrations of green tea extracts (5, 10, 25,
and 50 pug/ml). Twenty-four hours after drug addition, the
incubation medium was removed, wells rinsed with 1% PBS,
and cells were fixed in 1% acetic acid in ice-cold methanol
for at least one day. Cells were then incubated with 0.05%
(w/v) SRB reagent dissolved in 1% acetic acid for 1h at 37°C.
Unbound dye was removed with 1% acetic acid. Dye bound to
cell proteins was extracted with 10 mM Tris-base solution, pH
10. After SRB labeling, absorbance was measured at 540 nm

in a plate reader and the amount of dye released which is
proportional to the number of cells present in the dish was
measured [31]. The results were expressed as a percentage of
control.

2.3. Human Studies

2.3.1. Study Subjects. Ninety patients diagnosed with histo-
logically confirmed PC at the Clinic of Urology-Nephrology
and Kidney Transplant Daksi, Constantine, Algeria, were
interviewed and invited to participate in the study. Patients
received oral and written information about the study and
gave their written consent. Three patients refused to partic-
ipate. Eighty-seven volunteers received the same brand of
green tea after the evaluation of its antioxidant and cytotoxic
effect (in vitro approach). The offered quantity of green tea
was weighed and divided into doses of 2 g for each. Subjects
were asked to drink 5 cups of green tea infusion per day for
6 months. Green tea was prepared every day at the same
temperature (70-80°C), time of infusion (5 minutes), and
concentration (2g of tea leaves in 100 ml of water for each
cup) [34]. The information about total Gleason score, serum
PSA level at diagnosis, and primary treatment taken for
patients were obtained from the medical record. No smoking
or alcohol drinking age-matched 120 healthy subjects were
selected carefully in the Clinic of Urology-Nephrology and
Kidney Transplant Daksi, Constantine, Algeria, and in the
blood sample collection room of the Laboratory of Biochem-
istry of Establishment Public Hospital of Chelghoum Laid
City, Algeria. Controls were divided into two groups: green
tea drinkers (n = 35) and nontea drinkers (n = 85). The
Ethics Committee of the EHS Daksi certified that the data
collection was performed at the Department of Urology and
Renal Transplant without any risk for patients.

2.3.2. Samples Collection and Preparation of Hemolysates.
Heparinized venous blood samples were collected after an
overnight fast. Patients sample collection was at the begin-
ning (T = 0), after green tea consumption (T = 3 months) (T
= 6 months). Blood samples were immediately centrifuged
at 300g for 15min and then serum aliquots were removed
and stored at —80°C until assayed. Erythrocytes were washed
three times by centrifugation (300g, 15min) in an ice-cold
isotonic sodium chloride solution (1:10, v/v). The super-
natant and buffy coat of white cells was carefully removed
after each wash. A portion of the erythrocytes obtained
were used for GSH determination, while the remaining
was resuspended in the washing solution to give a 50%
suspension. Hemolysis of the washed cell suspension was
achieved by mixing 1 volume of cells with 9 volumes of
cold distilled water. After removing the cell debris by cen-
trifugation (300g, 15 min), the hemolysate obtained was used
for determination of enzymatic activity of CAT and TBARS
measurement. The hemoglobin content in the red blood cell
lysate was measured according to the cyanmethemoglobin
method using Drabkin’s reagent [35].

2.3.3. Biochemical Assays. The GSH concentration was mea-
sured using the method described by Beutler et al. [36].



Briefly, 0.2 ml fresh erythrocytes pellet was added to 1.8 ml
distilled water followed by 3 ml precipitating solution (1.65 g
metaphosphoric acid, 0.2g EDTA, and 30 g NaCl in 100 ml
distilled water). The mixture was allowed to stand 5 min
and centrifuged next (300g, 15min). Eightml of 0.3 mM
disodium phosphate solution and 1 ml of DTNB were added
to 2ml of supernatant. A blank was prepared replacing
erythrocytes for 0.2 ml of distilled water. GSH standard was
prepared with 0.2 ml the glutathione solution, 8 ml of 0.3 mM
disodium phosphate solution, and 1 ml of DTNB. The optical
density was measured at 412 nm in a spectrophotometer.

Erythrocytes catalase (EC 1.11.1.6) activity was estimated
in the hemolysate following the method of Greenwald (1985)
[37] based on the scavenging of hydrogen peroxide (0.019 M)
in the presence of phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4) by catalase
present in the sample. Catalase activity was expressed as
international unit per g hemoglobin (UI/gHDb).

Lipid peroxidation in erythrocytes was evaluated by mea-
suring malondialdehyde (MDA) in the hemolysate according
to the double heating method (Draper and Hadley (1990))
[38]. This method is based on the reaction of lipid peroxides
(MDA) with thiobarbituric acid (TBA, 0.67%) in acidic
environment (TCA, 10%) at 90-100°C to form a pink pigment
with absorption maximum at 532 nm. The concentration of
MDA was calculated by the absorbance coefficient of MDA-
TBA complex 1.56 x 10°cm ™' M™' and was expressed in
pumol/gHb.

