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DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES
DEPARTMENT OF ANIMAL BIOLOGY AND PHYSIOLOGY

ATTESTATION DE CORRECTION

Nous, soussignés, membres du jury de la soutenance de thése de Doctorat/Ph.D. en
Biologie des Organismes Animaux, option : Physiologie Animale, de Madame BAKAM
YENGWA Berlise, matricule 08Q0097, dont la soutenance a été autorisée par la
correspondance n° 2024-265/UY1/VR-EPDTIC/DAAC/DA-AAC/DRD/SR/Alc émise par
Monsieur le Recteur de I’'Université de Yaoundé I en date du 25 octobre 2024, sur le sujet
intitulé : « Effets des graines de quelques espéces de courges sur des tumeurs bénignes et
malignes de la prostate : études in vitro et in vivo », attestons que les corrections exigées a la
candidate lors de cette évaluation, qui a eu lieu le jeudi2l novembre 2024 dansla salle S01/S02

de la Faculté des Sciences, ont effectivement été effectuées.

En foi de quoi, la présente attestation lui est délivrée pour servir et valoir ce quede droit.

1300 22

Fait 2 Yaoundé, le ....

L’Examinateur

Le Chef de Département

RPN | RP
EPLaNevilor KEKEUNOU

Fadulté des Sclences

Uniyessité de Yaounds I

~~~~
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Faculté des Sciences
Division de la Programmation et du Division of Programming and Follow-up

Suivi des Activités Académiques of Academic Affaires

LISTE DES ENSEIGNANTS PERMANENTS| LIST OF PERMANENT TEACHING STAFF

ANNEE ACADEMIQUE 2024/2025
(Par Département et par Grade)
DATE D’ACTUALISATION 30 septembre 2024

ADMINISTRATION
1. DOYEN : OWONO OWONO Luc Calvin, Professeur

2. VICE-DOYEN / DPSAA: NDJIGUI Paul-Désiré, Professeur

3. VICE-DOYEN / DSSE : NYEGUE Maximilienne Ascension,
Professeur

4. VICE-DOYEN / DRC : NOUNDJEU Pierre, Maitre de Conférences

5. Chef Division Administrative et Financiére : NDOYE FOE Florentine
Marie Chantal, Maitre de Conférences

6. Chef Division des Affaires Académiques, de la Recherche et de la
Scolarité DAARS : AJEAGAH Gideon AGHAINDUM, Professeur




1- DEPARTEMENT DE BIOCHIMIE (BC) (44)

N° NOMS ET PRENOMS GRADE OBSERVATIONS
1. | BIGOGA DAIGA Jude Professeur En poste
2. | FEKAM BOYOM Fabrice Professeur En poste
3. | KANSCI Germain Professeur En poste
4. | MBACHAM FON Wilfred Professeur En poste
5. | MOUNDIPA FEWOU Paul Professeur Chef de Département
6. | NGUEFACK Julienne Professeur En poste
7. | NJAYOU Frédéric Nico Professeur En poste
8. | OBEN Julius ENYONG Professeur En poste
9. | ACHU Merci BIH Maitre de Conférences | En poste
10| AKINDEH MBUH NJI Chargé de Cours En poste
11| ATOGHO Barbara MMA Maitre de Conférences | En poste
AZANTSA KINGUE GABIN Maitre de Conférences | En poste
12| BORIS
BELINGA née NDOYE FOE F. M. | Maitre de Conferences | Chef DAF / FS
13| C.
14| DAKOLE DABOY Charles Maitre de Conférences | En poste
. DO_NGMO LEKAGNE Joseph Maitre de Conférences En poste
| Blaise
16, DJUIDJE NGOUNOUE Marceline | Maitre de Conférences | En poste
D.JL!IKWO NKONGA Ruth Maitre de Conférences En poste
17.| Viviane
18| EFFA ONOMO Pierre Maitre de Conférences | VD/FS/Univ Ebwa
19 EWANE Cécile Annie Maitre de Conférences | En poste
20| KENGNE NOUEMSI Anne Pascale | Maitre de Conférences | En poste
21| KOTUE TAPTUE Charles Maitre de Conférences | En poste
22| LUNGA Paul KEILAH Maitre de Conférences | En poste
23/ MANANGA Marlyse Joséphine Maitre de Conférences | En poste
24| MBONG ANGIE M. Mary Anne Maitre de Conférences | En poste
25| MOFOR née TEUGWA Clotilde Maitre de Conférences | Doyen FS/UDs
26, NANA Louise épouse WAKAM Maitre de Conférences | En poste
27| NGONDI Judith Laure Maitre de Conférences | En poste
28.| Palmer MASUMBE NETONGO Maitre de Conférences | En poste
29| PECHANGOU NSANGOU Sylvain | Maitre de Conférences | En poste
30| TCHANA KOUATCHOUA Angéle | Maitre de Conférences | En poste
31. | BEBEE Fadimatou Chargée de Cours En poste
32.| BEBOY EDJENGUELE Sara N. Chargé de Cours En poste
33. | FONKOUA Martin Chargé de Cours En poste
34. | FOUPOUAPOUOGNIGNI Yacouba | Chargé de Cours En poste
35. | KOUOH ELOMBO Ferdinand Chargé de Cours En poste
36. | MBOUCHE FANMOE Marceline J. | Chargé de Cours En poste
37. | OWONA AYISSI Vincent Brice Chargé de Cours En poste
38.| WILFRED ANGIE ABIA Chargé de Cours En poste




BAKWO BASSOGOG Christian Assistant En Poste
39. | Bernard
40. | ELLA Fils Armand Assistant En Poste
41. | EYENGA Eliane Flore Assistant En Poste
MADIESSE KEMGNE Eugenie | Assistant En Poste
42. | Aimée
43. | MANJIA NJIKAM Jacqueline Assistant En Poste
44. | WOGUIA Alice Louise Assistant En Poste

[2- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE ANIMALES (BPA) (50) |

1. AJEAGAH Gideon AGHAINDUM Professeur DAARS/FS
2. DIMO Theophile Professeur En Poste
3. DJIETO LORDON Champlain Professeur En Poste
4. DZEUFIET DJOMENI Paul Désiré Professeur En Poste
. CD et Vice
5 ESSOMBA née NTSAMA MBALA Professeur Doyen/FMSB/UY|
6. KEKEUNOU Sévilor Professeur Chef de Département
7. NJAMEN Dieudonné Professeur En poste
8. NOLA Moise Professeur En poste
9. TAN Paul VERNYUY Professeur En poste
Inspecteur de service /

10. | TCHUEM TCHUENTE Louis Albert | Professeur Coord. Progr./MINSANTE
11. | ZEBAZE TOGOUET Serge Hubert Professeur En poste
12. | ALENE Désirée Chantal Maitre de Conférences | Vice Doyen/ Uté Ebwa
13. | ATSAMO Albert Donatien Maitre de Conférences | En poste
14. | BILANDA Danielle Claude Maitre de Conférences | En poste
15. | DJIOGUE Séfirin Maitre de Conférences | En poste

GOUNOUE KAMKUMO Raceline Maitre de Conférences | En poste
16. | épse FOTSING
17. ‘,]\':‘gcs;ﬁpl?.’r%wéENG Hermine epse Maitre de Conférences | En Poste
18. | KANDEDA KAVAYE Antoine Maitre de Conférences | En poste
19. | LEKEUFACK FOLEFACK Guy B. | Maitre de Conférences | En poste
20. | MAHOB Raymond Joseph Maitre de Conférences | En poste
21. | MBENOUN MASSE Paul Serge Maitre de Conférences | En poste
22. | MEGNEKOU Rosette Maitre de Conférences | En poste
23. | MOUNGANG Luciane Marlyse Maitre de Conférences | En poste
24. | NOAH EWOTI Olive Vivien Maitre de Conférences | En poste
25. | MONY Ruth épse NTONE Maitre de Conférences | En Poste
26. | MVEYO NDANKEU Yves Patrick Maitre de Conférences | En poste
27. | NGUEGUIM TSOFACK Florence Maitre de Conférences | En poste
28. | NGUEMBOCK Maitre de Conférences | En poste
29. | TAMSA ARFAOQO Antoine Maitre de Conférences | En poste
30. | TOMBI Jeannette Maitre de Conférences | En poste




31. | AMBADA NDZENGUE GEORGIA | Charge de Cours E
ELNA n poste
32. | BASSOCK BAYIHA Etienne Didier | Chargé de Cours En poste
33. | ETEME ENAMA Serge Chargé de Cours En poste
34. | FEUGANG YOUMSSI Francois Chargé de Cours En poste
35. | FOKAM Alvine Christelle Epse Chargé de Cours En poste
KENGNE
36. | FOSSI TANKOUA Olivia Epse Chargé de Cours En poste (transfert Uté
DJEUTCHOUANG SAYANG de Dla)
37. | GONWOUO NONO Legrand Chargé de Cours En poste
38. | KOGA MANG DOBARA Chargé de Cours En poste
39. | LEME BANOCK Lucie Chargé de Cours En poste
40. | MAPON NSANGOU Indou Chargé de Cours En poste
METCHI DONFACK MIREILLE Chargé de Cours En poste
41. | FLAURE EPSE GHOUMO
42. | NGOUATEU KENFACK Omer Bébé | Chargé de Cours En poste
43. | NJUA Clarisse YAFI Chargée de Cours Chef Div. Uté Bamenda
44. | NWANE Philippe Bienvenu Chargé de Cours En poste
45. | TADU Zephyrin Chargé de Cours En poste
46. | YEDE Chargé de Cours En poste
47. | YOUNOUSSA LAME Chargé de Cours En poste
48/ KODJOM WANCHE Jacguy Joyce Assistante En poste
49/ NDENGUE Jean De Matha Assistant En poste
50 ZEMO GAMO Franklin Assistant En poste

| 3- DEPARTEMENT DE BIOLOGIE ET PHYSIOLOGIE VEGETALES (BPV)(32) |

1. | AMBANG Zachée Professeur Chef de Département
2. | DJOCGOUE Pierre Frangois Professeur En poste
3. | MBOLO Marie Professeur En poste
4. | MOSSEBO Dominique Claude Professeur En poste
5. | NDONGO BEKOLO Professeur En poste
6. ZAPFACK Louis Professeur En poste
: Maitre de
7 ANGONI Hyacinthe Conférences En poste
: Maitre de
3. BIYE Elvire Hortense Conférences En poste
MAHBOU SOMO TOUKAM. Maitre de En poste
9. Gabriel Conférences P
- Maitre de
10. MALA Armand William Conférences En poste
MBARGA BINDZI Marie Alain Maitre de DAAC /UDla
11. Conférences
: Maitre de
12, NGALLE Hermine BILLE Conférences En poste




NGONKEU MAGAPTCHE Eddy L. | Maitre de CT / MINRESI
13. Conférences
14 | TONFACK Libert Brice Maitre de En poste
Conférences
15. TSOATA Esaie Maltrg de En poste
Conférences
16. | ONANA JEAN MICHEL Maitre de En poste
Conférences
17. DJEUANI Astride Carole Chargé de Cours En poste
18. GONMADGE CHRISTELLE Charge de Cours En poste
19. MAFFO MAFFO Nicole Liliane Chargé de Cours En poste
20. MANGA NDJAGA JUDE Chargeé de Cours En poste
21. NNANGA MEBENGA Ruth Laure | Charge de Cours En poste
22. NOUKEU KOUAKAM Armelle Chargeé de Cours En poste
23. En
NSOM ZAMBO EPSE PIAL . .
ANNIE CLAUDE Chargé de Cours (:/(Ia;\aflhement/UNESCO
24, GODSWILL NTSOMBOH Charge de Cours £ ¢
NTSEFONG n poste
25. KABELONG BANAHO Louis- Charge de Cours
En poste
Paul-Roger
26. KONO Léon Dieudonné Chargé de Cours En poste
217. LIBALAH Moses BAKONCK Charge de Cours En poste
28. LIKENG-LI-NGUE Benoit C Chargé de Cours En poste
29. TAEDOUNG Evariste Hermann Chargé de Cours En poste
30. TEMEGNE NONO Carine Chargé de Cours En poste
31. DIDA LONTSI Sylvere Landry Assistant En poste
32. METSEBING Blondo-Pascal Assistant En poste

4- DEPARTEMENT DE CHIMIE INORGANIQUE (CI) (27)

1.| GHOGOMU Paul MINGO Professeur Ministre Chargé de
Mission PR
2.| NANSEU NJIKI Charles Péguy Professeur En poste
3.| NDIFON Peter TEKE Professeur CT MINRESI
4. NENWA Justin Professeur En poste
5.| NGOMO Horace MANGA Professeur Vice Chancelor/UB
6. NJIOMOU C. épse DJANGANG Professeur En poste
7. NJOYA Dayirou Professeur En poste
8| ACAYANKA Elie Maitre de En poste
Conférences
Maitre de
9., EMADAK Alphonse Conferences En poste
Maitre de
1( KAMGANG YOUBI Georges Conférences En poste




KEMMEGNE MBOUGUEM Jean

Maitre de

= C. Conférences En poste

17 KENNE DEDZO GUSTAVE Maitre de En poste
Conférences

13 MBEY Jean Aime Maltrg de En poste
Conférences

14 NDI NSAMI Julius Ma'tr? de Chef de Département
Conférences

NEBAH Née NDOSIRI Bridget Maitre de o
>

14 NDOYE Conférences Sénatrice/SENAT

1¢ NYAMEN Linda Dyorisse Maltrg de En poste
Conférences

1 PABOUDAM GBAMBIE Maitre de En poste

AWAWOU Conférences P

1§ TCHAKOUTE KOUAMO Hervé | Maitre de En poste

Conférences
] o Maitre de )

19 BELIBI BELIBI Placide Désiré Conférences Chef Service/ ENS Bertoua
Maitre de

2( CHEUMANI YONA Arnaud M. Conférences En poste

21 KOUOTOU DAOUDA Maitre de En poste
Conférences

22. | MAKON Thomas Beauregard Chargé de Cours En poste

23. | NCHIMI NONO KATIA Chargée de Cours En poste

24. | NJANKWA NJABONG N. Eric Chargé de Cours En poste

25. | PATOUOSSA ISSOFA Chargé de Cours En poste

26. | SIEWE Jean Mermoz Chargé de Cours En Poste

27.| BOYOM TATCHEMO Franck W. | Assistant | En Poste

6- DEPARTEMENT DE CHIMIE ORGANIQUE (CO) (33)

1.| Alex de Théodore ATCHADE Professeur DEPE/Univ. Bertoua

2.| DONGO Etienne Professeur Vice-Doyen/FSE/UYI

3.| NGOUELA Silvére Augustin Professeur Chef de Département UDS
a PEGNYEMB Dieudonné Emmanuel | Professeur Eiztfegg géB:arE?eurﬁ{ant

5. MBAZOA née DJAMA Céline Professeur En poste

6. MKOUNGA Pierre Professeur En poste

Vi




7.| MESSI Angéligue Nicolas Chargé de Cours En poste

8. MUNVERA MFIFEN Aristide Chargé de Cours En poste

9.| NGNINTEDO Dominique Chargé de Cours En poste

14 NGOMO Orléans Chargée de Cours En poste

11 NONO NONO Eric Carly Chargé de Cours En poste

12 OUETE NANTCHOUANG Judith Chargée de Cours En poste
Laure

13 SIELINOU TEDJON Valerie Chargé de Cours En poste

14 TCHAMGOUE Joseph Chargé de Cours En poste

15 TSAFFACK Maurice Chargé de Cours En poste

1 TSAMO TONTSA Armelle Chargé de Cours En poste

171 TSEMEUGNE Joseph Chargé de Cours En poste

18§ NDOGO ETEME Olivier Assistant En poste

19 NGUEMDJO CHIMEZE Valery Assistant En poste
Wilfried

6- DEPARTEMENT DES ENERGIES RENOUVELABLES (ER) (1)
| BODO Bertrand | Professeur | Chef de Département

7- DEPARTEMENT D’INFORMATIQUE (IN) (22)

| ATSA ETOUNDI Roger Professeur Chet de Division des SU
FOUDA NDJODO Marecel Professeur Inspecteyr Général
2.| Laurent Académique/ MINESUP
3.| NDOUNDAM Réné Maitre de Conférences | En poste
4. TSOPZE Norbert Maitre de Conférences | En poste
5. ABESSOLO ALO’O Gislain Chargé de Cours Chef de Cellule MINFOPRA
6. AMINOU HALIDOU Chargé de Cours Chef de Département
7. DJAM Xaviera YOUH - KIMBI | Chargé de Cours En Poste
8. DOMGA KOMGUEM Rodrigue | Chargé de Cours En poste
9. EBELE Serge Alain Chargé de Cours En poste
EKODECK Stéphane Gaél Chargé de Cours En poste
10. Raymond
11. HAMZA Adamou Chargé de Cours En poste
12. JIOMEKONG AZANZI Fidel Chargé de Cours En poste
13. KOUOKAM KOUOKAM E. A. | Charge de Cours En poste
14. MELATAGIA YONTA Paulin | Chargé de Cours En poste
15. MESSI NGUELE Thomas Chargé de Cours En poste
16. MONTHE DJIADEU Valery M. | Chargé de Cours En poste
17. L\Iigggé\lsNZEKO O ARMEL Chargé de Cours En poste

vii




18. OLLE OLLE Daniel Claude . Directeur Adjoint ENSET
Chargé de Cours
Georges Delort Ebolowa
19. TAPAMO Hyppolite Chargé de Cours En poste
20. BAYEM Jacques Narcisse Assistant En poste
21. MAKEMBE. S . Oswald Assistant Directeur CUTI
22. NKONDOCK. M. Assistant En poste
BAHANACK.N. P
8- DEPARTEMENT DE MATHEMATIQUES (MA) (34) |
1. | AYISSI Raoult Domingo | Professeur | Chef de Département |
2. | KIANPI Maurice Maitre de Conférences | En poste
3. | MBANG Joseph Maitre de Conférences | En poste
4. | MBEHOU Mohamed Maitre de Conférences | Chef de Division/ENSPY

MBELE BIDIMA Martin

Maitre de Conférences

Chef de Département de
modélisation et

Ledoux applications
5. industriellessENSPY
6. | NOUNDJEU Pierre Maitre de Conférences | VDRC/FS/UYI
7. | TAKAM SOH Patrice Maitre de Conférences | En poste

TCHAPNDA NJABO
Sophonie B.

Maitre de Conférences

Directeur/AIMS Rwanda

TCHOUNDJA Edgar Landry

Maitre de Conférences

En poste

AQHOUKENG JIOFACK Jean Chargé de Cours Chef Cellule MINEPAT
10| Gérard
11 BOGSO ANTOINE Marie Chargé de Cours En poste
12| BITYE MVONDO Esther Chargé de Cours En poste
13| CHENDJOU Gilbert Chargé de Cours En poste
14| DJIADEU NGAHA Michel Chargé de Cours En poste
15| DOUANLA YONTA Herman | Chargé de Cours En poste
16| KIKI Maxime Armand Chargé de Cours En poste
KOKOMO AYISSI Eric Brice | Chargé de Cours E,n poste( t’ransfert de
17 I’'université de Douala)
18 LOUMNGAM KAMGA Victor | Chargé de Cours En poste
19| MBAKOP Guy Merlin Chargé de Cours En poste
20| MBATAKOU Salomon Joseph | Chargé de Cours En poste
MENGUE MENGUE David Chargé de Cours Chef Dpt /ENS Université
21] Joél d’Ebolowa
22| MBIAKOP Hilaire George Chargé de Cours En poste
23] NGUEFACK Bernard Chargé de Cours En poste
24 NIMPA PEFOUKEU Romain | Chargée de Cours En poste
25| OGADOA AMASSAYOGA Chargée de Cours En poste
26 POLA DOUNDOU Emmanuel | Chargé de Cours En stage
TENKEU JEUFACK Yannick | Chargé de Cours
27 Léa En poste
28 TCHEUTIA Daniel Duviol Chargé de Cours En poste

viii




29

TETSADJIO TCHILEPECK M.

Eric. Chargé de Cours En poste
30| FOKAM Jean Marcel Assistant En poste
31 GUIDZAVAI KOUCHERE Assistant En poste

Albert P
32l MANN MANYOMBE Martin | Assistant En poste

Luther
33 MEFENZA NOUNTU Thiery | Assistant En poste
34 NYOUMBI DLEUNA Assistant

. En poste

Christelle

9- DEPARTEMENT DE MICROBIOLOGIE (MIB) (24)

1.| ESSIA NGANG Jean Justin Professeur Chef de Département
NYEGUE Maximilienne Professeur Vice-Doyen / DSSE
2.| Ascension
3.| SADO KAMDEM Sylvain Leroy | Professeur En poste
4.| ASSAM ASSAM Jean Paul Maitre de Conférences | En poste
5.| BOUGNOM Blaise Pascal Maitre de Conférences | En poste
KOUITCHEU MABEKU Epse N .
6.| KOUAM Laure Brigitte Maitre de Conférences En poste
7 MUNE MUNE Martin Alain Maitre de Conférences | En poste
8.| RIWOM Sara Honorine Maitre de Conférences | En poste
9.| NJIKI BIKOI Jacky Maitre de Conférences | En poste
TCHIKOUA Roger Maitre de Conférences Chef d_e ,SerV|ce de la
10 Scolarité
11 ESSONO Damien Marie Chargé de Cours En poste
12 LAMYE Glory MOH Chargé de Cours En poste
13 MEYIN A EBONG Solange Chargé de Cours En poste
MONI NDEDI Esther Del Chargé de Cours
En poste
14 Florence
15 NKOUDOU ZE Nardis Chargé de Cours En poste
16 NKOUE TONG Abraham Chargé de Cours En poste
TAMATCHO KWEYANG Chargé de Cours En poste
17, Blandine Pulchérie P
18 SAKE NGANE Carole Stéphanie | Chargé de Cours En poste
19 TOBOLBAI Richard Chargé de Cours En poste
EZO’0 MENGO Fabrice Assistant En poste
20 Télésfor P
21 EHETH Jean Samuel Assistant En poste
22 MAY | Marie Paule Audrey Assistant En poste
23 NGOUENAM Romial Joél Assistant En poste
24 NJAPNDOUNKE Bilkissou Assistant En poste




10. DEPARTEMENT DE PHYSIQUE (PHY) (42)

BEN- BOLIE Germain

1. Professeur En poste
Hubert
2. | BIYA MOTTO Frédéric Professeur DG/HYDRO Mekin
DJUIDJE KENMOE épouse
3. ALOYEM Professeur En poste
EKOBENA FOUDA Henri Vice-Recteur. Uté
4, Professeur L
Paul Ngaoundéré
5. | ESSIMBI ZOBO Bernard Professeur En poste
6. | EYEBE FOUDA Jean sire Professeur En poste
7. | HONA Jacques Professeur En poste
8. | NANA ENGO Serge Guy Professeur En poste
9. | NANA NBENDJO Blaise Professeur En poste
10. N.D JAKA Jean Marie Professeur Chef de Département
Bienvenu
11. NJANDJOCK NOUCK Professeur En poste
Philippe
Chef de
12.| SAIDOU Professeur centre/IRGM/MINRES]
13. | SIMO Elie Professeur En poste
14.| TABOD Charles TABOD Professeur Doyen FSUniv/Bda
15. | TCHAWOUA Clément Professeur En poste
16. | WOAFO Paul Professeur En poste
17. | ZEKENG Serge Sylvain Professeur En poste
ENYEGUE A NYAM épse | Maitre de Chef de Division de la
18. BELINGA Conférences formation continue et a
distance/ENSPY
19. | FEWO Serge Ibraid Maltrg de En poste
Conférences
) Maitre de
20. | FOUEJIO David Conférences Chef Cell/ MINADER
21. | MBINACK Clément Maitre de En poste
Conférences
22 MBONO SAMBA Yves Maitre de En poste
" | Christian U. Conférences P
23.| MELI’I Joelle Larissa Maltr? de En poste
Conférences
24.| MVOGO ALAIN Maitre de En poste
Conférences
Maitre de
25.| NDOP Joseph Conférences En poste
26.| SIEWE SIEWE Martin Maltr? de En poste
Conférences
VONDOU Derbetini Maitre de
27. e , En poste
Appolinaire Confeérences
)8, WAI_(ATA née BEY A Annie Maltr? de Directeur/ENS/UYI
Sylvie Conférences




29.

WOULACHE Rosalie Laure

Maitre de

En stage depuis février 2023

Conférences
30. | ABDOURAHIMI Chargé de Cours En poste
AYISSI EYEBE Guy Chargé de Cours
31. . L En poste
Francois Valérie
32. | CHAMANI Roméo Chargé de Cours En poste
33 DJIOTANG TCHOTCHOU | Chargée de Cours En poste
" | Lucie Angennes
34.| EDONGUE HERVAIS Chargé de Cours En poste
35 KAMENI NEMATCHOUA | Charge de Cours En poste
" | Modeste
36. | LAMARA Maurice Chargeé de Cours En poste
37.| NGA ONGODO Dieudonné | Charge de Cours En poste
OTTOU ABE Martin Thierry | Chargé de Cours Directeur Unité de
38. production des
réactifs/IMPM
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RESUME

Le cancer et I’hyperplasie de la prostate sont deux pathologies de I’appareil urogénital male
qui démeurent des problemes majeurs de santé¢ publique. Face aux limites de la médécine moderne,
la communauté scientifique s’est tournée vers I’étude des plantes médicinales. Les cucurbitacées
constituent une famille de plantes comprenant environ 130 genres repartis en 960 especes utilisées
en médecine traditionnelle dans la lutte contre plusieurs pathologies y compris les maladies
prostatiques. Par contre, aucune ¢tude n’a encore été réalisée dans le but vérifier scientifiquement
ces effets bénéfiques. L’objectif du présent travail était d’évaluer les effets protecteurs des graines
de quelques cucurbitacées camerounaises sur des modeles de tumeurs bénignes et malignes de la
prostate chez le rat. Pour atteindre cet objectif, une étude comparative du "totum" des graines de six
especes de courge les plus consommées au Cameroun a été réalisée sur les lignées cancéreuses de
la prostate humaine et sur un modele d’HBP induit chez le rat Wistar. In vitro, la cytotoxicité des
extraits des graines de courge a ét¢ évaluée sur les lignées cancéreuses grace au test de MTT
(bromure de 3 [4,5-diméthylthiazol-2-yl] diphényltétrazolium). In vivo, 75 rats agés de 10 semaines
ont été traités simultanément avec le "totum" des graines de courge aux doses de 500 et 1000 mg/kg
et la testostérone pendant 28 jours. Les paramétres évalués ont été la masse relative, le volume, le
taux de protéines totale, la taille de 1’épithélium, le diametre glandulaire prostatique ainsi que le
pourcentage d’inhibition de la croissance prostatique. A la suite de cette étude, les effets de la
cuisson, de la fréquence de prise des graines totales ainsi que ceux de I’huile et du tourteau des
graines de C. sativus ont ét¢ également évalués suivant les modeles in vitro et in vivo sus-décrits.
Dans la seconde partie de ce travail, les effets protecteurs de I’huile des graines de C. sativus (aux
doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg) et du "totum" a la dose de 500 mg/kg ont été évalués sur un modele
de cancer de la prostate induit par le benzo(a)pyréne (B(a)P) chez le rat. Pour ce faire, les rats agés
de 6 semaines ont recu seul ou en association de ’acétate de cyprotérone (50 mg/kg), du B(a)P (50
mg/kg), de la testostérone (10 et 100 mg/kg) et les extraits pendant 210 jours. Les parametres
évalués étaient la charge tumorale, la masse relative, le volume, les taux de protéines totales et de
PSA ("Prostate Specific Antigen") dans la prostate. Le statut oxydatif, les marqueurs de
I’inflammation, les fonctions rénales et hépatiques, ainsi que les parametres hématologiques ont été
¢galement évalués. Dans la troisieme partie de ce travail, les possibles mécanismes d’action
cytotoxique, anti-androgénique, oestrogénique, ainsi que les mécanismes d’action cellulaires ont
été évalués sur les lignées cellulaires prostatiques humaines par : détermination du mécanisme de
mort cellulaire (nécrose ou apoptose), formation des clones, capacité anti-invasion et adhésion ainsi
que I’expression des intégrines. Les essais de toxicité aiglie et apergu toxicologique durant le
traitement pharmacologique ont ét¢ évalués. Les résultats obtenus a I’issu de la premiére partie de

ce travail ont révélé que deux des six especes de courge testées possédent une activité inhibitrice in
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vitro sur les cellules prostatiques humaines non androgéno-sensibles (DU145 et PC 3). In vivo,
I’huile des graines de C. sativus a entrainée une baisse significative de la masse relative (p < 0,05 ;
p <0,01;p<0,001), duvolume (p <0,05) et du taux de PSA (p < 0,05) dans la prostate. 1l a été
également observé une diminution significative des marqueurs du stress oxydant (p < 0,001) et
inflammatoires (p <0,05; p<0,01;p<0,001) surtout a la dose de 170 mg/kg. Apres 210 jours de
co-administration du B(a)P et de la testostérone, les rats ont présenté un adénocarcinome prostatique
de Gleasson 8 (4+4) avec une gaine péri-nerveuse caractérisée par une architecture cellulaire
altérée, une hypertrophie cellulaire et une dysplasie. L huile et le "totum" ont montré les effets
protecteurs contre le cancer marqués par une hyperplasie glandulaire floride, une inhibition de la
charge, de I’incidence et du volume des tumeurs avec un effet plus marqué a la dose de 170 mg/kg
PC. Lhuile extraite des graines de C. sativus tout comme le flutamide ont présenté une activité anti-
androgénique marquée par une réduction significative des masses relatives de la prostate (p < 0,05 ;
p<0,01), des vésicules séminales (p <0,01 ; p<0,001), du gland (p <0,05) et de la glande de tyson
(» <0,001). De plus, I’huile et le "totum" administrés concomitamment avec I’E2V et le letrozole
ont présenté des activités oestrogéniques plus marqués par une diminution significative des masses
relatives des testicules (p < 0,05), de la prostate (p < 0,05 ; p < 0,01), du canal déférent (p < 0,05 ;
p <0,01) et du pénis (p < 0,05). Les graines sont peu toxiques en témoignent I’absence de signe de
morbidité, de decés; ce qui a permis de déduire une DL 50 > 5000 mg/kg PC. Une augmentation
significative de la masse relative du foie associée a une augmentation significative ’activité¢ de
I’ALAT et du taux de bilirubine sans atteinte histopathologique ont été observées. Pris dans
I’ensemble, ces résultats montrent que I’huile des graines de C. sativus posséde des effets
antiprolifératifs sur I’hyperplasie bénigne et le CaP surtout a la dose de 170 mg/kg. Elle exercerait
ses effets cytotoxiques en inhibant la croissance des cellules tumorales, en induisant I’apoptose, en
inhibant la formation des clones, la migration et I’invasion cellulaire mais aussi en favorisant
I’adhésion de ces cellules. Ces effets seraient attribués aI’acide linol€ique et au squaléne, composés
connus pour leurs propriétés anti-androgéniques, anti-inflammatoires, anti-oxydants et anti-
hyperlipidémiques. Ces résultats apporteraient des bases scientifiques aux considérations largement
répandues selon lesquelles les graines de courge possedent des effets bénéfiques sur la prostate.

Mots clés : Anti-androgénique, Anti-inflammatoire, Cucumis sativus, Cytotoxicité, Stress oxydant,

Hyperplasie bénigne de la prostate, Cancer de la prostate.
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ABSTRACT

Cancer and prostate hyperplasia are two pathologies of the male urogenital tract that are
major public health problems. In light of thé limitations of modern medicine, the scientific
community has turned to the study of medicinal plants. Cucurbits are a family of plants comprising
some 130 genera divided into 960 species, used in traditional medicine to combat a number of
pathologies, including prostate diseases. Cucurbits are a family of plants comprising some 130
genera divided into 960 species. They are used in traditional medicine to combat a number of
pathologies, including prostate diseases. However, no study has been conducted to scientifically
verify these beneficial effets. The aim of the present work was to evaluate the protective effects of
the seeds of some Cameroonian cucurbits on benign and malignant prostate tumor models in rats.
To achieve this objective, a comparative study of the seed "totum" of six of the most widely
consumed squash species in Cameroon was carried out on human prostate cancer lines and on a
Wistar rat model of induced BPH. In vitro, the cytotoxicity of pumpkin seed extracts was assessed
on cancer lines using the MTT (3 [4,5-dimethylthiazol-2-yl] diphenyltetrazolium bromide) assay.
In vivo, 75 rats aged 10 weeks were treated simultaneously with pumpkin seed "totum" at doses of
500 and 1000 mg/kg and testosterone for 28 days. The parameters assessed were relative mass,
volume, total protein content, epithelial size, prostatic glandular diameter, and percentage inhibition
of prostatic growth. Following this study, the effects of cooking, the frequency of total seed intake,
and C. sativus seed oil and meal were also evaluated using the aforementioned in vitro and in vivo
models. In the second part of this work, the protective effects of C. sativus seed oil (at doses 0f42.5,
85, and 170 mg/kg) and "totum" at 500 mg/kg were assessed in a rat model of benzo(a)pyrene
(B(a)P)-induced prostate cancer. Six-week-old rats were given cyproterone acetate (50 mg/kg),
B(a)P (50 mg/kg), testosterone (10 and 100 mg/kg), and extracts, alone or in combination, for 210
days. The parameters evaluated were tumor burden, relative mass, volume, total protein, and PSA
("Prostate Specific Antigen") levels in the prostate. Oxidative status, markers of inflammation,
kidney and liver function, and hematological parameters were also assessed. In the third part of this
work, possible cytotoxic, anti-androgenic, estrogenic, and cellular mechanisms of action were
evaluated on human prostate cell lines. This was done by determining the mechanism of cell death
(necrosis or apoptosis), clone formation, anti-invasion and adhesion capacity, and integrin
expression. Acute toxicity tests and a toxicological overview during pharmacological treatment
were evaluated. The results obtained from the first part of this work revealed that two out of the six
pumpkin species tested possess inhibitory activity in vitro on non-androgen-sensitive human
prostate cells (DU145 and PC 3). In vivo, there was a significant decrease in relative mass (p <0.05;
p < 0.01; p <0.001), volume (p < 0.05) and prostate PSA levels (p < 0.05). There was also a

significant decrease in oxidative markers levels (p < 0.001) and inflammatory markers (p <0.05; p

XXVii



<0.01; p <0.001), especially at the 170 mg/kg dose. After 210 days of co-administration of B(a)P
and testosterone, the rats developed Gleason 8 (4+4) prostatic adenocarcinoma with peri-nerve
sheath characterized by altered cellular architecture, cellular hypertrophy, and dysplasia. Both oil
and "totum" showed protective effects against cancer, characterized by florid glandular hyperplasia,
inhibition of tumor burden, incidence, and volume. The effect was more pronounced at a dose of
170 mg/kg PC. Both C. sativus seed oil and flutamide exhibited anti-androgenic activity, resulting
in a significant reduction in the relative masses of the prostate (p < 0.05; p <0.01), seminal vesicles
(»<0.01;p<0.001), glans (p <0.05), and Tyson gland (p <0.001). Additionally, the oil and "totum"
administered concomitantly with E2V and letrozole showed more pronounced estrogenic activities,
leading to a significant decrease in the relative masses of the testes (p < 0.05), prostate (p < 0.05; p
< 0.01), vas deferens (p < 0.05; p < 0.01), and penis (p < 0.05). The seeds showed low toxicity, as
evidenced by the absence of any signs of morbidity or death, resulting in an LD50 > 5000 mg/kg
PC. There was a significant increase in the relative liver mass, along with a significant increase in
ALAT activity and bilirubin levels, without histopathological damage. In conclusion, these results
demonstrate that C. safivus seed oil has antiproliferative effects on benign hyperplasia and CaP,
particularly at a dose of 170 mg/kg. Its cytotoxic effects include inhibiting tumor cell growth,
inducing apoptosis, inhibiting clone formation, cell migration, and invasion, and promoting cell
adhesion. These effects are attributed to linoleic acid and squalene, compounds known for their anti-
androgenic, anti-inflammatory, antioxidant, and anti-hyperlipidemic properties. These results
provide a scientific basis for claims that pumpkin seeds have beneficial effects on the prostate in

Cameroon.

Keywords: Anti-androgenic, anti-inflammatory, Cucumis sativus, cytotoxicity, oxidative stress,

Benign prostatic hyperplasia, Prostate cancer.