3. Statistical Analysis

Sulforhodamine B results were expressed as mean + SEM
and multiple comparisons were performed using one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s multiple
comparisons test. Data from human studies were expressed
as mean + SD and differences between the different groups
were using a Student’s ¢ test. Significance was accepted with
p < 0.05.

4. Results

4.1. In Vitro Characterization of Green Tea
Composition and Activity

4.1.1. Total Phenolic and Flavonoid Content of Green Tea
Extracts. Total phenolic and flavonoid content in the differ-
ent green tea extracts obtained showed a high concentration
of phenolic and flavonoid compounds especially in the EtOAc
and n-BuOH extracts. The latter contained 548.33 + 54.62
and 394.66 + 22.67 ug of gallic acid equivalent/mg extract
of phenolic compounds and 12.16 + 0.01 and 31.20 + 0.1 ug
of quercetin equivalent/mg extract of flavonoid compounds,
respectively. The CHCI, extract contained minor amounts of
phenolic and flavonoid compounds, namely, 82.33+5.04 ug of
gallic acid equivalent/mg extract of phenolic compounds and
5.04+0.59 ug of quercetin equivalent/mg extract of flavonoid
compounds (Figure 1).

4.1.2. Evaluation of Phenolic Content of Green Tea Extracts
Using HPLC-TOF/MS. Analysis by HPLC-TOF/MS revealed
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F1GURE I: Total phenolic and flavonoid content of green tea extracts,
measured as described in Materials and Methods. Concentrations of
total phenolic compounds are expressed as ug of gallic acid equiv-
alent (GAE) per mg of extract and total flavonoids are expressed as
ug of quercetin equivalent (QE) per mg of extract. Values are means
+SD (n = 3).

the presence of different phenols in the different green tea
extracts. Using 23 standard phenolic compounds, seventeen
different phenols were detected in the EtOAc and n-BuOH
extracts. A high amount of gallic acid and catechins and
relevant amounts of vanillic acid, salicylic acid, rutin, and p-
coumaric acid were found in the EtOAc extract. The n-BuOH
extract contains also a high amount of gallic acid followed
by rutin, gentisic acid, salicylic acid, and chlorogenic acid.
Fifteen phenols were detected in the CHCl, extract although
all present in small amounts (Figure 2, Table 1).

4.1.3. Antioxidant Activity of Green Tea Extracts. No signifi-
cant antioxidant activity was observed for the CHCl; extract
but significant effects were found with EtOAc and n-BuOH
extracts. Compared to vitamin C (IC;;, = 5 £ 0.1 yug/ml),
EtOAc and n-BuOH extracts also significantly quenched the
DPPH radical (ICs, = 2.98 £ 0.32 and 7.58 + 0.74, resp.) and
their effects were dose-dependent. The highest percentages
of DPPH inhibition were, respectively, 93.4% and 93.2%,
which were similar to vitamin C in the same concentration
(20 ug/mL) (Figure 3(a), Table 2).

A dose-dependent decrease in lipid peroxidation was also
observed with EtOAc (IC5, = 201.01 + 2.55 ug/ml) and n-
BuOH (ICs, = 302.18 + 28.31 ug/ml) extracts, although the
effects were not comparable to those of vitamin C (IC;, =
20 + 1.06 pg/ml) (Figure 3(b), Table 2).

4.1.4. Cytotoxicity of Green Tea Extracts on Human Prostate
Cancer PC-3 Cell Line. The results regarding cytotoxic-
ity activity using the SRB assay indicated that green tea
extracts showed significant antiproliferative activity against
the human prostate cancer PC-3 cell line. Dose-dependent
toxicity on that cell line was observed after 24 h treatment
with EtOAc and n-BuOH extracts, with ICy, values of
36.37 and 37.74 pg/ml, respectively. However, no effects were
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TaBLE I: The different phenols revealed in the green tea extracts and
their levels (expressed as mg per kg of dry leaves of green tea).

Phenolic content of green tea extracts

Phenols (mg phenolic/kg plant)

CHCl, EtOAc n-BuOH

extract extract extract
Gallic acid 0.25 77793 1344.96
Gentisic acid 0.15 ND 102.14
Catechins 0.04 174.95 ND
Chlorogenic acid ND 237 21.18
4-Hydroxybenzoic acid 0.31 ND 1.8
Protocatechuic acid 0.03 2.49 3.51
Caffeic acid 0.04 7.43 5.66
Vanillic acid 5.00 46.31 20.04
4Hydroxybenzaldehyde 03 0 ND
Rutin 0.1 222 646.29
p-Coumaric acid 0.70 15.00 418
Ellagic acid 0.51 0.85 1.35
Chicoric acid ND 0.2 0.67
Ferulic acid ND ND 1.92
Hesperidin ND 0.65 2.5
Apigenin 7-glucoside ND 0 1.96
Rosmarinic acid 0.03 0.237 ND
e TR
Salicylic acid 6.5 34.69 21.23
Resveratrol ND ND 0.08
Quercetin 0.71 ND ND
Naringenin 0.08 0.35 ND
Kaempferol ND ND 0.43

ND: not detected.