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Le cancer de la prostate (CaP) et I'nyperplasie bénigne de la prostate (HBP) sont deux
pathologies urologiques les plus courantes chez les hommes agés et caractérisées par la prolifération
des cellules prostatiques (Glaser et al., 2022). L'incidence de ’'HBP augmente avec I’Age pour
atteindre environ 90% chez les hommes de 80 ans (Nyamai et al., 2016). Le CaP est un probleme
majeur de santé publique en raison de son incidence et de sa mortalité élevée. 1l s'agit du premier
cancer urogénital et du deuxieme néoplasme le plus fréquent chez les hommes dans le monde,
représentant 13,5% de tous les cancers diagnostiqués (Barsouk et al., 2020). Il représente la
deuxieme cause de mortalité par cancer chez ’homme aprés le cancer broncho-pulmonaire (Sung
et al., 2021). L’incidence du cancer de la prostate ne cesse d’augmenter dans le monde et pourra
atteindre 2293818 nouveaux cas en 2040 avec 379005 cas de decés (Ferlay et al., 2019 ; Rawla,
2020). L’Afrique enregistrera le plus grand taux de mortalité estimé a plus de 1,24 du taux actuel
d’ici 2040 si rien n’est fait (Ferlay, 2019) soit environ 1 million de morts si les mesures adéquates
ne sont pas prises. Au Cameroun, peu de données existent sur la prévalence. Cependant, une étude
réalisée a I’Hopital Général de Ngaoundéré a montré que cette pathologie touche environ 7,3% de
la population masculine et représente 33,3% de tous les cancers diagnostiqués chez I’homme
(Ngaroua etal., 2019). Plus de 1000 cas de CaP ont été répertoriés de 2004 a 2015 aux départements
d’Urologie et d’Oncologie de certaines villes du Cameroun (Yaoundé, Douala, Bafoussam,
Bamenda et Buéa) (Engbang et al., 2017).

Les mécanismes responsables de I’initiation et de la progression de ces deux pathologies
sont partiellement connus. Différents facteurs environnementaux et génétiques y sont associés
comme I'age, I’hérédité, I'obésité, le tabagisme, l'alimentation, les médiateurs inflammatoires, le
stress oxydatif et les hormones endogénes (Habib et al., 2021). Cependant, le mécanisme par lequel
chaque facteur exerce ses activités n'a pas encore été clairement élucidé. Le stress oxydatif et les
meédiateurs inflammatoires sont impliqués dans l'initiation. En effet, dans des conditions normales,
les antioxydants surpassent les pro-oxydants, mais dans desconditions oxydatives, les pro-oxydants
I'emportent sur les antioxydants, ce qui peut conduire a de nombreuses maladies inflammatoires,
dont ’'HBP et le cancer de la prostate (Devlin, 2021). Les travaux scientifiques disponibles
suggerent gque les androgénes, principalement la testostérone, la dihydrotestostérone (DHT) agissant
via les récepteurs des androgenes (RA), sont les principaux promoteurs de la croissance et de la
progression du cancer de la prostate. La régulation a la hausse ou la perturbation de cette voie
entraine une activation anormale du RA et la production d'oncogenes pouvant initier le CaP (Brand
et Dehm, 2013 ; Messner et al., 2020). Les cestrogénes sont également impliqués dans la
pathogénése de la maladie par de nombreuses voies parmi lesquelles la génotoxicité directe,

I'épigéno-toxicité, I'hyperprolactinémie et I'inflammation chronique (Nelles et al., 2011).



Le diagnostic de ces deux pathologies passe par le toucher rectal, le dosage de la PSA et les
biopsies (Rozet et al., 2016). La plupart des patients souffrants d’HBP et du CaP présentent des
symptémes du bas appareil urinaire, notamment un faible débit, une urgenturie, la pollakiurie,
I’effort a uriner, la nycturie, une intermittence, une vidange incompléete et I’incontinence qui
affectent considérablement la qualité de vie du patient (Dun et Kazer, 2011). En fonction du stade
de la maladie, plusieurs méthodes de traitement ont été développées parmi lesquelles la
prostatectomie, la radiothérapie, I’hormonothérapie et le suivi thérapeutique (Rozet et al., 2020).
Lorsque le CaP est localisé¢, la monothérapie active, la chirurgie et la radiothérapie sont les
traitements curatifs. Cependant, certaines études ont montré que la prostatectomie est associée au
risque de saignement et de dysfonctionnement érectile, la radiothérapie est associée a des difficultés
urinaires et desdouleurs pelviennes (Litwin et Tan, 2017). Les données épidémiologiques montrent
que ’'HBP et le CaP affectent encore la vie des milliers des patients, malgré les énormes progres de
la médecine moderne, mais elle reste incapable de trouver un traitement efficace pour lutter contre
cette maladie (Njamen et al., 2020).

En raison des divers effets secondaires indésirables des médicaments, de leur co(t éleve et
de la résistance qu’ils entrainent, l'industrie nutraceutique et alimentaire s'est tournée vers des
ingrédients d'origine végétale écologiques et durables (Ho et al., 2022 ; Singh et Kumar, 2023), car
ils présentent peu d’effets secondaires (Bounda, 2018). L’Organisation Mondiale dela Santé (OMS)
estime que 170 des 194 états membres de ’OMS font recours a la médecine traditionnelle pour
leurs soins de santé primaire (OMS, 2023). C’est ainsi que les plantes médicinales telles que Bidens
pilosa, Hypoxis hemerocallida, Pygeum africanum et Nigella sativa sont connues pour soigner les
troubles/symptdmes de ’'HBP et du cancer de la prostate (Ly, 2018). Ces traitements naturels ne
sont pas toujours efficaces car ils nécessitent une longue période de consommation et beaucoup de
patients se découragent au cours du traitement. Le style de vie et les habitudes alimentaires ont été
identifiés comme des facteurs de risque majeurs dans la croissance et la progression de ces deux
pathologies. Les données épidémiologiques militent en faveur des effets protecteurs des alicaments
contre divers types de cancers y compris celui de la prostate. Par conséquent, le développement des
aliments fonctionnels avec une certaine sécurité est nécessaire. Les graines de courge peuvent étre
considerées comme un aliment fonctionnel naturel en raison de leurs effets bénéfiques sur la santé
humaine. Pour contribuer a la caractérisation de nouveaux alicaments dans la lutte contre le cancer,
nous nous sommes intéressés aux graines de quelques de cucurbitacées les plus consommees au
Cameroun. Il s’agit des genres Cucumeropsis, Cucumis, Cucurbita et Lagenaria (Aubaile-
Sallenave, 2001).

Les cucurbitacées représentent une famille de plantes comprenant 130 genres et 960 espéces
(Sahayi et Shirali, 2018 ; Mukherjee et al., 2022). Elles sont retrouvées principalement dans les
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zones tropicales et subtropicales dans le monde (Rubatzky et Yamaguchi-Mas, 1997). Plusieurs
études ont montré que la courge présente de nombreuses propriétés biologiques : antidiabétique,
antioxydante,  antihypertensive,  antitumorale, immuno-modulatrice, antibactérienne,
antihypercholestérolémiante et antiparasitaire (Rolnik et Olas, 2020). Les graines de courge sont
consommees frais ou roti pour le soulagement des crampes abdominales et distensions dues aux
vers intestinaux et I’huile extraite de ces derniéres est utilisée pour soulager les troubles bénins de
la prostate (Xanthopoulou et al., 2009). Certaines études suggérent que les graines de courge sont
dotées de propriétés anticancéreuses in vitro sur les lignées cancéreuses mammaires et utérines
(Tuama et Mohammed, 2019). Les informations recueillies pendant les entretiens avec des femmes
agées a Bafoussam Il dans la région de I'Ouest du Cameroun ont révélé qu’elles cuisinaient
régulierement des graines de courge a leur époux afin de prévenir les maladies de la prostate. Au
meilleur de notre connaissance, aucune étude scientifique n’a été réalisée dans le but de vérifier
scientifiguement les supposés effets bénéfiques des graines de courge camerounaises sur les
troubles bénins et malins de la prostate. C’est ce qui justifie le présent travail qui avait pour objectif
d’évaluer les éventuels effets bénéfiques des graines de quelques cucurbitacées camerounaises sur
les modeles de tumeurs bénignes et malignes de la prostate in vitro sur les lignées cancéreuses
prostatiques et in vivo chez le rat Wistar. Partant des données de la littérature et des résultats des
enquétes menées aupres des ménages a 1’Ouest, la question de recherche est la suivante : les graines
de courge consommées au Cameroun possédent-elles des effets antiprolifératifs sur la prostate ? De
cette question découle I’hypothése selon laquelle les graines de courge posséderaient des propriétés
antiprolifératives capables d’inhiber et/ou empécher I’installation de I'HBP et du CaP. Plusieurs

objectifs spécifiques découlent de ’objectif général de ce travail :

¢+ étudier les effets des graines de six especes de cucurbitacées les plus consommeées in vitro
sur les lignées cancéreuses et in vivo sur un modéle d hyperplasie bénigne de la prostate ;
++ déterminer les effets de la fraction huileuse de C. sativus sur un modele de cancer de
prostate ;
+» déterminer les modes d’action de C. sativus et contribuer a I’élucidation du mécanisme
cellulaire ;
% établir I’apercu toxicologique et la toxicité aigué desgraines de C. sativus ainsi que de’huile

extraite de ces graines.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S089990072030071X#!




I-1- Généralités sur la prostate

La prostate est une glande exocrine de’appareil génital masculin dela taille d'une chataigne

et pesant 15 a 20 grammes chez I’adulte jeune (Corti et al., 2022).

I.1.1- Localisation anatomique

La prostate est un organe situé dans I’espace sous péritonéal, en dessous de la vessie, au-
dessus du plancher périnéal, en avant du rectum entre les muscles ¢élévateurs de I’anus de chaque
c6té et en arriere de la symphyse pubienne (Roberts et al., 2018). Elle entoure I'urétre, canal par
lequel les urines sont évacuées de la vessie, sur 3 a 4 cm (Figure 1). Elle mesure environ 3 cm de

haut, 4 cm de large et 2 cm de profondeur chez un adulte jeune.

Vessie urinaire Muscle détrusor

Vésicule séminale
" Symphyse pubienne

Col de la vessie avec les

Capsule prostatique fibres

Paroi rectale antérieure

Tissu glandulaire

Faisceau Glande prostatique

neurovasculaire

Sphinteur

Testis

Figure 1: Prostate normale et ses rapports avec les autres structures pelviennes (Roberts et al.,
2018).
I.1.2- Anatomie zonale

Selon le modele anatomique microscopique de Mc Neal (1968), la prostate de ’homme est
constituée de quatre zones principales. La zone de transition entoure I’urétre prostatique proximal.
La zone centrale située en arriere de la zone de transition entoure les canaux éjaculateurs et forme
la majeure partie de la base prostatique. Elle constitue 25% de la masse glandulaire prostatique,
dont les canaux s’abouchent dans I’urétre prostatique distal a proximité du veru montanum (Figure
2). Elle est le siege de I’hyperplasie bénigne de la prostate (HBP). La zone périphérique entoure la
zone centrale et I'urétre prostatique distal. Elle forme 70% de la masse glandulaire prostatique dont
les canaux s’abouchent dans I'urétre prostatique distal a proximité du veru motanum. C’est le siége
dudéveloppement de 70% des cancers de la prostate (CaP). Le stroma fibromusculaire antérieur est

completement dépourvu de de tissu glandulaire (Seisen et al., 2012).



1= zone périphérique
2 = zone centrale

3 = zone de transition
4 = zone antérieure

B = vessie

U = urétre

SV : Vésicule séminale

Figure 2: Anatomie zonale de la prostate (représentation sagittale) (Roberts et al., 2018).
L’anatomie comparée de la prostate du rat a celle de ’homme montre qu’elle est constituée
de quatre lobes distincts a savoir (Figure 3) : la prostate dorsale, la prostate latérale, la prostate
ventrale et la prostate antérieure ou glande coagulante (Knoblaugh et al., 2018). La glande
prostatique du rat comme tous les rongeurs est composée de canalicules ne possédant pas d'acini a
la différencedel'Homme. Il n’existe pas une analogie claire entre la structure lobulaire de la prostate
des rongeurs et I’architecture zonale de la prostate humaine. On considére que les lobes
dorsolatéraux correspondent a la zone périphérique humaine, tandis que les lobes ventraux

correspondent a la zone centrale (Zabaiou, 2017).

Canal
déférent

Vésicule
séminale
Prostate
antérieure
Prostate
ventrale * Prostate
Prostate dorsale
latérale

Figure 3: Prostate des rongeurs montrant les différents lobes (Knoblaugh et al., 2018).

I.1.3- Anatomie descriptive

La prostate est entourée d’une capsule composée d’une couche interne musculaire lisse et
d’une couche externe de collagéne. La prostate se laisse traverser par I'urétre prostatique et par les
canaux €jaculatoires. L’urétre prostatique proximal est entouré des fibres musculaires lisses
constituant le sphincter lisse urétral qui, en se contractant lors de I’¢jaculation, permet d’éviter

I’éjaculation rétrograde (Seisen et al., 2012).

1.1.4- Histologie de la glande prostatique

La prostate humaine adulte est une glande tubulo-alvéolaire composée de canaux tapissés

d'un épithélium colonnaire pseudo-stratifié. Les cellules qui tapissent les canaux sont cylindriques
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et sécrétoires, avec des noyaux basaux (Figure 4). Une couche presque continue de cellules

épithéliales basales forme la membrane basale. L'épithélium prostatique est, quant a lui, entouré
d'un stroma fibromusculaire dense.

Cellules épithéliales o= > Cellule neuroendocrine

sécrétoires luminales

Lumiére
canalaire

Cellules musculaires
lisses

Cellule épithéliale
basale

Lame basale

Cellule souche candidate

Figure 4: Histologie générale d'une glande prostatique humaine (Marker et al., 2003).

L'épithélium glandulaire de la prostate humaine est composé d'acini et de canaux tapisses
par trois types de cellules : luminales, basales et neuroendocrines (Figure 5). Les acini ont un aspect
ondulé a papillaire dans la plupart des cas (Paner, 2010). Les cellules luminales sont cylindriques,
avec un cytoplasme éosinophile pale et des noyaux ronds pres de la base de la cellule. Ce sont les
cellules androgéno-sensibles sécrétrices des protéines notamment I’antigéne spécifique de la

prostate (PSA), la phosphatase acide prostatique (PAP), les polyamines et les prostaglandines.
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Figure 5: Epithélium prostatique humaine (Bok et Small, 2002).

Les cellules basales sont adjacentes a la membrane basale et ont des noyaux ovoides et un
cytoplasme peu visible. Ce sont des cellules non sécrétrices caractérisées par une faible expression
desandrogenes. Les cellules neuroendocrines sont des cellules non androgéno-sensibles exprimant
la chromogranine, la sérotonine et d’autres neuropeptides impliqués dans la régulation de la
croissance, de la différenciation et de I’activité sécrétrice de 1’épithélium prostatique. Des corps

éosinophiles laminés arrondis sont fréeqguemment observés dans les lumiéres des acini (Ittmann,
2018).



I.1.5- Physiologie de la glande prostatique

La prostate, principale glande accessoire du systéme reproducteur masculin, joue un réle
essentiel dans la reproduction masculine en raison de sa localisation au carrefour des voies
spermatiques et urinaires. Elle est donc impliquée dans la miction, la fertilité et 1’éjaculation
(Marieb, 2010).

La fonction principale de la prostate est de fournir les protéines et les électrolytes qui
constituent l'essentiel du liquide séminal (Nehikhare et al., 2018). Le PSA est une enzyme
protéolytique appartenant a la famille des kallikréines des sérines protéases. Il est produit
principalement par les cellules épithéliales prostatiqgues au niveau apical dans la lumiere.
Normalement sécrétée a des concentrations elevées dans le liquide seminal, le PSA joue un réle
dans la liquéfaction du liquide séminal en hydrolysant la séménogéline et la fibronectine, toutes
deux responsables de la coagulation du sperme ; ce qui provoque une liquéfaction et facilite la
fécondation (Mumbere et al., 2021). Les autres sécrétions spécifiques de la prostate protegent les
spermatozoides contre divers types d'agression (germes, radicaux libres, anticorps) et elles régulent
aussi l'expression de leurs fonctions principales : mobilité, capacitation, décondensation de la
chromatine (Rollet, 1999).

I.1.6- Controle hormonal de la prostate

La croissance de la prostate commence lorsque I'nomme atteint la puberté et se poursuit sous
I’influence des androgénes (et dans une moindre mesure des cestrogénes) qui modulent la
différenciation, I’activité cellulaire et ’apoptose, ainsi que I’action des facteurs de croissance et des

vitamines (Martin et al., 2008).

1.1.6.1- Les androgenes

Les androgenes, en particulier ceux dérivés de la testostérone, jouent un réle central dans le
développement physiologique de la prostate. Les androgenes exercent leur action en se fixant sur
les RA, qui sont majoritairement situés dans les cellules épithéliales luminales et en faible densité
dans les cellules stromales de la prostate (Devlin, 2021).

% Biosynthese des androgenes
La biosynthése des androgénes (Figure 6) comme celle de toutes les autres hormones
stéroidiennes est réalisée a partir d’un seul et unique précurseur : le cholestérol. Les androgénes ont
une double origine : environ 95% sont produit par les cellules de Leydig au niveau des testicules,
sous forme de testostérone et 5% d’androgénes restants sont sécrétés par la glande surrénale sous
forme de précurseurs qui seront ensuite convertis en T au niveau des tissus cibles (Tostain et al.,
2004).



Minéralocorticoides

Cholestéro
SLAR CYP21A2 »«] ) ?
CYP11A1 CYP11B2
Progestagénes ) g o
8 8 [} ? | T Aldmtérﬂne
43H
I LH)R L T r“-\'-. .\_Ll J?‘I:l"
o
F'r-r.-gm:-hn::ln:-nc F‘rn:-gr:stérc-ne o "F"
o o _.-"
giﬂgi Cortizal
(RN
Androgénes ol = Glucocorticoides
=
(Estrogénes
I " cypigal P
" [ ] i W | 3
h s P -"-}.,.-'-'\-\'-I-'-' o
. nln 'lra 'S OL
e g P [T
ﬂndrnsténé-diul Testostérone (Estradiol
LSo-réductase
] F
H .l
o
1 I

=
L

H
I_I.\_r"\-._.__. e
H

Dihydrasytestostérone

Figure 6: Biosynthése des stéroides (Boron et al., 2003).

CYP : “Cytochrome P450 family” ; HSD : Hydroxysteroide déhydrogénase ; StAR: “Steroidogenic
Acute Regulatory Protein”

% Meécanisme d’action des androgénes
Le récepteur des androgenes est composé de quatre domaines fonctionnels : le domaine N-
terminal, le domaine de liaison a I'ADN, le domaine C-terminal et le domaine de liaison au ligand

(Estebanez-Perpina et al., 2021). Les androgenes exercent leur action suivant deux mécanismes : la
voie génomique et la voie non génomique (Figure 7).

e Voie génomiqgue ou classique
En I’absence de ligand, la stabilité du RA dans le cytoplasme est assurée par un complexe
de protéines chaperonnes incluant les protéines de réponse au choc thermique ("Heat Shock
Proteins”, HSP27, HSP40, HSP70 et HSP90) ainsi que les protéines co-chaperonnes p23, FKBP-4
("FK506 binding protein 4") et SGTA ("small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing
protein alpha™). Une fois libérée de sa protéine porteuse plasmatique, la testostérone pénétre dans

la cellule prostatique par diffusionsimple et est métabolisée en majorité en DHT par la Sa-réductase
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de type 2 (Figure 7). La fixation de la DHT sur son récepteur au niveau du domaine de liaison au
ligand favorise la translocation nucléaire du RA, puis sa fixation aux éléments de réponse aux
androgenes (ERA) présents au niveau du promoteur et des régions activatrices en amont des génes
cibles (Rangel et al., 2021). Une fois lié a la chromatine, les RA recrutent de nombreuses protéines
corégulatrices pour moduler la transcription du complexe RA-transcriptionnel, ce qui entraine des
réponses de croissance et de survie cellulaires (Corti et al., 2022).

Testostérone Testostérone
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l d
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/ \\ PKC
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Figure 7: Voies de signalisation génomique (A) etnon-génomique (B) du récepteur des androgeénes
(Schreyer et al., 2017).

e Voie non génomique

Comme d'autres hormones stéroides, le RA présente également une signalisation/action non
génomique, avec une réponse rapide de quelques secondes a quelques minutes. Le RA demeure
dans le cytoplasme aprés la stimulation androgénique et active d’autres voies de signalisation
intracellulaires convergeant vers la voie ERK ("Extracellular signal-Regulated Kinase") par
activation de la voie phosphatidyl-inositol 3-kinase (P13K) / Akt ainsi que la voie de la protéine
kinase C (Zamagni et al., 2019 ; Corti et al., 2022) puis, en aval, a I’activation de facteurs de
transcription (Schreyer et al., 2017).

®,

% Actions physiologiques des androgenes

La testostérone provoque le développement des conduits du systeme reproducteur et la
descente des testicules chez le foetus alors que la DHT entraine la formation des organes génitaux
externes. Lors de la puberté, ces hormones favorisent la croissance des organes reproducteurs et le

développement des caractéres sexuels secondaires masculins. Les androgenes jouent également un
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réle important dans le comportement sexuel et la spermatogénéese. Par ailleurs, puisqu’il s’agit

d’hormones anaboliques, elles stimulent la syntheése des protéines, ce qui augmente la masse

musculaire et osseuse (Tortora et Grabowski, 2001 ; Marieb, 2010).

1.1.6.2- Les cestrogénes

La croissance et le fonctionnement de la prostate sont principalement contr6lés par les
androgeénes. Toutefois, les cestrogénes régulent également le développement et les fonctions de la
prostate a plusieurs stades de la vie de I’homme. Ils proviennent essentiellement de I’aromatisation
locale par la glande prostatique et de facon périphérique par le tissu adipeux via la cytochrome P450
aromatase (Risbridger et al., 2003).

®,

< Meécanisme d’action des cestrogénes dans la prostate

Pour agir, les cestrogénes se fixent sur leurs récepteurs qui sont de deux types : les récepteurs
alpha (REq) et les récepteurs béta (REP). I1a été démontré que le REa est principalement situé dans
le tissu stromal prostatique, tandis que le RE est principalement situé dans les cellules épithéliales
basales prostatiques (Royuela et al., 2001). Contrairement au RA, le RE est composé de cing
domaines fonctionnels : le domaine N-terminal, le domaine de liaison a ’ADN, la zone charniére,
le domaine de liaison au ligand et le domaine C-terminal (Chimento et al., 2022). Les oestrogenes
peuvent agir suivant les voies dépendanteset indépendantesdu ligand (Lefstin et Yamamoto, 1998 ;
Coleman et al., 2001).

®,

< Actions physiologiques des estrogenes

La liaison des cestrogénes sur leurs récepteurs REa peut non seulement provoquer la
prolifération des cellules stromales, mais aussi avoir une influence paracrine sur les cellules
épithéliales adjacentes. Par contre, I’activation du REB est associée a des effetsantiprolifératifs dans
la prostate et constitue un frein a la croissance médiée par les androgenes. Ce récepteur possede
également les propriétés antiinflammatoires et antioxydantes (Weihua et al., 2001). Les actions des
REa dominent sur celles des REB a cause d’une surexpression de ’aromatase par les cellules
stromales. La liaison des cestrogeénes sur les REa contribue a la mise en place des pathologies

prostatiques a I’instar de la prostatite chronique, ’HBP et I’initiation ainsi que la progression du

cancer de la prostate (Prins et Koarch, 2008).

L.2- Les tumeurs bénignes de la prostate
I.2.1- Définition

Les tumeurs bénignes sont destumeurs non cancéreuses caractérisées par un développement
local les confinant au tissu dans lequel elles ont pris naissance. Elles se développent lentement,

localement, sans produire de métastases, et ne recidivent pas si elles sont enlevées complétement.
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Il s’agit des tumeurs circonscrites, bien limitées, nettement séparées des tissus avoisinants, parfois
méme entourées par une capsule. Le tissu tumoral reproduit de treés prés la structure du tissu initial.
C’est le cas de "HBP qui est la tumeur bénigne la plus fréquente chez les hommes &gés (Langan,
2019).

Les tumeurs bénignes ou adénome de la prostate encore appelés hypertrophie ou hyperplasie
bénigne de la prostate (HBP) se définissent histologiquement par la prolifération des cellules
musculaires lisses et épithéliales dans la zone de transition prostatique, une sclérose des glandes
péri-urétrales de la prostate auxquelles s’associent des lésions épithéliales glandulaires (Lerner et
al., 2021). Au cours du développement embryologique, il y a formation de nouvelles glandes
prostatiques. Cependant, le développement de nouvelles glandes dans la prostate adulte a donné
lieu a I'hypothese d'un "réveil” des cellules en prolifération. Cette augmentation du nombre de
cellules pourrait étre duea la prolifération des cellules stromales et épithéliales, ainsi qu'a I'altération
de la mort cellulaire programmée.

1.2.2- Epidémiologie de 'HBP

Les tumeurs bénignes de la prostate sont dominées par ’adénomyome de la prostate qui
constitue la premiére pathologie urologique dans le monde. Les résultats des recherches récentes
menées montrent que la fréquence de ’HBP dans toutes les tranches d'age a augmenteé et on assiste
a un rajeunissement deés I'age de 25 ans (Shadmanov et al., 2021). Son incidence augmente pour
atteindre environ 90% chez les hommes de 80 ans (Nyamai et al., 2016). En Afrique, on estime que
plus de 40% des hommes ageés de 50 ans et plus présentent des troubles urinaires liés a une HBP.

Au Cameroun, elle représente la tumeur bénigne la plus fréquente de ’appareil urogénital masculin
(Sow et al., 2006).

1.2.3- Facteurs de risque
Les principaux facteurs de risque de I'HBP seraient I'dge, 1’hérédité et 1’imprégnation

hormonale. En outre, de nombreux facteurs liés au mode de vie tels que l'obésité, I'inactivité
physique et le régime alimentaire ont été associés a la pathogénése de 'HBP (McCormick et Raynor,
2020).

1.2.4- Etiologie de ’THBP

L’HBP est un processus pathologique lié a une interaction complexe entre les androgeénes, les
cestrogénes et les facteurs de croissance cellulaire entrainant une dérégulation des mécanismes
d'inhibition de la croissance cellulaire (McCormick et Raynor, 2020). De nos jours, I’étiologie

exacte reste mal connue mais plutdt plusieurs hypotheses ont été postulées.
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1.2.4.1- Hypothése des androgenes

Pour exercer ses effets, la testostérone produite par le testicule diffuse dans les cellules
épithéliales et stromales de la prostate et est convertie en dihydrotestostérone (ayant affinité 10 fois
supérieure a la testostérone) qui peut agir de maniére autocrine dans les cellules stromales ou
paracrine dans les cellules voisines (Carson et Rittmaster 2003). Apres fixation sur son récepteur,
la DHT induit la croissance et la différenciation des cellules de la prostate ce qui est a ’origine de

I'hyperplasie des cellules stromales et épithéliales (Seo et al., 2021).

1.2.4.2- Effets des cestrogénes

Les cestrogenes jouent un role important dans le développement de la prostate. En se fixant
sur les REa, les cestrogenes favorisent l'inflammation et I'hyperplasie tandis que la liaison au REJ
induit des effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques dans la prostate (Ajayi et Abraham, 2018).
Avec I’age, les hommes présentent un volume detissu adipeux (source d’aromatase) plus important
combiné a la diminution de la sécrétion de testostérone et a la sécrétion des cestrogénes par les
cellules de Leydig (Muraleedharan et al., 2010) modifiant I'équilibre entre les deux hormones
sexuelles. Ce déséquilibre entre les cestrogénes et les androgénes chez les hommes agés est le

facteur le plus important dans l'initiation et la progression de I'HBP.

1.2.4.3- Effets des facteurs pro-inflammatoires

La prostate est un organe ayant un systeme immunitaire interne complexe. Les cellules
immunitaires sont représentées en majorité par les lymphocytes Ts qui sont localisés dans la zone
péri-glandulaire, a D’intérieur et autour des cellules épithéliales prostatiques. Les agrégats
lymphoides minoritaires composés de lymphocytes B et T sont localises dans le stroma
fibromusculaire (Cao et al., 2022). Les modifications immunitaires peuvent apparaitre suite a des
facteurs stimulants qui induisent des lésions des cellules de la prostate conduisant a une
inflammation chronique. Au cours de la réaction inflammatoire, un grand nombre de lymphocytes
infiltrent la glande et libérent les cytokines et facteurs de croissance a I’origine d’un remodelage
anormal, des dommages tissulaires, d’une réponse inflammatoire chronique et d’une croissance
fibromusculaire (Chughtai et al., 2011). Dans le tissu prostatique enflammé, les lymphocytes B et
T, les macrophages, les mastocytes, les neutrophiles, les cellules dendritiques et les monocytes ont
été détectés. Ces cellules activées produisent des cytokines parmi lesquels les interleukines (IL-1,
I’IL-6, 'IFNYy (interféron gamma) et les facteurs de croissance comme le TGFp (“Transforming
growth factor™) qui assurent la croissance fibromusculaire de la prostate via la voie de signalisation
STAT-1/NF-«xBb (Transducteur de signal et de l'activateur de transcription/ "Nuclear factor of
kappa light polypeptide gene enhancer in B-Cells"). La persistance prolongée des cytokines dans le

tissu prostatique affecté détermine une inflammation chronique, médiée par la voie de MAPK
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("Mitogen-activated protein kinases") et Pls/Akt (Phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B)
(Ene et al., 2022). Ces facteurs inflammatoires induisent I'expression de COX-2 (Cyclooxygenase
2) et de INOS ("Inducible Nitric Oxide Synthase™), ce qui entraine une augmentation du taux de

prolifération des cellules prostatiques (Mitsunari et al., 2021).

1.2.4.4- Effets du stress oxydatif

La prostate est un organe vulnérable aux dommages oxydatifs de ’ADN en raison du
renouvellement cellulaire plus rapide et la présence de moins d’enzymes de réparation de ’ADN
(Hamid et al., 2011). Les inflammations chroniques et aigués peuvent entrainer des événements
susceptibles de provoquer une prolifération du tissu prostatique par le biais de divers mécanismes,
notamment le stress oxydatif (Devlin, 2021). Les cellules inflammatoires telles que les macrophages
et les neutrophiles libérent les radicaux libres parmi lesquels l'oxyde nitrique (NO) et diverses
especes dérivées de I’oxygene. Ces radicaux libres induisent des Iésions de ’ADN et I’expression
des cyclo-oxygénases qui entretiennent une inflammation chronique (Jomova et al., 2023). Les

Iésions tissulaires et le stress oxydatif peuvent conduire a une prolifération cellulaire compensatoire
et a une croissance hyperplasique (Udensi et Tchounwou, 2016).

1.2.4.5- Effets de I’alimentation

Des apports excessifs de calories, un régime riche en cholestérol et en acides gras saturés,
la prise excessive d’alcool, de produits laitiers, de tabac, des céréales en particulier le pain, la
volaille et les ceufs augmenteraient le risque d’HBP. Par contre la consommation des oligoéléments

tels que la vitamine E, le sélénium, le lycopene et le carotene contenus dans les fruits et Iégumes
réduirait ce risque (Rohrmann et al., 2007 ; Das et Buchholz, 2019).

1.2.5- Symptomatologie de ’"HBP
Les symptomes du bas de I’appareil urinaire rencontrés dans ’HBP ont un retentissement
sur la qualité de vie des patients et peuvent étre observés au cours des trois phases de la miction, a
savoir :
% Phase de remplissage : la pollakiurie diurne et nocturne, I’'urgenturie, et la nycturie.
%+ Phase mictionnelle : retard au démarrage de la miction, difficulté a évacuer I’urine, associée
ou non a une douleur (dysurie), un jet faible et une miction par poussée.

%+ Phase post-mictionnelle : sensation de vidange incomplete (Bonnaure-Sorbier, 2020).

1.2.6- Diagnostic de ’THBP
Le diagnostic de 'HBP débute par I’interrogatoire de fagon a préciser I’importance de la

géne fonctionnelle suivi du toucher rectal, de ’examen cytobactériologique des urines et des
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examens complémentaires tels que 1’échographie vésico-prostatique ainsi qu’une prise de sang pour

doser le PSA (Bonnaure-Sorbier, 2020).

1.2.7- Traitements de ’HBP

Le choix de la stratégie thérapeutique a utiliser pour traiter ’'HBP dépend d’un certain
nombre de facteurs tels que 1’age, la taille de la prostate, le poids corporel, le taux de "PSA" ainsi

que la gravité des symptomes.

1.2.7.1- Traitements médicamenteux
Cinq grands groupes de médicaments sont couramment prescrits pour faire face a ’HBP seuls
ou en association. I1 s’agit des a-bloquants, des inhibiteurs de la 5-a-réductase, des inhibiteurs de
la phosphodiestérase, des anticholinergiques et des agonistes des récepteurs B-adrénergiques.
s Les a-bloquants
Les o-1-bloquants aussi appelés a-1 adrénergiques comme le tamsulosine sont des
molécules qui agissent en se fixant sur les récepteurs a-1 adrénergiques bloquant la contraction des
cellules musculaires lisses qui entourent 'urétre prostatique ; ils réduisent ainsi le tonus musculaire
et diminuent 1’obstruction prostatique (Roehrborn et al., 2013).
% Lesinhibiteurs de la 5-a réductase
Les inhibiteurs spécifiques de la Sa-réductase tels que le Finastéride et le Dutastéride
diminuent la concentration dela DHT prostatique et circulante et peuvent par ce biais, entrainer une
involution du tissu hyperplasique et une réduction de la symptomatologie clinique (Evans et al.,
2005).
s Les inhibiteurs de la phosphodiestérase
Les inhibiteurs de la phosphodiestérase comme le Sildenafil et Tadilafil sont connus pour
inhiber la phosphodiestérase entrainant une augmentation du taux de guanylate cyclase (GMPc) qui
est le second messager dans les voies de dilatation des cellules musculaires lisses prostatique
(Matsumoto et al., 2010 ; Kishorebabu et al., 2019).
% Les anticholinergiques et les antimuscariniques
Ce sont des médicaments qui interviennent dans le soulagement dessymptomes li¢s a ’"HBP
spécialement lors de la phase de stockage et de miction. Ils diminuent I’hyperactivité du muscle
détrusor ; ce qui diminue la contraction vésicale (Yamada et al., 2018).
% Les agonistes des récepteurs beta-3
Ce sont les agonistes des récepteurs béta comme le Mirabegron qui induisent la relaxation

du muscle détrusor et donc la vidange vésicale (Isaacson et al., 2020).

1.2.7.2- Traitement chirurgical
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La chirurgie est recommandée d’emblée en cas de rétention urinaire aigué€, d'insuffisance

rénale secondaire a une obstruction de la sortie de la vessie, des calculs vésicaux et d'hématurie
(Pinheiro etal., 2012).

1.2.7.3- La phytothérapie

Les deux médicaments traditionnels améliorés commercialisés dans la plupart des pays sont
’extrait des écorces du prunier africain (Pygeum africanum, TADENAN®) et I’extrait hexanoique
du fruit de palmier nain de Floride (Serenoa repens, PERMIXON®). Les composés bioactifs
présents dans I’extrait de Pygeum africanum, inactivent les RA, inhibent les facteurs de croissance
cellulaire et sont dotés de propriétés anti-inflammatoires. Serenoa repens quant a lui, est riche en
acides gras libres qui inhibent la croissance de la prostate en inhibant des iso-enzymes de type 1 et
detype 2 de la 5-o-reductase. Il réduit ainsi I’inflammation par inhibition des COX et en favorisant
I’apoptose et la relaxation des muscles lisses par blocage des canaux calciques (Keehn et al., 2016).

1.3- Tumeurs malignes de la prostate
1.3.1- Définition

Les tumeurs malignes encore appelés cancer ou néoplasme désignentun groupe de maladies
hétérogenes dans lesquelles les cellules de I'organisme se développent de maniere incontr6lée en
raison de défauts dans les mécanismes naturels de régulation de la croissance et de la prolifération
des cellules (Moradi et al., 2021).