TaBLE 2: IC;, values of antioxidant activities of green tea extracts
and vitamin C in DPPH and LPO assays, obtained from Figure 2
data. Values are mean + SD (n = 3).

Extracts and standards IC;, (ug/ml)

DPPH LPO
CHCl, 207.94 + 3.12 —
EtOAc 2.98 £0.32 201.01 £ 2.55
n-BuOH 7.58 £ 0.74 302.18 £ 28.31
Vitamin C 5+0.1 20 £ 1.06

observed on the nontumor, control fibroblast BJ cell line
with both extracts. No cytotoxicity effects were observed in
any of the cell lines tested after 24 h treatment by increasing
concentrations of CHCI, extract (Figure 4).

4.2. Human Studies

4.2.1. Study Subjects. At the beginning of the study, 87 PC
patients accepted to participate and regularly received green
tea. After 6 months, 17 patients were excluded from the study

(6 patients died during the study, 3 refused to continue the
study after 3 months, and 8 did not drink tea or drank it
only a few times during the entire period of the analysis).
The cohort investigated consisted then in 70 PC patients with
median age of 70.64 + 6.5 years and median serum PSA level
of 62.73 + 33.97 ng/ml. The Gleason score at diagnosis was
between 5 and 7 in 40% of cases and between 8 and 10 in 60%
of cases. Eleven percent of cases underwent prostatectomy
followed by hormone therapy, 11% underwent radiotherapy
associated with hormone therapy, 49% were under hormone
therapy, and 29% were under chemotherapy associated with
hormone therapy. Controls were 85 age-matched healthy
subjects which never or rarely drank green tea (median age
68.5 + 6.56 years, p = 0.1169) and 35 age-matched healthy
subjects who normally drank 1 to 3 cups of green tea per day
for at least 1 year (median age 68.81 + 6.42 years, p = 0.2537)
(Table 3).

4.2.2. Level of Lipid Peroxidation and Antioxidants Status. To
assess oxidative stress in erythrocytes from PC patients, lipid
peroxidation and antioxidants were measured in erythrocytes
before starting the green tea drinking protocol (T0). Signif-
icant alterations in reduced glutathione (GSH) level and in
catalase activity were observed and a high level of MDA was
found in PC patient’s erythrocytes as compared to controls
that never or rarely drank tea. GSH (mg/dl) was 20.79 + 4.32
versus 40.51 + 4.87 (p < 0.0001), CAT (Ul/gHb) was 15.29 +
1.75 versus 23.84 + 2.03 (p < 0.0001), and MDA (nmol/gHb)
was 99.52 + 12.49 versus 33.83 £ 5.14 (p < 0.0001) (Figure 5).
No significant difference was observed in GSH level between
control individuals who regularly drank 1 to 3 cups of green
tea per day and those that never or rarely drank tea (42.02 +
4.23 mg/dl versus 40.51 + 4.87 mg/dl), but catalase activity
was higher (25.94 + 1.81 UI/gHb versus 23.84 + 2.03 UI/gHb,
P < 0.005) and MDA level was lower (29.98 +4.73 nmol/gHb
versus 33.83 + 5.14 nmol/gHb, p < 0.05) in those individuals
drinking green tea (Figure 5).

After three months of green tea consumption (2 to 3 cups
per day), the levels of lipid peroxidation and antioxidants in
erythrocytes of PC patients were evaluated again. Significant
increases in GSH level (to 31.58 + 2.57 mg/dl, p < 0.0001)
and in catalase activity (to 17.23 + 1.51 UI/gHb, p < 0.05)
were observed and a significant decrease in MDA level was
found (to 85.84 + 12.05 nmol/gHb, p < 0.01) (Figure 5).

After another three months of green tea drinking,
reduced GSH significantly increased to 34.36 + 3.64 mg/dl,
p < 0.0001 and catalase activity to 22.19 + 1.78 UI/gHb,
p < 0.0001. Furthermore, MDA level further decreased to
45.16 + 7.45 nmol/gHb, p < 0.0001 (Figure 5).