Les tumeurs malignes sont des tumeurs a croissance rapide. Elles donnent naissance a une
dissémination tumorale a distance (surtout par voie lymphatique et sanguine) avec éclosion et
développement de tumeurs secondaires dans d’autres viscéres : les métastases. Les tumeurs
malignes ont tendance a récidiver aprés éradication locale. L’évolution, en I’absence de traitement,
se fait spontanément vers la mort. Les tumeurs malignes sont mal limitées, non encapsulées ; elles
envahissent et détruisent 1’organe dans lequel elles ont pris naissance, ainsi que les organes de
voisinage. C’est le cas du cancer de la prostate qui représente le premier cancer urologique et le
deuxieme néoplasme le plus fréquent chez I'homme dans le monde apres le cancer de poumon
(Barsouk et al., 2020)

Le cancer de la prostate est une maladie qui se développe a partir de cellules de la prostate
initialement normales qui se transforment et se multiplient de fagon anarchique, jusqu’a former une
masse appelée tumeur maligne (Moradi et al., 2021). La majorité des cancers de la prostate sont
des adénocarcinomes (90 %) ; ils se développent a partir des cellules qui constituent le tissu de
revétement de la prostate (cellules épithéliales). Les autres formes correspondent a des sarcomes ou
des rhabdomyosarcomes (Guo et Czerniak, 2023).
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1.3.2- Epidémiologie

Les données épidémiologiques montrent qu’il existe un risque d'environ 20 % de développer
un cancer avant I'age de 75 ans et un risque de 10 % de mourir de ce cancer. En 2020, 19,3 millions
de nouveaux cas de cancer ont été répertoriés avec plus de 10 millions de déces par cancer dans le
monde (Ferlay et al., 2021). Le CaP est le type de cancer le plus répandu chez I'nomme dans le
monde apres le cancer du poumon et la deuxieme cause de mortalité par cancer chez 'homme (Sung
et al., 2021). Selon les données de I'OMS, I’incidence du CaP est de 14,1% dans la population
masculine mondiale avec une prévalence de 20% (Sung et al., 2021). L’incidence du CaP ne cesse
d’augmenter et pourra atteindre 2293818 nouveaux cas en 2040 avec 379005 cas de décés si rien
n’est fait (Rawla, 2020). En Afrique, c’est le cancer le plus répandu en termes d’incidence et de
déces (Ferlay et al., 2021) avec le plus grand taux de mortalité estimé a +124,4% d’ici 2040 (Ferlay,
2019). Au Cameroun, le cancer de la prostate touche environ 7,3% de la population masculine ayant
un age moyen de 44,8 ans et 1047 cas de cancer de la prostate ont été répertoriés de 2004 a 2015
(Engbang et al., 2017).

1.3.3- Cancérogénése
Les grandes étapes de la cancérogénése sont : I’initiation, la promotion, la progression

maligne et la formation des métastases (Figure 8).
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Figure 8: Etapes de la cancérogénése (Mongis et al., 2017).

«» L’initiation

18



L’initiation est une étape ponctuelle correspondant a I’altération du génome d’une cellule
lui conférant la propriété d’échapper aux régulations cellulaires. Dans les cellules somatiques, des
altérations de 1’acide désoxyribonucléique (ADN) d’origine endogene (erreurs au cours de la
réplication de ’ADN ou de la mitose, especes réactives de ’oxygeéne (ERO), hypo- ou hyper-
méthylation de ’ADN) ou induites par des facteurs environnementaux cancérogeénes apparaissent
fréquemment au cours de la vie. Une altération de ’ADN n’est transmise aux cellules dérivant de
la cellule « initiée », que si elle n’est pas Iétale et n’est pas réparée. Les dommages oxydatifs a
I'ADN peuvent entrainer des mutations ponctuelles, des délétions, des insertions ou des
translocations chromosomiques, qui peuvent provoquer l'activation d'oncogeénes et l'inactivation de
génes suppresseurs de tumeurs et conduire a l'initiation de la carcinogenése (Klaunig et al., 2011).

% La promotion

La promotion tumorale est une phase relativement longue (pouvant durer plusieurs années
chez ’'Homme) au cours de laquelle la cellule initiée va proliférer et conduire progressivement au
développement d’un clone de cellules mutées. La multiplication cellulaire étant exponentielle, un
nombre limité de divisions cellulaires suffit a engendrer un nombre considérable de cellules
tumorales. Divers facteurs endogénes (facteurs de croissance et hormones) ou exogenes (toxiques
chimiques, facteurs alimentaires, etc.), du fait de leur action répétitive, vont déréguler certains des
mécanismes fins qui contrélent la multiplication cellulaire (Mongis et al., 2017).

% La progression

La progression tumorale constitue la derniére étape de la cancérogenése. Elle margue le
passage de lésions précancéreuses a des lésions malignes, avec une prolifération cellulaire
indépendante, une extension invasive de la tumeur et sa capacité a métastaser (Lasfargues, 2018).
C’est une phase complexe qui consiste en I’accumulation de nouvelles anomalies du génome, la
vascularisation de la tumeur (angiogenése) et en I’acquisition de la capacité d’invasion conférant
ainsi a la tumeur une plus grande malignité.

% Invasion tissulaire et formation de métastases

L’invasion tissulaire et la formation de métastases nécessitent que les cellules tumorales
acquirent la capacité a migrer vers d’autres tissus et a les envahir. Les cellules cancéreuses se
regroupent initialement pour former une tumeur primaire. Une fois la tumeur formée, les cellules
peuvent commencer a se détacher de cette tumeur et se déplacer vers d'autres parties du corps, ce
processus est appelé métastase. Ces cellules cancéreuses qui se déplacent dans I'organisme sont
capables d'établir de nouvelles tumeurs dans des endroits éloignés du site d'origine. Ceci implique
le changement de certaines fonctions cellulaires (adhésion cellulaire) et la modification de

I’expression de certains génes tels que ceux codant des métalloprotéinases dégradant la matrice
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extracellulaire (MMP) ou des molécules d’adhésion (Yilmaz et al., 2007). Les sites courants de

métastases sont les os, les poumons, le foie et le systeme nerveux central.

1.3.4- Mécanisme physiopathologique

La premicre phase de développement de I’adénocarcinome prostatique correspond a la
forme localisée suivie d’une extension locale. L’inflammation et/ou l'exposition a des agents
cancérigenes entraine des lésions intraépithéliales prostatiques (P1A)et lamort cellulaire conduisant
a la régénération des tissus qui se manifestent morphologiquement par une atrophie prostatique
(Coleman, 2018). Au cours de I’auto-renouvellement des cellules qui en résulte, les cellules
acquiérent et accumulent des altérations génetiques somatiques notamment les méthylations du
gene de GSTP1 (Glutathionne S-transférase), géne qui protege les cellules épithéliales de la prostate
contre les lésions de I'ADN, le raccourcissement destélomeéres et I'activation de la protéine MY C (
« myelocytomatosis »), un proto-oncogene qui se transforme en oncogéne; ce qui entraine une
transformation néoplasique avec la mise en place d’une néoplasie intraépithéliale prostatique (NIP)
de bas et de haut grade (Nelson et al., 2022). Le CaP peut évoluer de la NIP au carcinome invasif
puis a la formation des métastases et a la mort (Coleman, 2018). Les sites métastatiques les plus
fréquents sont ganglionnaires et osseux. Les atteintes osseuses touchent préférentiellement le
bassin, le rachis, les cotes et le sternum (Gundem et al., 2015).

1.3.5- Génes impliqués dans la cancérogénése
1.3.5.1- Oncogénes

Les oncogenes sont les principaux moteurs de la croissance tumorale (Nagarajan et al.,
2016). Les proto-oncogénes sont les formes bénignes des oncogenes qui codent pour la croissance,
I’adhérence et la division cellulaire. Ils possedent des sites fragiles pouvant se rompre en présence
des cancérigénes pour donner des oncogénes (Kontomanolis et al., 2020). Ils peuvent induire

I’apparition et/ou le développement d une tumeur.

1.3.5.2- Génes suppresseurs de tumeurs

Les génes suppresseurs de tumeurs ou anti-oncogénes (génes P53 et P16) sont des génes qui
bloguent la croissance du cancer par inhibition de la prolifération cellulaire, activation de la
différenciation, activation des génes de réparation de I’ADN, activation de I’apoptose, inhibition de
I’angiogeneése et activation de I’ancrage cellulaire du cancer (Kontomanolis et al., 2020). Ces genes
suppresseurs peuvent également présenter une ou plusieurs mutations qui altére(nt) leur fonction.
La cellule présente dans ce cas des anomalies de réparation de I’ADN, une perte du controle de la

multiplication cellulaire ou une résistance a 1’apoptose.

20



1.3.6- Types histologiques des carcinomes prostatiques

L'établissement d'un diagnostic histopathologique du cancer de la prostate nécessite un
examen au microscope optique des coupes de tissus colorées a I'nématoxyline et a I'éosine. La
grande majorité de ces néoplasmes malins sont d'origine et de différenciation épithéliale et sont des
carcinomes. Il existe 5 grands groupes de tumeurs prostatiques (Vandenbos et al., 2004).

1.3.6.1- Tumeurs épithéliales prostatiques

L’adénocarcinome de la prostate est le type histologique majoritaire des tumeurs
épithéliales, représentant plus des 90% des tumeurs malignes de la prostate (Wang et al., 2013). Il
se developpe a partir des cellules internes des acini prostatiques. La base du diagnostic histologique
de l'adénocarcinome de la prostate est I'évaluation des trois critéres majeurs que sont I’altération de
l'architecture glandulaire, la perte de cellules basales et une dysplasie des cellules de la paroi
glandulaire (Murray, 2021). Les cellules sont souvent colonnaires et les noyaux sont grands, ovales

a ronds et contiennent généralement un seul macronoyau (Humphrey et al., 2017).

1.3.6.2- Tumeurs neuroendocrines

La présence de cellules neuroendocrines est notée dans environ un tiers des
adénocarcinomes prostatiques peu différenciés. Les aspects microscopiques sont classiques avec
une architecture cordonale ou insulaire, correspondant a une prolifération decellules de petitetaille,

a noyau dense, hyperchromatique, riches en mitoses (Vandenbos et al., 2004 ; Grignon, 2004).

1.3.6.3- Tumeurs stromales prostatiques
Elles font partie des tumeurs rares avec les sarcomes dérivant du mésenchyme prostatique.
Le type histologique le plus fréqguemment rencontré est caractérisé par un stroma normo- ou hyper-

cellulaire avec atypies nucléaires dégénératives, sans mitose et glandes normales (Cucherousset,
2015).

1.3.6.4- Tumeurs mésenchymateuses
Le diagnostic repose sur la mise en évidence des mitoses, d’atypies cytonucléaires et de

nécrose. Il s’agit des tumeurs de haut grade, a cellules fusiformes sans différenciation spécifique
(Vandenbos et al., 2004).

1.3.6.5- Tumeurs hémo-lymphatiques
Le diagnostic est histologique, montrant une infiltration du parenchyme par une prolifération

a cellules rondes d’allure lymphomateuse (Cucherousset, 2015).
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1.3.7- Pathogénése du cancer de la prostate
1.3.7.1- Implication des androgénes et ses récepteurs
Le cancer de la prostate est considéré comme un cancer androgéno-sensible dans 90% des
cas, nécessitant des androgenes, tels que la testostérone et la DHT pour son développement. De
plus, la thérapie de privation d'androgenes entraine une régression des tumeurs de la prostate dans
pres de 80% des cas. Malgré cela, les tumeurs finissent par se développer, malgré la poursuite du
traitement antiandrogéne (Rise et al., 2019). La résistance du CaP a la thérapie de privation
d'androgénes pourrait dépendre de plusieurs voies centrées sur la signalisation des androgenes,
notamment la production intra-tumorale et surrénalienne d'androgeénes, la surexpression des RA,
desvariantes d'épissage du RA constitutivement actives et I'expression de mutants du RA (Wadosky
et al., 2016).
¢ Production intra-tumorale des androgenes
Il est clairement établi que 'un des mécanismes par lesquels les cellules cancéreuses
prostatiques peuvent contourner la privation androgénique est I’augmentation de la conversion de
la testostérone circulante en DHT au sein dustroma tumoral (boucle paracrine) (Chang etal., 2011).
Par ailleurs, les CaP métastatiques sont également capables de maintenir, malgré une castration
optimale, des taux d’androgénes intratumoraux (boucle autocrine) en synthétisant eux-mémes des
androgenes. Ce maintien de taux d’androgénes intratumoraux peut résulter d "une hyper-expression
ou mutation activatrice du gene de la Sa-réductase permettant la conversion de I’androsténedione
en So-androsténedione puis en DHT. Ce mécanisme permet le maintien d’un taux élevé
d’androgénes au niveau des tissus tumoraux malgré un effondrement des taux sanguins circulant de
DHT aprés castration (Fontana et Limonta, 2021).
%+ Surexpression des AR
Les cellules cancéreuses prostatiques peuvent acquérir une hypersensibilité aux androgenes,
par une surexpression du RA ou par une augmentation de I’expression du RA liée a ’absence de sa
dégradation a la suite d’une mutation du géne SPOP (Speckle-type POZ protein) qui code une
ubiquitine ligase E3 (Mani et al., 2014).
« Epissage du AR
Les epissages alternatifs des transcrits du RA produisent également des formes tronquées du
récepteur (Mudryj et Tepper, 2013). Parmi ces variants d’épissage, les variants AR-V7 et AR-
V567es ont été particulierement étudiés. Les variants AR-V jouent un r6le critique dans le
développement et la progression du CaP car ils possedent une activité transcriptionnelle
indépendante du ligand et sont fortement régulés a la hausse dans les CaP hormono-resistants
(Paschalis et al., 2018). Les AR-V induisent également 1’expression des génes impliqués dans le

cycle cellulaire (Aurilio et al., 2020). Le variant AR-V7 montre que les genes affectés en présence
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de ce variant sont principalement impliqués dans la migration des cellules cancéreuses par
activation de la synthese des cadhérines, protéines responsables de la liaison a la matrice
extracellulaire (Sun etal., 2014 ; Schreyer et al., 2017).
% Mutations du RA
Les mutations du RA induisent ’expression d’un ensemble de génes impliqués dans
I'apparition et la progression du CaP vers une maladie métastatique avancée. Ces formes mutées du

AR peuvent reconnaitre comme agonistes des stéroides autres que les androgénes, mais aussi des
anti-androgenes comme agonistes (Derycke et al., 2014).

1.3.7.2- Implication des cestrogénes

Le métabolisme des cestrogénes en hydroxy-cestrogeénes, en cathécols et en composés
génotoxiques sous I’action des cytochromes peut avoir un effet carcinogéne. En effet, les cathécols,
sous I’action des péroxydases se transforment en semi-quinones puis en quinones qui réagissent
avec I'ADN pour former des adduits a 1’origine de I'initiation du cancer de la prostate (Ruan et
Mueck, 2023). Ila été démontré que ’exposition des rats adultes a des doses supra-physiologiques
d’cestradiol avec maintien des concentrations physiologiques de testostérone conduit a la mise en
place d’une néoplasie intraépithéliale prostatique dans la prostate dorsolatérale et du cancer dans la
zone péri-urétrale par stimulation de la prolifération des cellules stromales chez le rat (Leav et al.,
1998).

1.3.7.3- Role de ’inflammation

L’inflammation est une réponse physiologique a une agression (infection microbienne,
particules étrangéres, traumatisme) qui accompagne la réponse immunitaire et favorise le
renouvellement cellulaire. Les cellules immunitaires infiltrant les tumeurs de la prostate contribuent
a linitiation et/ou a la progression du CaP en produisant les ROS qui induisent des lésions
cellulaires. L’accumulation de ces 1ésions génomiques conduit a la carcinogenese de la prostate et
la progression du CaP (Shiota et al., 2014). Il a été démontré que les cytokines pro-inflammatoires
tels que le TNF-a, I'IL-1 et I'lL-6, libérées par les macrophages du sous-type 1 interviennent dans
la croissance néoplasique prostatique (Bouraoui et al., 2008). Pour progresser en volume, une

tumeur devra acquérir la capacité d’induire ’angiogenése.

1.3.7.4- Implication des facteurs de croissance et apoptose
L’apoptose, appelée également mort cellulaire programmée, est un phénomeéne dans lequel
la cellule participe a son autodestruction sous le contrble de divers signaux internes et externes.
Dans le carcinome de la prostate, il a été observé une surexpression des protéines anti-apoptotiques
ou une inhibition de la production des protéines pro-apoptotiques médiée par les androgenes
(Westaby et al., 2021). Parmi les protéines qui jouent un réle important dans la régulation de
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I’apoptose, on distingue celles de la famille des Bel-2 ("B-cell lymphoma 2) qui contient plusieurs
membres qui peuvent étre pro-apoptotiques comme Bax (“protéine Bcl-2—associated X"), Bid
("BH3 domain-only death agonist protein™) et Bak ou anti-apoptotiques comme Bcl-2 et Bcl-xI ("B-
cell lymphoma-extra large™) localisés sur la membrane mitochondriale externe et jouant un role
dans la régulation de I’apoptose par blocage de la libération du cytochrome C (Qing et al., 2022).
Dans une cellule cancéreuse prostatique, on note une surexpression desmolécules anti-apoptotiques
qui peuvent inhiber le processus d'apoptose en bloguant la libération du cytochrome C ou en
inhibant l'activité de la caspase-3 (Ali et Kulik, 2021).

Des facteurs de croissance comme 1I’IGF jouent un réle central dans le développement, la
croissance et la progression du cancer dela prostate (Monti et al., 2007) en stimulant la prolifération
cellulaire et en inhibant I'apoptose. En se fixant sur son récepteur, ’IGF active plusieurs voies de
signalisation a I’instar de la voie de MAPK et la voie de PI3K/Akt/protéine kinase B conduisant a
la prolifération des cellules épithéliales prostatiques (Gurumurthy et al., 2001). L'IGF-1 induit
I'expression de protéases qui hydrolysent les membranes basales induisant la migration tumorale
(Grimberg, 2003). A ce jour, denombreuses protéines ont été identifiées chez ’lHomme comme des
activateurs de I’angiogenese, parmi lesquels les plus actifs sont : I'"Epidermal growth factor”
(EGF), le "fibroblast growth factor" (FGF), I’interleukine 8 (IL-8), le "Platelet-derived epidermal
growth factor", le "transforming growth factora" (TGFa) ainsi que le "Vascular Endothelial Growth

Factor (VEGF)" (Geindreau et al., 2022).

1.3.8- Facteurs de risque

Différents facteurs environnementaux et génétiques sont associés a la progression de la
croissance anormale des cellules de la prostate, comme I'4ge, I’hérédité, I'obésité, le tabagisme et
l'alimentation (Habib et al., 2021).

1.3.8.1- La génétique

Le cancer de la prostate est le cancer pour lequel le poids de I’hérédité est prépondérant, les
antecédents familiaux représentant le facteur de risque le plus prépondérant. Il existe deux types de
prédispositions génétiques au cancer de la prostate : I’hérédité monogénique, rare (5% des cas), et
I’hérédité polygénique, prédominante (95% des cas). Les geénes en cause dans I’hérédité
monogénique les plus souvent décrits sont les génes de réparation de I’ADN (notamment BRCAL,
BRCA2, ATM) et le gene HOXB13 situé sur le chromosome 17921 (Ewing et al., 2012). La
caractéristique des cancers héréditaires monogéniques est un age de survenue précoce et une forte
agressivité lors de mutations de BRCA2 et de HOXB13 (Sreenath et al., 1999). L’hérédité

polygénique est plus délicate a analyser. Plus de 150 variants génétiques ont été associés a une

augmentation du risque de CaP dans des populations d’origines diverses (Haffner et al., 2021).
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1.3.8.2- L age

L’age est un important facteur de risque dans le développement du cancer de la prostate et
dont incidence croit fortement avec ce dernier. Le nombre de cas chez les hommes agés de plus de
80 ans est environ 40 fois plus élevé que chez les hommes de moins de 50 ans (Malik et al, 2018).

1.3.8.3- L’obésité

Il est de plus en plus clair que l'obésité est associée a I’insulino-résistance et a
I’hyperinsulinisme. L'exposition a des taux sanguins éleves d'insuline et de facteurs de croissance
analogues a l'insuline (IGF) est associée a un risque plus élevé de cancer de la prostate (Yu et Rohan,
2000). L'obésité est également associée a une augmentation des taux d'IGF-1 libre ou bioactif et a
I’inhibition de I’expression de la SHBG conduisant a ’augmentation de la fraction libre des
androgénes, facteurs impliqués dans la prolifération et régulation de la différenciation cellulaire
(Amling, 2005).

La diminution du taux d’androgenes avec 1’age s’accompagne del’augmentation duvolume
du tissu adipeux périprostatique (Li et al., 2016). Il a été démontré que le tissu adipeux
périprostatique joue un réle majeur dans la progression du cancer de la prostate par des mécanismes
paracrines (Van Roermund et al., 2011). Les adipocytes matures sécrétent la chimiokine CCL7, qui
diffuseatravers la capsule vers la zone périphérique de la prostate. L'interaction entre la chimiokine
CCL7 et son récepteur CCR3, exprimé par les cellules tumorales invasives, favorise leur migration
hors de la prostate. Les adipocytes hypertrophiques sécrétent de plus grandes quantités de CCL?7,
ce qui augmente la migration et facilite I'extension extra-prostatique des cellules tumorales dans
I'obésité (Laurent et al., 2016).

1.3.8.4- L’alcool

Les boissons alcoolisées sont classées parmi les agents cancérogeénes pour I’Homme.
L’éthanol absorbé a la suite de la consommation de boissons alcoolisées est transformé,
principalement dans le foie, par I’alcool déshydrogénase en acétaldéhyde puis en acétate par
I’aldéhyde déshydrogénase. L’acétaldéhyde (ACH) déclenche la cancérogeneése en formant des
adduits avec les protéines et 'ADN et en provoquant des mutations (Diaz Gomez et al., 1999).
L'action de 'ACH est également associée a la production d’ERO connues pour leurs actions
génotoxiques (Shiota et al., 2014).

1.3.8.5- Le tabagisme
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Le tabagisme est un facteur de risque bien connu pour de nombreux cancers. Les fumeurs
sont exposés a une myriade de composés cancérigenes, dont le cadmium, les hydrocarbures
aromatiques polycycliques, les amines aromatiques hétérocycliques et les nitrosamines, qui peuvent
stimuler le développement des tumeurs de la prostate en créant les mutations du gene suppresseur
de tumeur p53 (Watters et al., 2009).

1.3.8.6- L’alimentation
Les effets de I'alimentation et des nutriments sur la pathogenese et la progression du cancer
de la prostate font I'objet d'une attention croissante (Matsushita et al., 2020).
s Aliments a risque
Il a été démontré une corrélation entre les régimes excessivement caloriques, notamment la
consommation importante de viandes rouges en particulier en cas de cuisson a haute température
(Zheng et al., 2009), des aliments riches en graisses (Liss et al., 2019), des produits laitiers (Tat et
al., 2018) et I’incidence élevée des cancers prostatiques.
% Aliments protecteurs
Certains aliments a I’instar des polyphénols du thé vert (Kurahashi et al., 2008), du lycopéne
(Rowles etal., 2017), des phytocestrogénes (Mahmoud et al., 2014), de la vitamine D etdu sélénium
(Gilbert etal., 2011) ont été promus au rang de facteurs protecteurs, voire de véritables alicaments

pour la prévention du cancer de la prostate.

1.3.8.7- L’exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Une interaction entre une exposition professionnelle elevée aux HAP et le polymorphisme
de la glutathion S-transférase (GSTP1), un gene détoxifiant, a été montrée comme étant associée a
un risque accru de cancer de la prostate (Barul et Parent, 2021).

Les HAP sont une famille de plus de 100 produits chimiques, généralement présents dans
des mélanges complexes présents naturellement dans I'environnement ou résultant de la combustion
incomplete ou dela pyrolyse dediverses matiéres organiques (Barul et Parent, 2021). Les HAP sont
de trois origines : pétrogénique et présents dans les produits pétroliers, pyrogénique ou pyrolytique
formés par combustion incomplete de la matiére organique et biogénique libérés par certaines
plantes (coniféres). La voie d’exposition la plus importante est la voie pyrogénique a travers le feu,
le chauffage domestique, les industries, le carburant diésel, la combustion du bois et du charbon
(Lima et al., 2005).

Le Benzo(a)Pyréne (BaP) est un HAP pyrogénique classé comme cancérigéne du groupe 1
par I’Agence Internationale de Recherche sur le Cancer (en anglais CIRB) (Moorthy et al., 2015).
Il est métabolisé dans le foie en métabolites réactifs tels que les époxydes et les métabolites

conjugués qui peuvent intervenir dans l'initiation, la promotion et la progression du cancer agit
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comme un carcinogéne génotoxique et non par leur capacité a interagir avec 'ADN en formant des
adduits qui provoquent des cancers en particulier le CaP (Jee et al., 2020). Une interaction entre
une exposition professionnelle élevée aux HAP et le polymorphisme de la glutathion S-transférase
(GSTP1), un géne détoxifiant, a été montrée comme étant associée a un risque accru de cancer de
la prostate (Barul et Parent, 2021).

1.3.9- Dépistage
Le dépistage permet le diagnostic du cancer a un stade précoce voire de prévenir son
apparition. Plusieurs méthodes sont reconnues parmi lesquelles le toucher rectal, le dosage des

marqueurs, les biopsies, ’imagerie par Résonnance Magnétique et la scintigraphie :

1.3.9.1- Le toucher rectal
Le toucher rectal permet au médecin de sentir la présence de zones dures ou irréguliéres en
cas d’anomalies prostatiques. Un toucher rectal normal n’exclut pas un cancer car cet examen ne

permet de détecter que des tumeurs palpables. La prostate normale doit avoir le sillon méediant.

1.3.9.2- Le dosage des marqueurs

Les marqueurs permettent non seulement de détecter le cancer de la prostate dans les
biopsies primaires, mais aussi de déterminer le stade de la maladie et de choisir les options
thérapeutiques, comme la réalisation ou non d'une biopsie répétée (Chistiakov et al., 2018).

% LePSA

Le PSA est le premier marqueur moléculaire approuvé par la FDA ("Food Drug
Administration™) pour la détection du cancer de la prostate (Rittenhouse et al., 1998). Au stade
précoce, le cancer de la prostate est asymptomatique et est suspecté le plus souvent sur une élévation
des taux sériques de PSA. L’augmentation du taux sérique dans la grande majorité des CaP,
témoigne d’une production en grande quantité de cette protéine par les cellules tumorales, quoique
plusieurs autres facteurs puissent affecter le taux de PSA comme I’age, les infections et
I’¢jaculation. Le PSA est mesuré¢ en ng/ml. La norme la plus communément admise par les
laboratoires est inférieure a 4 ng/ml. Un niveau de PSA supérieur a la norme peut étre le reflet d’un
probléme au niveau de la prostate (Salman et al., 2015).

¢ Le dosage du PCAS3 (*'Prostate Cancer Antigen 3 ')

Le PCA3 est le deuxiéme marqueur moléculaire approuvé par la FDA pour la détection du
cancer de la prostate (Ronnau et al., 2015). C’est un ARN non codant spécifique a la prostate, et
fortement exprimé dans les cellules cancéreuses de la prostate. Il régule la survie cellulaire en
controlant la voie de signalisation dépendante du RA, I'expression des cofacteurs et des génes
impliqués dans la transition épithélio-mesenchymateuse procarcinogénique (Terrier et al., 2017).

¢ Autres marqueurs
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Le Confirm MDx est un test épigénétique qui détecte les modifications épigénétiques de
I’ADN. Ces modifications épigénétiques induisent des lésions cancéreuses qui peuvent étre
présentes malgré l'apparence normale des cellules (Trock et al., 2012).

Le ProMark est un test de pronostic du CaP basé I’analyse d'imagerie immunofluorescente
pour quantifier I'expression des biomarqueurs et classer les tumeurs des patients (Bronimann et al.,
2020).

Le TMPRSS2 est une protéase spécifique de la prostate sensible aux androgenes. Le géne le
plus fréquent dans la famille des génes ETS fusionnant avec TMPRSS2 est le géne ERG retrouvé

dans environ 85% des échantillons positifs (Fujita et Nonomura, 2018).

1.3.10- Symptomatologie

Le plus souvent, le cancer de la prostate n'occasionne pas de troubles urinaires car il se
développe en périphérie de la prostate et ne comprime pas l'uretre. Il peut cependant arriver que
certains troubles se manifestent, en particulier a un stade avancé. Les symptdmes sont alors

semblables a ceux de I'adénome prostatique.

1.3.11- Traitements
1.3.11.1- Traitements du cancer de la prostate localisé
% Lasurveillance active
La surveillance active s’adresse a certains patients atteints dune tumeur localisée a faible
risque d’évolution, dont le cancer ne nécessite pas obligatoirement un traitement immédiat mais qui
pourraient bénéficier d’un traitement curatif en cas d’évolution du cancer (Rozet et al., 2020).
% La prostatectomie
L’intervention se déroule sous anesthésie générale. La totalité de la prostate, ainsi que les
vésicules séminales, deux petites glandes situées de part et d’autre de la prostate sont retirées
(Bianco et al., 2005). Les effets indésirables spécifiques a la prostatectomie les plus fréquents sont
I’incontinence urinaire, 1’anéjaculation, les troubles de 1’érection et I'infertilit¢ (Resnick et al.,
2013).
% La radiothérapie externe
La radiothérapie est un traitement locorégional des cancers. Elle utilise des rayonnements
ionisants qui détruisent les cellules cancéreuses en les empéchant de se multiplier. Elle consiste a
diriger précisément ces rayonnements sur la zone a traiter, tout en préservant le mieux possible les
tissus sains et les organes avoisinants (Viani et al., 2016). Cette technique s’accompagne de
plusieurs effets indésirables tels que la rectite, les troubles urinaires et les troubles de I’érection
(Litwin et Tan, 2017).

% La curiethérapie
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La curiethérapie de la prostate consiste a placer des sources radioactives a I’intérieur de la
prostate. Ces éléments radioactifs émettent des rayonnements qui détruisent les cellules
cancéreuses. Cette technique est associée a plusieurs effets indésirables tels que 1’hématurie, la
rectite, les troubles urinaires, la présence du sang dans le sperme et les troubles de I’érection (Rozet
et al., 2018).

% Lacryothérapie

La cryothérapie, appelée aussi cryochirurgie, détruit latumeur grace au froid intense délivré
par une sonde appelée cryosonde. Le mode d’action repose sur la congélation (-40°) du tissu
conduisant a une dénaturation protéique, une rupture des membranes cellulaires par les cristaux de
glace, et des microthromboses vasculaires avec apoptose (Matillon et al., 2012). Les effets

secondaires sont les troubles de I’érection et une incontinence urinaire (Rozet et al., 2020).

1.3.11.2- Traitement des cancers de la prostate localement avancé et métastasique
¢ L’hormonothérapie

L hormonothérapie consiste 8 empécher 1’action stimulante de la testostérone sur les cellules
cancéreuses pour stopper le développement du cancer par déprivation androgénique (Rozet et al.,
2020). Elle peut se faire par deux méthodes :

% Les traitements médicamenteux

Les médicaments d’hormonothérapie utilisés sont des analogues et des antagonistes de la
LH-RH, qui bloguent la production de la testostérone par les testicules. Les plus courants sont le
flutamide, le bicalutamide, le nilutamide, 1’acétate de cyprotérone, ’acétate d’abiratérone et
I’enzalutamide (Zerbib, 2007).

¢ L’ablation des testicules

L’ablation des testicules est une intervention chirurgicale qui consiste a enlever la partie du
tissu des testicules qui sécrete la testostérone. Deux techniques existent : la pulpectomie qui
conserve la paroi externe des testicules et 1’orchidectomie, plus rarement utilisée, au cours de
laquelle tout le testicule est enlevé (Rozet et al., 2020).

Les effets indésirables suivants sont communs aux différents types d ’hormonothérapie : les
bouffées dechaleur, les troubles del’érection, la baisse dela libido, la prise depoids, I’ostéoporose,
la gynécomastie et I’irritabilité (Hodge et al., 2009).

% Lachimiothérapie

La chimiothérapie est un traitement systémique dont l’action est dirigée contre les
mécanismes de la division cellulaire par leur action cytotoxique ou cytostatique. Parmi les
molécules utilisées, on a le docétaxel et la prednisone ou prednisolone (Founier, 2004). Les effets

indésirables sont : les sensations de fourmillement, les troubles cutanés, les nausées et les
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vomissements, perte de cheveux, affections oculaires, fonte musculaire et diabete (Hodge et al.,
2009).
% L’immunothérapie

L'immunothérapie du cancer peut se faire par la fabrication des vaccins thérapeutiques ou
par linhibition des points de controle. La vaccinothérapie vise principalement & favoriser
l'activation des cellules T cytotoxiques, qui ont des effets anti-tumoraux, en reconnaissant les
antigenes tumoraux et en exécutant I'apoptose (Rizzo et al., 2020). C’est le cas du sipuleucel-T qui
est une immunothérapie active qui consiste a infuser des cellules mononucléées du sang
périphérique, activées in vitro par une protéine de fusion. L’inhibition des points de contrdle
immunitaires (thérapie ciblée) passe le blocage des proteines exprimées par les cellules cancéreuses
qui empéchent le systéme immunitaire de reconnaitre ces cellules comme le non-soi et les détruire
(Rizzo et al., 2020).
1.3.11.3- La phytothérapie

La phytothérapie occupe une place importante dans la prévention du cancer de la prostate
car c’est une maladie caractérisée par une longue période d’attente, une forte influence du régime
alimentaire et I’absence de traitement a un stade avancé (Bounda, 2018). C’est le cas du lycopene,

un composé bioactif de la tomate impliqué dans I’inhibition de la tumorigénése prostatique (Moran
et al., 2022).

1.4- Alicaments
I.4.1- Définition

Un alicament ou aliment fonctionnel est un aliment qui peut étre consommé régulierement
dans le cadre d'un régime alimentaire normal et qui est démontré comme pouvant apporter un
bénéfice physiologique ou médical en régulant les fonctions de I'organisme afin de protéger contre
des maladies telles que les maladies coronariennes, I'hypertension, le diabéte, I'ostéoporose et le
cancer ou d'en retarder la progression (Doyon et Labrecque, 2008).
1.4.2- Alicaments et tumeurs

Diverses étudesont démontré que les extraits de betterave grace a ses activités antioxydantes
et chimio-préventives sont efficaces dans la prévention de la carcinogenese sur lignées cellulaires
humaines de cancer du pancréas, du sein et de la prostate (Tan et Hamid, 2021). De méme, I'oignon
et l'ail contiennent certains composés biologiquement actifs qui ont des effets anti-carcinogenes
(Tiwary et Hussain, 2020). Un grand nombre de glycosides triterpéniques de type cucurbitacine et
cucurbitane isolés des plantes de la famille des Cucurbitaceae se sont révélés étre des agents
cytotoxiques et antitumoraux (Mukherjee et al., 2022).

30



L.5- Cucurbitacées

Les cucurbitacées constituent la plus grande famille de cultures maraicheres et fruitieres, qui
comprend environ 125 genres et 960 especes repartis a travers le monde, et principalement dans les
pays tropicaux et subtropicaux (Mukherjee et al., 2022). Nous nous sommes intéressés dans le cadre
de ce travail aux genres de cucurbitacées dont les fruits sont plus connus et dont les graines sont les
plus fréquemment consommées au Cameroun, il s’agit de: Lagenaria siceraria, Cucumeropsis

manii, Cucurbita maxima, Cucurbita moschata, Cucumis sativus et Cucumis melo.

L.5.1- Description morphologique

Les noms vernaculaires, la description morphologiques ainsi que les photographies des

différentes especes de courge sont présentées dans le tableau I.
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Tableau I: Description morphologique des six especes de courge

Synonymes Noms Description
vernaculaires
Lagenaria Cucurbita "Bottle gourd" - plante herbacée annuelle, monoique grimpante ou
. . siceraria, (en anglais), rampante, a tige anguleuse assez épaisse et recouverte de
steerarta Lagenaria courge, (en poils souples et fins,
Standl vulgaris frangais), "ngol | - les feuilles sont longuement pétiolées,
nwouan" (en - le fruit est une baie de forme et de taille variable qui va de
bulu), calebasse, | verdatre et dense,
"ndu tou " (en - les graines sont entourées d’une couche externe brune dure
Ghomala) et d'une membrane interne blanche, aplaties et mesurent de 7
a 20 mm de long (Mampouya et al., 2016).
Cucumeropsis | Cucumeropsis | "egusi melon" - plante herbacée annuelle, monoique grimpante, a tige
. edulis, (en anglais), légerement ramifiée,
mant Cladosyos "ngon" (en bulu) | - le fruit est une baie lisse, de forme ovoide, pendante de
Naud edulis, et "mpock" (en couleur vert clair,
Momordica Ghomala) - les graines sont entourées d'une couche externe et d'une
procera couche interne toutes deux blanches, ovales, réduites ou en
pointe a I'extrémité, mesurant 16-18 mm de long.