5. Discussion

The excessive production of ROS, unbalance in antioxidant
defense systems, or both combined may cause oxidative
stress in different cell compartments, triggering cell signaling
processes associated with initiation and development of many
diseases including PC. Evidence suggests that PC progress
is associated with increased oxidative stress [39]. Several
possible mechanisms may contribute to increased ROS
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FIGURE 2: Chromatograms of green tea extracts. (a) Chromatogram of chloroformic (CHCI;) green tea extract. (b) Chromatogram of ethyl
acetate (EtOAc) green tea extract. (c¢) Chromatogram of n-butanol (n-BuOH) green tea extract. The chromatographic conditions were
described in Materials and Methods. The phenols detected by HPLC-TOF/MS analysis are expressed as numbers from 1 to 23.

generation associated with PC development and progression
including inflammation, diet, aging, NADPH oxidase, steroid
hormones, and mitochondrial and nuclear DNA mutations
[39]. A number of studies have investigated the effect of
antioxidant supplements in preventing or reducing the risk
of PC, although the results are still conflicting [40]. In the
current study, we tested the capacity of green tea, described to
have a general antioxidant property [10] to reduce oxidative

stress in PC patients. A group of Algerian patients with
PC were tested with a commercial Chinese green tea. For
the safety of patients and to confirm the antioxidant/anti-
proliferative activity of the Chinese green tea used, we first
investigated its composition and its effects in vitro. The
commercial green tea used was first extracted using different
solvents (ChCl;, EtOAc, and n-BuOH), followed by evaluat-
ing phenolic and flavonoid content, as well as each extract
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antioxidant and antiproliferative activity. We confirmed here
that the green tea used, namely, the extracts obtained, had
significant antioxidant activity. Unlike the ChCl; extract
which contained very few amounts of phenols and flavonoids,
the EtOAc and n-BuOH extracts significantly quenched the
DPPH radical and inhibited lipid peroxidation. In addition,
these two latter extracts showed a significant antiproliferative
effect against the human PC-3 prostate cancer cell line.
The simultaneous antioxidant and antiproliferative effects
observed may be ascribed to their rich content of phenols and
flavonoids [10, 41]. In fact, gallic acid [42, 43] and rutin [44]
in both EtOAc and n-BuOH extracts and catechins [17, 45]
in the EtOAc extract are present within significant amounts

and are known for their antioxidant and antiproliferative
activity. In fact, the literature demonstrates that often natural
compounds can act as both antioxidants and anticancer
agents, taking advantage of the particular redox environment
and signaling pathways in cancer cells [46, 47]. Interestingly,
all green tea extracts used did not show any cytotoxicity
effect in the normal BJ fibroblasts, which was an indirect
confirmation that the use of the green tea chosen was safe
generally for patients.

Seventy PC patients and 120 age-matched healthy subjects
participated in the current study. The evaluation of lipid
peroxidation and the antioxidant markers in the subset of
Algerian PC patient’s erythrocytes at the beginning of the
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TABLE 3: Patients and respective control data.

Patients, n (%) Controls-tea', n (%) Controls + green tea®, 11 (%)
No. of subjects 70 85 35
Mean age = SD 70.64 + 6.5 68.5 + 6.56 68.81+ 6.42
p value® 0.1169" 0.2537°
Mean PSA + SD (ng/ml) 62.73 + 33.97 1.43 £0.92 1.27 £0.97
p value® <0.0001° <0.0001°
Gleason score
5.7 28 (40) - —
8-10 42 (60) — —
Treatment
Prostatectomy + hormone therapy 8(11) — —
Radiotherapy + hormone therapy 8 (11) — —
Hormone therapy 34 (49) — —
Chemotherapy + hormone therapy 20 (29) — —

! Control individuals who never or rarely drank tea; 2control individuals who usually drank 1 to 3 cups of green tea per day; “based on unpaired t test; b comparing
PC patients to control individuals who never or rarely drank tea; “comparing PC patients to controls who usually drank 1 to 3 cups of green tea per day; PSA
= prostate-specific antigen.
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FIGURE 5: Effect of green tea consumption on lipid peroxidation and antioxidants status in erythrocytes from controls individuals and PC
patients. (a) Effect of green tea consumption in erythrocytes GSH level in controls and PC patients. (b) Effect of green tea consumption
in erythrocyte catalase activity in controls and PC patients. (c) Effect of green tea consumption in erythrocyte MDA level in controls and
PC patients. T0: PC patients before green tea consumption; 3 months: PC patients after 3 months of green tea consumption; 6 months: PC
patients after 6 months of green tea consumption; C — tea: control individuals who rarely or never drank tea; C + green tea: control individuals
who usually drank 1 to 3 cups of green tea per day. Data are expressed as the means + SD of three to four different experiments; *p < 0.05,
**p <0.01,and """ p < 0.0001, compared to T0. *** p < 0.005, P < 0.05, compared to C — tea.
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study showed the presence of increased oxidative stress,
including increased MDA concentration and low levels of
reduced glutathione (GSH) and catalase activity were mea-
sured when compared to the respective healthy controls.
These results agree with many others studies [6, 8, 48] and
confirmed that this oxidant-antioxidant imbalance may be
one of the major factors responsible for PC development and
progression in humans. A recent review with twenty three
case-control studies focusing on the role of oxidative stress
in PC patients also demonstrated increased oxidative stress
profiles and impairment of antioxidant defense systems in
PC patients, concluding that oxidative biomarkers MDA and
80H-dg as well as antioxidant parameters SOD, CAT, GSH
enzyme family, and vitamins C and E may be potentially
predictive biomarkers of PC [49].