Cucurbita Cucurbita "Pumpkin"  (en | - plante herbacée annuelle, monoique grimpante ou rampante
. pepo var. anglais), courge | a tige légerement ramifiée,
maxima maxima, (en frangais), | - le fruit est une baie volumineuse de couleur jaune a verte,
Duchesne Cucurbita "ndzen" (en | - les graines sont de forme horizontale et ovale mesurant 20-
argyrosperma, | ewondo) et | 24mm de long, englobées extérieurement par une capsule
Cucurbita "mpock" (en | blanche et intérieurement d’une membrane verte. (Muntean
maxima var Ghomala) et al.,2013).
globosa

Photographies

Graines
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Cucurbita Cucurbita "Muskmelon" - plante annuelle dicotylédone, aux tiges légerement
pepo var. | (en anglais), laineuses rampantes ou grimpantes des vrilles,
moschata . . . i L
moschata, courge musquée | - les feuilles sont circulaires, réniformes, en forme de cceur
Duchesne Cucurbita (en francais), ou triangulaires, souvent profondément dentelées a la base,
mixta, "ndzen abog" (en | - le fruit est une grosse baie globuleuse a ovoide ou
Cucurbita bulu) et "poe cylindrique de couleur jaune a verte,
argyrosperma | melam" (en - les graines sont obovoides, aplaties, de 10-20 mm de long
var. moschata | Ghomala) et enveloppées d’une couche externe blanche et d’une
enveloppe interne verte (Magdeleine ef al., 2011).
Cucumis Cucumis "Cucumber" (en | - plante annuelle dicotylédone, aux tiges munies de poils
. esculentus, anglais), rigides,
sanvus Cucumis concombre, - le fruit est cylindrique, plus ou moins allongé de couleur
Linn anguria, cornichon (en vert-jaune,
Cucumis frangais), - les graines sont horizontales, petites et longues de 8-10 mm
myriocarpus, | "omgbwa" de longues entourées d’une couche externe brune clair dure
Cucumis (en ewondo), et d'une membrane interne blanche (Tatlioglu, 1993).
sativus  var. | "nfempock" (en
hardwickii Ghomala)
Cucumis Melo sativus, | Muskmelon (en | - plante annuelle, sans doute d'origine africaine, a des tiges
Melo vulgaris, | anglais), rampantes assez gréles, hérissées de poils raides,
melo Mel 1 ) . \ . . i1
elo melon (en les feuilles, entiéres ou lobées, toujours pétiolées, se
Linn cantalupa, frangais). développent au niveau des nceuds, axillant chacune une vrille
Melo fine, simple.
chandalak,
Melo
monoclinus
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I.5.2- Répartition géographique

Les Cucurbitacées sont présentes sur tous les continents mais elles sont largement répandues
dans les régions subtropicales et tropicales. En Afrique, elles sont présentes aussi bien dans la zone
sahara-sahélienne que dans la zone tropicale et sub-tropicale (Mampouya et al., 2016).
I.5.3- Systématique

Selon APG 111, Lagenaria siceraria, Cucumeropsis manii, Cucurbita maxima, Cucurbita
moschata, Cucumis sativus et Cucumis melo obéissent a la classification suivante (Maadsi et
Khaled. 2012) :

Regne : Plantae

Division : Magnoliophyta

Classe : Magnoliopsida

Ordre : Cucurbitales

Famille : Cucurbitaceae

Genre : Lagenaria, Cucumeropsis, Cucurbita et Cucumis

Espéces : Lagenaria siceraria, Cucumeropsis manii, Cucurbita maxima,

Cucurbita moschata, Cucumis sativus et Cucumis melo
I.5.4- Actions thérapeutiques

Les plantes de la famille des Cucurbitaceae constituent une excellente source de composants
fonctionnels bioactifs ayant diverses importances thérapeutiques. Elles possedent des propriétés
antidiabétique, anti-inflammatoire,  hépatoprotectrice, antimicrobienne, cardioprotectrice,
hypolipidémique, antioxydante et anti-tumorale (Mukherjee et al., 2022). Elles interviendraient
dans le traitement du SIDA (Ng et al., 1992).

L.5.5- Usage traditionnel

Les graines séchées décortiquées sont généralement broyées et utilisées comme ingrédients
pour épaissir une soupe ou préparées en une pate communément appelée met de pistache (Pelé et
al., 1967). Les graines de cucurbitacées sont également utilisées comme sources d'huile et
contiennent environ 30 a 50% de I'huile. Les fruits mdrs de L. siceraria peuvent étre utilisés comme

récipients a usages multiples, instruments de musique ou a des fins ornementales (Minocha, 2015).

L.5.6- Composition chimique et nutritionnelle

La valeur nutritive des graines de pistache du Cameroun ne dépend pas de la région
bioclimatique de culture mais de l'espéce. Ces graines sont sources de glucides, de protéines, de
lipides, de fibres et de minéraux (Achu et al., 2005). Elles sont riches en en acides gras insatures,

en stérols, en tocophérols, en squaléne et en caroténoide (Amin et al., 2019).
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1.5.7- Travaux antérieurs

Les travaux antérieurs réalisés sur les six espéces de cucurbitacées étudiées dans le cadre de ce travail sont résumeés dans le tableau ci-dessous.

Tableau II: Récapitulatif des travaux antérieurs menés sur les six especes de cucurbitacées

Noms PU NI Constituants Activités Constatations majeures Références
scientifiques phytochimiques | biologiques
- feuilles Phénols totaux, - Antioxydant - Bonne activité antioxydante dans les deux tests DPPH et FRAP ; | Sha’a, 2021 ;
flavonoides, - Antimicrobien - Destruction de la croissance des bactéries et des champignons ; | Neelamma et al.,
- fleurs caroténoides - Anticancéreux - Agent anticancéreux naturel dans les lignées cellulaires N2a | 202 1_ ;
Cucurbita totaux, - Anti- cultivées ; Wahid et al., 2021 ;
maxima 45526 | terpénoides et les | . . - Réduction de l'cedeme de la patte ; Mahmoodpoor et al.,
Duchesne - graines | / HNC | tannins. inflammatoire - Diminution du niveau élevé de glucose dans le sang. 2018
Hussain et al, | - Antidiabétique
- fruit 2021
- graines Antioxydant - Régulation des facteurs de transcription adipogeénes/lipogénes ; | Mindjou et al., 2021 ;
 chair Phénols totaux, Anti-diabétique - Activités hypoglycémiantes ;
Cucurbita 25691/ | flavonoides et les | Anticancer - Protecteur contre le cancer de la prostate ; Men et al., 2020.
moschata - fruit SRF- | tannins. . . ,
Duchesne - graines | CAM | Enneb efal.,2020 | Antibactérien - Inhibe Ia croissance des cellules de mélanome M21 ;
- Activité antibactérienne ¢élevée.
- feuilles - Anticancer - Effet antiprolifératif et anti-carcinogene ; Arefetal., 2021 ;
- fruits Alcaloide, - Hypolipidémiant | - Reduit les niveaux ¢levés de triglycérides, de cholestérol et de
glycosides, - Antiinflammatoire | liPoprote€ines de basse densité tout en augmentant les niveaux de | Ahmad et al., 2022 ;
Lagenaria | - fruits stéroides, tannins, | _ Antioxvdante lipoprotéines de haute densité.
siceraria 48907/ | saponines et oxyaan - Effets anti-inflammatoires et analgésiques de l'extrait de jus chez | Goji et al., 2006.
Standl HNC | flavonoides. - Antimicrobien les souris et les rats.
- fruits - Antibactérien - Activité antioxydante dans un modele in-vitro utilisant le DPPH
- Cytotoxique - Activit¢ contre Pseudomonas aeruginosa et Streptococcus
- graines pyogenes
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- graines Alcaloide, - Analgésique et | - Activité antibactérienne spécifiquecontre S. aureus, grampositif, | Wahid ez al., 2021.
Cucumis glycosides, anti-inflammatoire | et K. pneumonia, gram négatif.
sativus - feuilles | 42457/ | stéroides, tannins, | - Antioxydant - Une bonne activité antioxydante dans les deux tests DPPH et
Linn HNC [ saponines et FRAP ;
flavonoide. - Antibactérien - Inhibition de la croissance de S. aureus et K. pneumoniae ;
- Activité sélective contre deux lignées cellulaires cancéreuses | Foong et al., 2016
- Cytotoxique distinctes, la lignée cellulaire de carcinome pulmonaire non a
petites cellules humain déficient en p53 (H1299) et la lignée
cellulaire d'adénocarcinome mammaire humain dépendant des
oestrogeénes.
Alcaloides, - Antimicrobien - Inhibition de la croissance de E. coli et activité antifongique | Adepoju et al., 2021
flavonoides, o Iveémi contre Aspergillus spp et F. solani. Teugwa et al., 2013
glycosides, - Hypoglycemique - Faible activité hypoglycémique Victor et al., 2020
42484 | stéroides et tanins | - Antioxydant - Inhibition de la peroxydation des lipides et activité de pouvoir | Achu ez al., 2008
Cucumeropsis | - graines | /HNC | Adepoju et al,| Athérogénicité réducteur
manii 2021 - Réduction dutaux de cholestérol LDL et amélioration du taux de
Naud cholestérol HDL, réduisant ainsi le rapport athérogéne.
- feuilles | 49585/ - Antioxydant, - Diminution des niveauxde LDL, AST et ALT ; augmentation des | Dhiman et al., 2012
HNC | Alcaloides, Hypolinidémi activités CAT dans le CSM et réduction de l'activité GSH et du
Cucumis melo saponines, - HYPOUPIAEMIQUE, | 1iveau MDA.
Linn - fruit flavonoides, - Hépatoprotecteur | - Activités anti-inflammatoires par des propriétés antioxydantes | Malathi et Vadively,
glycosides et _ Antiinflammatoire | - Activités cytotoxiques par la BSLA 2021
- chair et stéroides - Activité hypoglycémique par la réduction du niveau de glucose
graines Babulreddy et al., | - Antiprolifératif dansle sang et possédantdes propriétés de stimulationde I'insuline

2013

Légende : PU : Parties utilisées ; NI : Numéro d’identification
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1.6. Modeles du cancer de la prostate
Les modeles animaux plus utilisés sont les modeles murins qui jouent un role central dans
l'accelération du développement de nouvelles approches chimio-préventives et thérapeutiques

contre le CaP. Des lignées cellulaires humaines de CaP sont aussi disponibles (Lamb et Zhang,
2005).

1.6.1. Mod¢les animaux
1.6.1.1. Tumeurs spontanées

Les rats de souche Wistar, Sprague Dawley et ACI/Seg sont connus pour développer de
fagon spontanée le CaP avec I’age mais l'incidence de ces tumeurs est généralement faible et les
périodes de latence sont longues. Ces tumeurs ne se développent que dans une zone précise de la
prostate chez le rat et sont parfois caractérisées par une absence de métastases (Russell et \Voeks,
2003).

1.6.1.2. Induction chimique de la carcinogénése

Le modéle de CaP chez le rat induit par la N-méthyl-N-nitrosourée (NMU) et les androgenes
a été mis au point par McCormick et Rao, (1999). Le modeéle de rat induit par le NMU-androgéne
induit des adénocarcinomes et des lésions hyperplasiques atypiques dans les régions ventrale,
dorsolatérale et antérieure de la prostate avec une incidence élevée. Au cours d'un traitement
prolongé, ce modele développe des lésions prostatiques qui imitent étroitement celles observées
chez les patients humains (Nascimento-Goncalves et al., 2023). Tout d'abord, les rats sont traités
quotidiennement avec un antiandrogene, tel que le flutamide ou l'acétate de cyprotérone, afin
d’inhiber la prolifération des cellules épithéliales de la prostate, suivi de I'administration de la
testostérone pour induire un pic de prolifération cellulaire. Aprés cette étape, une seule injection
intrapéritonéale de MNU, ciblant la population de cellules. Enfin, les rats recoivent une faible dose
de testostérone a libération lente jusqu'a la fin de I'expérience afin de soutenir le développement
tumoral (Bosland et al., 2022).

L’administration chronique de la testostérone seule ou associ¢e a la 17p-oestradiol a été
rapport¢ comme modele hormonal d’induction du CaP chez le rat. L’administration de la
testostérone seule induit un adénocarcinome avec une faible incidence dans les zones dorsolatérales
et/ou antérieures de la prostate de plusieurs souches de rat. L’administration combinée induit une

incidence élevée au niveau des zones dorsales, latérales et antérieures de la prostate des rats Noble
et Sprague Dawley (Bosland, 1992).

1.6.1.3. Souris porteuses de xénogreffes

Chez les souris immunodéficientes, la croissance tumorale se produit apres implantation des

cellules humaines ou xénogreffes. L’avantage de cette approche par rapport a une étude in vitro est
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la présence d’une structure tridimensionnelle compléte avec angiogenese, facteurs paracrines,
hormones, interactions stromales et aussi métastases (Lamb et Zhang, 2005). Les limites de ces
modeles comprennent un potentiel métastatique relativement faible lorsqu'ils sont implantés par

voie sous-cutanée et des interactions potentielles entre especes qui peuvent influencer la croissance
et la progression de la tumeur (Russell et VVoeks, 2003).

1.6.1.4. Souris transgéniques (génétiquement modifiées)

Ces modéles reproduisent en profondeur les différentes étapes du cancer de la prostate et les
mutations génétiques humaines associées a la progression tumorale (Kaplan-Lefko et al., 2003).
Les genes cibles manipulés sont ceux qui altérent I’expression des facteurs de croissance et de leurs
récepteurs, les régulateurs du cycle cellulaire, les genes pro- et anti-apoptotiques, les récepteurs des

hormones stéroidiennes, les oncogenes et les génes suppresseurs de tumeurs (Lamb et Zhang, 2005).

1.6.1.5. Souris allogreffes
C’est un systeme de tumeurs généré chez la souris en utilisant des lignées de cellules
tumorales ou des tissus dérivés duméme fond génétique et de ce fait le matériau transplanté et ’hote

partagent la méme souche (Rea et al., 2016).

1.6.1.6. Souris knockout (KO)

C’est un modele de souris basé sur le retrait de genes suppresseurs de tumeurs soit par

délétion de séquences entiéres ou d’une partie de celles-ci. (Rea et al., 2016).

1.6.2. Modéles in vitro
Dans le domaine de la recherche contre le CaP, les chercheurs utilisent principalement 3

types de lignées cellulaires : les cellules LNCaP, PC3 et DU-145, ainsi que quelques dérivations
clonales de ces lignées (Cunningham et You, 2015).

1.6.2.1. Cellules DU-145
Ce sont des cellules aneuploides non hormono-sensibles isolées a partir de métastases

cérébrales du cancer dela prostate a n’exprimant ni le RA ni PSA mais exprimant les facteurs de

croissance tels que I’EGF et le TGFo.

1.6.2.2. Cellules PC-3
Les cellules de la lignée PC3 sont des cellules androgéno-non sensibles obtenue a partir de

métastases vertébrales n’exprimant ni le RA ni le PSA.

1.6.2.3. Cellules LNCaP
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Les cellules LNCaP ont été isolées a partir de métastases lymphatiques d’adénocarcinome
humain. Ce sont des cellules sensibles aux androgenes qui expriment les RA et le PSA. Des lignées
cellulaires moins utilisées et moins bien caractérisées comme EB-33, PC-93, TSU-PR1, JCA-1,
ND-1, PPC-1 et DuPro-1 sont aussi disponibles (Van Bokhoven et al., 2003).

L.7. Etude de la toxicité de I’extrait

La toxicité se définit comme I’ensemble des effets néfastes qui peuvent étre des 1ésions
morphologiques et fonctionnelles dans un organisme vivant, provoquées par une substance
introduite a dose unique relativement élevée ou a des petites doses longtemps répétées (Hodgson,
2004).

L.7.1- Toxicité aigué

L’¢étudedela toxicité aigu€ est une analyse del’ensemble deseffetsadverses qui surviennent
dansun délai de quelques minutes a quelques jours (2 a 4 semaines) suite a une absorption de dose
unique généralement ¢levée d’une substance. La toxicité aigu€ s’exprime généralement par la dose
létale 50 (DL50) qui est la dose unique d’une substance d’essai susceptible d’entrainer la mort de
50% des animaux (OCDE, 2022).

1.7.2- Toxicité sub-aigué

La toxicité sub-aigué ou toxicité a court terme concerne les effetsnocifs disa une exposition
répétée des doses ne produisant pas d’effets toxiques immédiats. C’est la forme commune
d’exposition humaine a de nombreux produits chimiques. Ici, la substance a étudier est administrée

quotidiennement pendant une période allant d’un a trois mois.

1.7.3. Toxicité chronique

Les essais de toxicité chronique consistent en une mise en évidence des altérations
fonctionnelles et/ou morphologiques suite a I’administration répétées des doses non létales sur une
longue période d’une substance seule ou en association et a établir les conditions d’apparition de

ces altérations en fonction de la posologie (OCDE, 2001).

39



’—-- ’---~

Lemmmm= <& Y S
_.{" CHAPITREII : b
{___  MATERIELET . _ )
{__. METHODES Dl

40



I1.1- Matériel biologique
I1.1.1- Matériel végétal

Le matériel végétal était constitué des graines de six espéces de cucurbitacées les plus
consommeées au Cameroun. Apres récolte, ces plantes ont été authentifiées a I’Herbier National du
Cameroun. Les noms scientifiques des especes utilisées, les lieux de récolte ainsi que les numeéros

d’authentification sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau I11).

Tableau III: Espéces de cucurbitacées utilisées

Noms Partie | Lieu de Village Département Région | Numéro
scientifiques utilisée | récolte d’authentification
Cucurbita Graines | Bafoussam | Tyo-Village Mifi Ouest | 45526 / HNC
maxima 11

Cucurbita Graines | Bandjoun | Nkouo Nkoung-Khi Ouest | 25691/SRF-CAM
moschata

Lagenaria Graines | Bafoussam | Tyo-Village Mifi Ouest | 48907/HNC
siceraria II

Cucumis sativus | Graines | Bafang Babouantou Haut-Nkam Ouest | 42457/HNC
Cucumeropsis | Graines | Bafoussam | Tyo-Village Mifi Ouest | 42484 /HNC
manii 11

Cucumis melo | Graines | Bertoua Koume-Bonis | Lom-et-Djérem | Est 49585/HNC

I1.1.2- Matériel animal
I1.1.2.1- Cellules humaines cancéreuses

Les cellules DU145 et PC3, qui sont des cellules humaines cancéreuses de la prostate non
androgeno-sensibles, et les cellules LNCaP, qui sont des cellules cancéreuses de la prostate
androgéno-sensibles ont été achetées auprés de I""American Type Culture Collection™ (ATCC)
(Wesel, Allemagne).