Some epidemiological studies found that green tea con-
sumption decreases significantly the risk of PC in different
populations. Consumption of 3 daily cups of green tea in
southeast China and 5 or more cups in Japan significantly
decreased the risk of PC in these two populations [14, 15].
However, these results are conflicting with other studies
which did not show any association between green tea
consumption and PC [48]. In the present study, we found
that the consumption of 2 to 3 cups per day of green
tea during 3 months can significantly increase the level of
GSH and catalase activity and decreased the level of MDA
in PC patient’s erythrocytes. After 6 months of green tea
consumption, results from PC patients became close to that of
controls who never or rarely drank tea. Our data confirmed
that the commercial green tea used, which showed a potent
effectin our in vitro assays, decreased oxidative stress markers
and improved the antioxidative status in erythrocytes from
the PC population studied. Hypothesizing that erythrocytes
may be an adequate proxy for the prostate tissue, it is likely
that green tea antioxidant effects may prevent PC progression.
These results are in line with the few studies performed so
far in humans [22, 24]. The study of Bettuzzi et al. [22] was
the first study showing that green tea catechins were safe
and very effective for treating premalignant lesions before PC
development. No significant change in PSA was observed but
33% of PC inhibition was observed in a group of volunteers
with high grade prostate intraepithelial neoplasia (HGPIN)
after 1 year of daily treatment with green tea catechins.
The work by McLarty et al. supported a potential role of
tea polyphenols in the treatment or prevention of PC. A
significant decrease in serum level of prostate-specific antigen
(PSA), hepatocyte growth factor (HGF), vascular endothelial
growth factor (VEGF), insulin-like growth factor (IGF-1),
and IGF binding protein-3 (IGFBP-3) was observed with no
elevation of liver enzymes in men with PC after a short-
term supplementation with daily doses of polyphenon E (a
total of 1.3g of tea polyphenols) [24]. Our findings offer
complementary information about the efficiency of green tea
for PC management in human through its ability to regulate
oxidative stress observed in PC patients in our and in many
other studies [6, 8, 48]. Improving the antioxidant status
in PC patients may reduce exaggerated ROS production
and consequently reduce PC progression. It was previously
reported that ROS activate different signaling pathways

including mitogen-activated protein kinase (MAPKs) and
phosphoinositide-3-kinase (PI3K)/Akt [50]. These two sig-
naling pathways were found to be overactivated in PC and are
suggested to be involved in PC development and progression
[51, 52]. The study of Kumar et al. indicated that ROS
generation is directly proportional to aggressive phenotype
of PC and that antioxidant therapy decreased Akt expression
and modulated MAPKs activities, delaying the proliferation
of PC cell lines [53].

In the present study, we also reenforced the positive effect
of green tea consumption in oxidative stress in humans, by
comparing lipid peroxidation and antioxidants in erythro-
cytes from controls that never or rarely drank tea to a group
of healthy men that drink usually 1 to 3 cups of green tea per
day for a long period of time. The results obtained showed
that green tea consumption may also improve overall the
antioxidative status in healthy men. This finding suggests that
regular consumption of green tea may reduce the oxidative
stress produced during life and theoretically decrease its
negative effects.

These benefits of the green tea may be very interesting
in the case of PC characterized by a long latency period. It
is typically diagnosed in 50-year-old men or older [54], but
in autopsy studies both PC and high grade intraepithelial
neoplasia (HGPIN) are detected in the 3rd decade, showing
a steady increase with age [55].

One limitation of the present study is that the effects of
green tea in PC gland tissue were not directly measured.
Whether the antioxidant/antiproliferative effects of green tea
extracts observed in vitro also occur in the prostate tissue or
whether the oxidative stress measured in erythrocytes is also
observed in the prostate gland tissue from PC patients is not
known. Still, several other studies used this same approach
[56-58]. This was not possible due to ethical concerns and
refusal of PC patients to suffer repeated biopsies. Further
studies in PC patients are needed to determine the effect of
the green tea consumption in the oxidative stress in PC gland.

6. Conclusion

The current study identified increased oxidative stress in
erythrocytes from Algerian PC patients. More importantly,
we demonstrated here a commercial green tea investigated
rich in polyphenols and flavonoids and presenting potent
antioxidant and anticancer activities in vitro significantly
decreased oxidative stress markers in PC patients. Regular
consumption of green tea for a long period may protect
individuals from the negative consequences of oxidative
stress produced during life.

Additional Points

Chemical Compounds Studied in This Article. They are gallic
acid (PubChem CID: 370); aluminum trichloride (Pub-
Chem CID: 24012); quercetin (PubChem CID: 5280343); 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (PubChem CID: 2735032); ascor-
bic acid (PubChem CID: 54670067); thiobarbituric acid
(PubChem CID: 272368); penicillin (PubChem CID: 2349);
streptomycin (PubChem CID: 19649); sulforhodamine B
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(PubChem CID: 9916275); 5,5 -dithiobis(2-nitrobenzoic ac-
id) (PubChem CID: 6254).
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Annexe 1 :  Questionnaire de la fréquence des aliments (FFQ: food frequency questionnaire)

Université Mentouri Constantine 1
Département de biochimie

Questionnaire concernant I'alimentation, le style de vie et les antécédents familiaux réalisé
dans le cadre de doctorat

1. Informations personnel
Date et lieu de naissance: Adresse:

Poids: Taille:
Travail ou ancien travail:
Niveau d'éducation:

2. Maladies actuelles ou anciennes:
3. Informations médicales (concernant les malades du cancer de la prostate):

- L'age de diagnostique:

- PSA:

- Stade de la maladie:

- Traitement médicamenteux:
- Les analyses effectuées:

- Autres informations:

4. Antécédents familiaux au cancer de la prostate:

] RAS

L] Peére

L1 Grand-pére

L] Frére nombre:
L] Fils nombre:
[J Oncle nombre:
L] Cousin nombre:

5. Alimentation
- Nombre de repas/jour:

1 12 13 L] plus
- Type de pain:

[ Galettes ou pain complets [ Pain ordinaire
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- Consommation de poisson, nombre de fois/mois :
10 L] <1 L1 02 O3 04 L] > 1 fois/ semaine

- Consommation de viande rouge, nombre de fois/mois:

e Viandes de moutons:
o U <1 [J 1to2 ] 3to4 (14 [J> 1 fois/semaine
e Viandes de veaux :
] 0 <1 ] 1to2 []3to4 14 [J>1 fois /semaine
- Consommation des graisses saturées (d'origine animale):
[0 Pas de consommation [0 Une petite consommation [J Consommation moyenne
OO0 Consommation ¢levée
- Consommation des produits laitiers:
[] Une petite consommation (a) L1 Consommation moyenne (b) LI Consommation élevée (c)

(a) Une seule tasse de lait ou d'autres produits (fromage, yaourt ..) par jour
(b) Une tasse de lait avec un autre produit (fromage, yaourt ..) par jour
(c) Plus de 2 tasses de lait par jour et / ou avec une grande quantité d'un autre produit
(fromage, yaourt..).
- Consommation des fruits, fois/semaine:

0 <2 [0 2to6 O 7to 14
- Consommation des légumes, fois/semaine:
0 <7 00 7to 13 O =>14
- Consommation de thé vert, tasse/jour:
0o O <1 0 1to3 >3

6. Habitudes toxiques :
- Alcool

[0 Jamais [ Utilisateur actuel (pour combien d'années et combien de boisson / jour)
O Ancien utilisateur (bu et arrété pendant combien d'années et combien de boisson / jour)
- Tabac

[0 Non fumeur [J Fumeur actuel (Nombre de cigarette ou paquet par jour et pendant combien
d'années)

[J Ancien fumeur (Nombre de cigarette ou paquet par jour et pendant combien d'années et arrété
depuis quand)
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Annexe 2 : Formulaire de consentement

Encadreur: Mme ZAMA Djamila

Formulaire de consentement Libre et Eclairé de participation a un projet de
recherche

Je soussigne, MONSICUT,..........ovvviiiiiiiiiiiieeieennn, certifie avoir regu la note d'information
concernant I'étude ...,

Il m'a clairement été précisé que je suis ENTIEREMENT LIBRE D'ACCEPTER OU DE
REFUSER DE PARTICIPER A CETTE RECHERCHE.

Je certifie avoirs compris l'objectif, et les modalités de cette étude. Je donne mon accord pour la
participation a cette étude.

Enfin, j'ai compris que je ne recevrai aucune indemnité pour ma participation a cette étude.
Date et signature du patient, précédé de la mention « lu et approuvé »

Nous vous remercions de 1'aide que vous apportez ainsi a la recherche scientifique.

Si la personne est inapte a lire et a écrire le francais : le cas échéant,

En I'absence d'autonomie de I'lecture et d'écrire de M ..................ooeei. , la tierce personne
identifi¢e, atteste avoir personnellement et fidelement lu au sujet la notice d'information et le
présente formulaire de consentement, et recueilli son accord pour signer ici en son nom.

Tierce personne :

Mme, Mlle, M ... e, Signature...........cooceviiiiiiiiiin..

L'investigateur : Mme LASSED Somia
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Annexe 3 : Attestation du Comité d'é¢thique de I'EHS Daksi.

République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de la Santé, de la Population
et de la Réforme Hospitaliére

Direction de la Santé et de ia Population
De la Wilaya de Constantine

Etablissement Hospitalier Spécialisé
Clinique d’Urologie-Néphrologie
Daksi Constantine

ATTESTATION

Le comité d’éthique de I'EHS Daksi, ayant suivi le travail de recherche de la
doctorante LASSED Soumaya, concernant le cancer de la prostate ;
Atteste que la collection Data a été effectuée au niveau du service d’urologie et de
Transplantation rénale de notre établissement et qu’aucun risque pour les malades
n’a été noté.

Dont attestation.

. ” 9 e
Constantine, Le AS(\\W.&CS) A4

Le Président du Comité d’éthique
Docteur A. BOUSSOUF

itali scialisé
issement Hospitalier Spécia
/ ! E[élm':isque d‘Uro-Nép{\rologue etkd?
. Transplantation Re_nate B D;S
Dr. BOUSSOUE &g
itre Assistan
" Urologique
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y=0.001x ¢
R>=0.991

100 200 300 400 500 00

Acide gallique (ng/ml)

Figure 1 : Courbe étalon du dosage des phénols totaux (acide gallique comme standard),

1.2

Densité optique
S S)

©
»~

0.2

(Moyenne de 3 essais).

y = 0.034x + 0.015
R? = 0.983

5 10 15 20 25 30 35

Quercétine (ng/ml)

Figure 2 : Courbe étalon du dosage des flavonoides (quercétine comme standard),

(Moyenne de 3 essais).
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0.7

y =0.021x + 0.014
R =09 4

Densité optique

10 15 20 25 30 35

Hémoglobine (g/dl)

Figure 3 : Courbe étalon du dosage d'hémoglobine dans les érythrocytes (Moyenne de 3
essais).



RESUME

En Algérie, le cancer de la prostate est le quatrieme cancer le plus fréquent chez les hommes
et la sixiéme cause de déces. La présente étude est visée a déterminer la relation entre 1'age, le
mode de vie, les antécédents familiaux et les habitudes alimentaires incluant la consommation de
thé vert et le risque de cancer de la prostate et d'évaluer l'effet préventif de thé vert sur le cancer
de la prostate dans la population de I'Est Algérien.

L'approche épidémiologique réalisée sur un échantillon représentatif d'une population de I'Est
Algérien constitue de 90 patients atteints de cancer de la prostate et 190 témoins, montre que le
vieillissement, la consommation de la viande de mouton et de veau et la consommation élevée des
graisses saturées et de produits laitiers augmentent le risque de cancer de la prostate. Par contre la
consommation de 7 a 13 portions de légumes par semaine et 14 portions ou plus diminuent
respectivement 62 % et 96 % du risque de cancer de la prostate. De méme, la consommation de 7
a 14 portions de fruits par semaine diminue 98% ce risque. La consommation de thé vert a réduit
le risque de cancer de la prostate, mais les résultats étaient statistiquement limités. Un risque élevé
a ¢té observé chez les patients ayant des antécédents familiaux de cancer de la prostate. Une
association positive a été également trouvée pour l'alcool et la consommation de tabac et une
relation dose-réponse a été déterminée pour le nombre de paquet-année du tabac fumées. Notre
¢tude d'intervention réalisée sur 70 patients atteints de cancer de la prostate et 120 témoins de la
population de 1'Est Algérien et qui précéde d'une étude in vitro montre que le stress oxydatif
pouvait étre associé au développement et a la progression du cancer de la prostate dans notre
population. La consommation de thé vert, riche en phénols et en flavonoides et a des activités
antioxydantes et anticancéreuses puissantes dans notre étude in vitro peut avoir un effet protecteur
contre cette pathologie via la réduction de stress oxydant. La consommation de 2 a 3 tasses de thé
vert par jour pendant 6 mois augmente significativement le taux de GSH, de thiols totaux et
l'activité de catalase et de GPx et diminue significativement le taux de MDA dans le sang des
patients atteints de cancer de la prostate. Elle améliore ¢galement le taux de l'albumine et de
protéines totales dans le plasma.

Devant les limites des traitements utilisés actuellement pour le cancer, la chimioprévention
reste la seule solution. Une consommation réguliere de thé vert pendant une longue période peut

prévenir contre le développement de cancer de la prostate ou au moins de retarder sa progression.

Mots clés: Cancer de la prostate, stress oxydant, thé vert, chimioprévention, Algérie



ABSTRACT

In Algeria, prostate cancer is the fourth most common cancer and the sixth leading cause of
death in men. The objective of the current study is to determine the relationship between lifestyle
factors, family history, diet including green tea consumption and the risk of prostate cancer and to
evaluate the preventive effect of green tea on prostate cancer in the East Algerian population.

The epidemiological approach carried out on a representative sample of East Algerian
population consists of 90 patients with prostate cancer and 190 controls shows that ageing,
consumption of lamb and beef and high intake of animal fat and dairy products increase the risk
of prostate cancer. Contrary, 7 to 13 servings of vegetables per week and 14 servings or more
decrease 62% and 96% of the risk of prostate cancer respectively. Also, the consumption of 7 to
14 servings of fruit per week decreases 98% of the risk. Consumption of green tea reduced the
risk of prostate cancer, but the results were statistically limited. A high risk has been observed in
men with a family history of prostate cancer. A positive association was also found for alcohol
and smoking intake and a dose-response relationship existed for quantity and history of smoking.
Our intervention study include 70 patients with prostate cancer and 120 controls of East Algerian
population and which precedes by an in vitro study shows that oxidative stress can be associated
with the development and progression of prostate cancer in our population. Also, the consumption
of green tea which is rich in phenols and flavonoids and which exhibits potent antioxidant and
anti-cancer activities in our in vitro study can have a protective effect against this disease via the
reduction of oxidative stress. Consumption of 2 to 3 cups of green tea per day for 6 months
significantly increases the level of GSH, total thiols and catalase and GPx activity and
significantly decreases the level of MDA in the blood of patients with prostate cancer. In addition
it also improves the level of albumin and total protein in plasma.

Faced to the limitations of the treatments currently used for cancer, chemoprevention remains
the only solution. Regular consumption of green tea for a long period may prevent men from

developing prostate cancer or at least delay its progression.

Key words: Prostate cancer, oxidative stress, green tea, chemoprevention, Algeria
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Nom: LASSED
Prénom: SOMIA

L'effet préventif des flavonoides et des phénols de thé vert (Camellia sinensis (L.)
Kuntze) sur le cancer de la prostate chez une population de I'Est Algérien: étude
épidémiologique et étude expérimentale in vitro et in humaine

Thése en vue de Pobtention du dipléme de doctorat 3™ cycle

RESUME
En Algérie, le cancer de la prostate est le quatriéme cancer le plus fréquent chez les hommes et la

sixieme cause de déces. La présente étude est visée a déterminer la relation entre 1'age, le mode de vie,
les antécédents familiaux et les habitudes alimentaires incluant la consommation de thé vert et le
risque de cancer de la prostate et d'évaluer I'effet préventif de thé vert sur le cancer de la prostate dans
la population de 1'Est Algérien.

L'approche épidémiologique réalisée sur un échantillon représentatif d'une population de I'Est
Algérien constitue de 90 patients atteints de cancer de la prostate et 190 témoins, montre que le
vieillissement, la consommation de la viande de mouton et de veau et la consommation ¢levée des
graisses saturées et de produits laitiers augmentent le risque de cancer de la prostate. Par contre la
consommation de 7 a 13 portions de légumes par semaine et 14 portions ou plus diminuent
respectivement 62 % et 96 % du risque de cancer de la prostate. De méme, la consommation de 7 a 14
portions de fruits par semaine diminue 98% ce risque. La consommation de thé vert a réduit le risque
de cancer de la prostate, mais les résultats étaient statistiquement limités. Un risque élevé a été observé
chez les patients ayant des antécédents familiaux de cancer de la prostate. Une association positive a
été également trouvée pour ’alcool et la consommation de tabac et une relation dose-réponse a été
déterminée pour le nombre de paquet-année du tabac fumées. Notre étude d'intervention réalisée sur 70
patients atteints de cancer de la prostate et 120 témoins de la population de 1'Est Algérien et qui
précede d'une étude in vitro montre que le stress oxydatif pouvait étre associé¢ au développement et a la
progression du cancer de la prostate dans notre population. La consommation de thé vert, riche en
phénols et en flavonoides et a des activités antioxydantes et anticancéreuses puissantes dans notre
¢tude in vitro peut avoir un effet protecteur contre cette pathologie via la réduction de stress oxydant.
La consommation de 2 a 3 tasses de thé vert par jour pendant 6 mois augmente significativement le
taux de GSH, de thiols totaux et l'activité de catalase et de GPx et diminue significativement le taux de
MDA dans le sang des patients atteints de cancer de la prostate. Elle améliore également le taux de
I'albumine et de protéines totales dans le plasma.

Devant les limites des traitements utilisés actuellement pour le cancer, la chimioprévention reste
la seule solution. Une consommation réguliére de thé vert pendant une longue période peut prévenir

contre le développement de cancer de la prostate ou au moins de retarder sa progression.

Mots clés: Cancer de la prostate, stress oxydant, thé vert, chimioprévention, Algérie