I1.1.2.2- Animaux expérimentaux

Les rats males albinos de souche Wistar ont été obtenus du Laboratoire de Physiologie
Animale de I’Université de YaoundéI. Ils étaient agés de 1,5 mois et pesaient environ 90 g d’une
part et de 2,5 a 3 mois pour un poids moyen de 200 g d’autre part. Les rats ont été logés dans des
cages collectives tapissées de litiere de copeaux de bois dans les conditions de température
ambiante, aération suffisante, sous un cycle nycthéméral naturel (environ 12 heures de lumiére et
12 heures d’obscurité). I1s recevaient toutau long deI’expérimentation, de I’eau et une alimentation
composée d’un mélange de farine de mais (50%), de farine de blé¢ (22%), de farine de poisson
(15%), de tourteaux de palmiste (4%), de poudre d’os (3%), de poudre d’arachide (5%), de sel de
cuisine (0,75%) et la vitamine de marque prémix® (0,25%). Les expérimentations ont été conduites
en accord avec les recommandations de I’autorisation N° FWIRB 00001954 du comité d'éthique

national camerounais sur 1’usage des animaux de laboratoire.
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I1.1.3- Substances

La Finastéride (Chibroproscart), et le bilucamide (Casodex), ont été obtenus de Pierre Fabre
(Boulogne, France). L’Enanthate de testostérone (Androtardyl®) et le Benzo(a)pyréne ont été
achetés a Bayer Pharma AG (Berlin, Allemagne). L’cestradiol valérate (Progynova® 2 mg) a été
obtenu de Delpharm (Lille, France), et le Fulvestrant (ICI 182,780) ont été fournis par le laboratoire
Juvamine (Paris, France).

Les kit ELISA pour la détermination quantitative du PSA total et des marqueurs
inflammatoires (IL1pB, IL6, TNFa, IL10) ont été obtenus de Cusabio Biotech Co. Ltd, Newark
(Delaware, USA). Les kits de HDL-cholestérol, cholestérol total, triglycérides, bilubirine, ASAT et
ALAT ont été obtenus de Pol. Ind. Can Castell Canovelles (Barcelone, Espagne).

I1.2- Méthodes
I1.2.1- Préparation des extraits
11.2.1.1- Préparation des solutions des graines totales crues et cuites

Pour I’obtention de la pate crue, les graines séchées de chaque espéce de courge ont été
décortiquees, puis 100 g ont été broyées séparément a l'aide d'une machine électrique (blender)
pendant trois minutes. La poudre obtenue a été conservée au réfrigérateur pendant trois jours et
renouvelée. Les solutions des graines totales crues administrées aux rats ont été préparees en
fonction de la masse des animaux. De facon générale, 2,3 g de poudre des graines de chaque espéce
ont été solubilisés dans 46 mL d’eau distillee de facon a obtenir une solution mere de 50 mg/mL.
La solution mere ainsi obtenue était conservée a 4°C pour les traitements ultérieurs des animaux.
Connaissant la dose D (mg/kg), le poids P (kg) de I’animal et la concentration C (mg/mL) de
I’extrait, le volume V (mL) a administrer a un rat a été déterminé a partir de la formule suivante :
Volume (mL) = Dose (mg/kg) x Poids (kg) / Concentration (mg/mL).

Parmi les six especes de courge sélectionnées, C. sativus a présenté les meilleurs effets sur
la plupart des paramétres évalués. La suite de ces travaux s’est doncappesanti sur cette espece. Pour
I’obtention de la pate cuite, 50 g de poudre des graines de C. sativus a été pesée, mélangée avec 50
mL d’eau, enveloppée dansdes feuilles biodégradables (feuilles de bananier-plantain) puis portée
a ébullition dans un pot en acier inoxydable pendant deux heures. Le gateau de pistache obtenu a
été pese et conserve au réfrigérateur pendant deux jours. Les solutions des graines totales cuites
administrées aux rats ont comme précédemment décrit pour I’obtension de la solution des graines

totales crues.

11.2.1.2- Obtention de I’huile et du tourteau de C. sativus
Les graines de C. sativus crues ayant montré les meilleurs effets, un fractionnement en

tourteau et en huile de ces graines a été réalisé dans le but de determiner dansquelle partie se trouve
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les métabolites responsables des effets observés. Cette extraction s’est faite a froid (température
inférieure a 50 °C) afin de préserver chaque espece ont été introduite pour extraction dans une
machine a huile modele YD-ZY-OIC marque GmbH (Paris, France) pendant huit minutes. Ce

procédé a permis d’obtenir 168,65 g d’huile soit un rendement de 33,73% et 317,1 g de tourteau
soit un rendement de 63,42% a partir de 500 g de graines.

I1.2.2- Tests pharmacologiques

11.2.2.1- Préparation des solutions

Q2

% Solution de gavage

Les doses des solutions de gavage utilisées dans de ce travail ont été obtenues des travaux
antérieurs stipulant que la quantité journaliéere de pistache recommandée par la commission
Allemande est de 10 g/jour chez un homme adulte de 70 kg (Blumenthal, 1998). La technique de
Nair et Jacob, (2016) a permis d’obtenir une dose d’environ 1000 mg/kg chez le rat. La dose du rat
a été encadrée par fractionnement suivant un facteur de %2 de fagon a obtenir les doses inférieures
de 125, 250 et 500 de celle de 1000 mg/kg PC. L’huile a été administrée par voie orale aux doses
de 42,5, 85 et 170 mg/kg PC et le tourteau aux doses de 85, 170, 340 mg/kg PC. Ces doses ont été
extrapolées de la dose pharmacologique efficace (500 mg/kg) en respectant les proportions de
I’huile (33,73% x 500 mg = 170 mg) et du tourteau (63,42% x 500 mg = 340 mg) suivi d’un
fractionnement selon un facteur de %.

% Solution d’énanthate de testostérone

L'énanthate de testostérone a été administré a la dose de 3 mg/kg par voie sous-cutanée (sc);

dose rapportée comme étant efficace pour induire ’hyperplasie de la prostate chez les rats normaux
(Zingué et al., 2020). Pour le test anti-androgenique, réalisé suivant la ligne directrice de ’OCDE
adoptée en 2009, la dose de 0,4 mg/kg a éte utilisée alors que pour I’induction du cancer de la
prostate qui s’est réalisée suivant le protocole modifié de Boileau et al., 2003, les doses de 10 et de
100 mg/kg ont été utilisées. En pratique, une ampoule d’Androtardyl® de 1 mL contenant 250 mg
d’énanthate de testostérone était dissout dans un volume d’huile de mais ; le mélange était agité
puis conservé a 4°C pour des traitements ultérieurs.

¢ Solution d’cestradiol valérate

L’cestradiol valérate (Progynova®) a été administrée aux rats a la dose de 400 pg/kg dans
les tests d’évaluation des activités oestrogéniques chez les rats males. En pratique, un comprimé de
2 mg a été dissout dans de I’eau distillée, agité puis conservé a 4°C pour des traitements ultérieurs.

% Solution de finastéride

Le finastéride, inhibiteur de la 5o réductase utilisé comme médicament de référence dans le

traitement de 'HBP a été administré a la dose de5 mg/kg PC en se basant sur des travaux antérieurs

(Njamen et al., 2020 ; Zingué et al., 2020). Un comprimé de 5 mg a été dissout dans 10 mL d’eau
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distillée et le mélange a été agité a ’aide d’un ultrason de marque Elmasonic® puis conservé a 4°C
pour les utilisations ultérieures.

% Solution d’acétate de cyprotérone

L’acétate de cyprotérone est un antagonisme de la LH utilisée pour la castration chimique
des rats durant le test d’induction du CaP. Il a été administré par voie sc a la dose de 20 mg/kg PC
suivant le protocole modifié décrit par Boileau et al., 2003. Pour ce faire, 20 mg de ce composé ont
été dissouts dans 20 mL d’huile de mais puis conservée a 4°C pour les traitements ultérieurs.

% Solution de Fulvestrant

Le fulvestrant est antagoniste compétitif des récepteurs aux estrogenes. Il a été administré a la
dose de 300 pg/kg, dose rapportée comme présentant les effets anti-oestrogéniques. Pour ce faire,
6 mg de poudre ont été dissoutes dans 10 mL I’huile de mais puis conservées a 4°C pour les
traitements ultérieurs.

+ Solution du létrozole

Le Iétrozole un inhibiteur de I’aromatase, enzyme permettant la conversion irréversible des
androgénes en estrogenes. Il a été administré a la dose de 0,5 mg/kg PC ; dose équivalente a deux
fois celle de I'homme qui est de 2,5 mg/jour (Vari etal., 2017 ; Jasem et Tawfeck, 2020).

% Solution de formol a 10%

Le formol 10% servait a fixer les différents organes. Elle s’est faite a partir du formol
commercial (solution concentrée a 40%). Pour un volume final (Vf) de 1000 mL, un volume initial
(Vi) de 250 mL de formol a éte introduit dans une éprouvette graduée et le Vf a été complété par
ajout d’eau distillée.

+¢ Solution lipidique 0,1%

Un dixieme de gramme d’huile des graines de C. sativus a été prélevé, pesé puis ajouté dans
des tubes contenant au préalable 2,5 mL de chlorure de méthyléne a la concentration de 40 g/L.

¢ Solution lipidique 0,5%

Un demi gramme d’huile des graines C. sativus a été pesé, introduit dans une fiole jaugée
de 100 mL etdissout avec un peu desolvant de chlorure de carbone (CCL4). Le contenu a été ensuite
complété avec le méme solvant jusqu’au trait de jauge.

¢ Solution de thiosulfate de sodium N/50

Cinq grammes de thiosulfate de sodium ont été dissout dans un peu d’eau distillée contenue

dans une fiole jaugée de 500 mL puis compléter avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

«» Solution de thiosulfate de sodium 0,01 N
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Dans une fiole jaugée a été introduit 1,24 g de cristaux d’hyposulfite de sodium puis le
contenu a €té dissout avec un peu d’eau distillée. Le contenu a été complété a 500 ml avec de ’eau
distillée jusqu’au trait de jauge.

%+ Solution de thiosulfate de potassium 0,5 N

Dans un bécher ont été introduit 28,056 g de thiosulfate de potassium puis le contenu a été
dissout avec un peu d’éthanol. A I'aide d’une burette graduée, 1000 mL d’éthanol a été mésurée,
introduit dans le bécher contenant la solution puis homogénéisée de fagon a obtenir une solution de
concentration massique 28,0569/L.

% Solution d’empois d’amidon 1%

Un gramme d’amidon a été dissout dans une fiole jaugée de 100 mL avec un peu d’eau
distillée. Le volume a été complété avec del’eau distillée jusqu’au trait de jauge et porté a ébullition
tout en agitant jusqu’a obtention d 'une solution homogene.

% Solution d’iodure de potassium (K1) 2%

Deux grammes de Kl ont été dissout dans une fiole jaugée de 100 mL avec un peu d’eau

distillée puis compléter jusqu’au trait de jauge.
% Solution d’iodure de potassium 10%

Dans une fiole jaugée de 100 mL ont été introduit 10 g de cristaux de KI. Le contenu a été

dissout avec un peu d’eau distillée complété avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.
% Solution saturée d’iodure de potassium

Pour le faire, 127,5 g d’iodure de potassium ont été pesés, introduits dans une une fiole
jaugée de 100 mL et dissouts avec un peu d’eau distillée. Le mélange a été complété avec de I’eau
distillée dans jusqu’au trait de jauge.

% Solution d’acide sulfurique N/50

Connaissant la densité d, la masse volumique (my) et le poids molaire de H2SO4 (PM), la
concentration de la solution stock (Cn) a été déterminée en utilisant la formule suivante : Cyn = (d x
my X 1000) / PM.

La dissociation de I’acide sulfurique conduisant a la libération de deux moles d’ions
hydroxyles, la Cna été multipliée par deux. Le volume de la solution stock a prélever a été déterminé
a partir de la concentration finale N/50, le volume de la solution finale (1000 ml), la concentration
initiale Cn en utilisant la relation C;V; = C¢V+.

Un volume initial de 0,55 ml de H2SO4 concentreé a été pipeté et introduite dans une fiole
jaugée d’un litre contenant un peu d’eau distillée puis complété avec de I’eau distillée jusqu’au trait

de jauge.

% Solution alcoolique d’iode 0,5%
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Cinq grammes de cristaux d’iode ont été introduits dans une fiole jaugée de 1000 mL puis

dissouts avec un peu d’éthanol puis complétés avec de 1’éthanol jusqu’au trait de jauge.
¢+ Solution de Chlorure de mercure (HgCl,) 0,69%

Apres avoir pesé 0,69 g de cristaux de HgCl2, ce dernier a été dissout avec un peu d’éthanol

et compléter avec de 1’éthanol jusqu’au trait de jauge dans une fiole de 100 mL.
+ Solution de phénolphtaléine 2%

Deux grammes de phénolphtaléine ont été introduits puis dissouts avec un peu d’éthanol

dans une fiole jaugée de 100 mL. Le volume a été complété avec de1’éthanol jusqu’au trait dejauge.
% Solution d’adrénaline 0,06 mg/mL

La solution d’adrénaline 0,06 mg/mL a été préparée a I’abri de la lumiére, en dissolvant 6

mg d’adrénaline dans de I’eau distillée pour un volume final de 100 mL.
¢ Solution de peroxyde d’hydrogeéne 50 mM

La solution de peroxyde d’hydrogéne 50 mM a été obtenue en diluant 243 uL. de peroxyde
d’hydrogene 35% dans de I’eau distillée pour un volume final de 50 mL.

% Solution de dichromate de potassium 5% / acide acétique glacial

La solution de dichromate de potassium 5% a été préparée en faisant dissoudre 2,5 g de
dichromate de potassium dans de I’eau distillée pour un volume total de 50 mL. Ensuite, 150 mL
d’acide acétique glacial y ont été ajoutés.

«¢ Préparation de la solution de BSA ("Bovine Serum Albumin™)

La solution de BSA a été préparée par dissolution de 2 mg de poudre de BSA dansde I’eau
distillée dans une fiole jaugée de 2 mL et le volume a été complété au trait de jauge. La solution
ainsi obtenue était titrée a 1 mg/mL.

¢ Solution d’acide trichloroacétique 20%

La solution d’acide trichloroacétique (TCA) 20% a été obtenue en dissolvant 20 g de TCA

dans de ’eau distillée pour un volume total de 100 mL.
+¢ Solution d’acide thiobarbiturique 0,67%

La solution d’acide thiobarbiturique (TBA) 0,67% a été obtenue en dissolvant 0,67 g de
TBA dans 50 mL d’eau distillée. Le volume a ensuite été complété a 100 mL par ajout d’eau
distillée.

% Solution de peroxyde d’hydrogéne 50 mM

La solution de peroxyde d’hydrogéne 50 mM a été obtenue en diluant 243 uLL de peroxyde

d’hydrogene 35% dans de I’eau distillée pour un volume final de 50 mL.

++ Solution de dichromate de potassium 5%o/acide acétique glacial
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La solution de dichromate de potassium 5 % a été préparée en faisant dissoudre 2,5 g de
dichromate de potassium dans de I’eau distillée pour un volume total de 50 mL. Ensuite, 150 mL
d’acide acétique glacial y ont été ajouté.

+¢ Solution d’acide phosphorique 2,5%

Pour préparer la solution d’acide phosphorique 2,5 %, 2,5 mL d’acide phosphorique 85 %

ont été prélevés et le volume final complété a 100 mL avec de 1’eau distillée.
+¢ Solution de naphtyléthylenediamine 0,1%

La solution de naphtyléthylenediamine 0,1% (NED 0,1%) a été obtenue par dissolution de

0,1 g de NED dans de I’eau distillée pour un volume final de 100 mL.
++ Solution de sulfanilamide 1%

La solution de sulfanilamide a été obtenue en dissolvant 1 g de sulfanilamide anhydre dans

de I’acide phosphorique 2,5%, pour un volume final de 100 mL.
% Réactif de Griess

Le réactif de Griess a été obtenu en mélangeant, a I’abri de la lumiére, les solutions de NED

0,1% et de sulfanilamide 1% dans des proportions égales (v/v).
++ Solution standard de nitrite de sodium 1 mM

Pour la préparation de la solution de nitrite de sodium (NaNO2) 1 mM, 0,69 g de NaNO:
anhydre ont été dissous dans de I’eau distillée pour un volume total de 10 mL.

+¢ Solution standard de nitrite de sodium 1 uM

La solution de nitrite de sodium 1 uM a été obtenue par dilution de la solution de NaNO2 1
mM au 1/10008, avec de ’eau distillée.

¢ Préparation du réactif de Bradford

Le réactif de Bradford a été préparé par dissolution de 50 mg de Bleu de Coomassie G 250
dans 25 mL d’éthanol 95%. Aprés 30 min d’agitation, 50 mL d’acide orthophosphorique 85% ont
¢été ajoutés au mélange, suivit d’une agitation supplémentaire de 10 min. Le volume de la solution
a été complété a 500 mL avec de I’eau distillée. La solution obtenue a été filtrée et conservée a 4°C.

¢ Préparation de la solution de travail (100 mL) pour dosage de MDA

L’acide thiobarbiturique (TBA) 0,375% (p/v), ’acide trichloroacétique (TCA) 20% (p/v), le
butylhydroxytoluéne (BHT) 0,02% et 25 mL d’acide chlorhydrique (HCL) 1 N ont été ajoutés a 50
mL d’eau distillée. La solution obtenue a été chauffée a 40 °C dans un bain marie jusqu’a
solubilisation compléte du TBA, puis transférée dans une fiole jaugée de 100 mL. Le volume a été

complété avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

¢ Préparation du réactif d’Ellman
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Pour la préparation du réactif d’Ellman, 5 mg d’acide 2-dithio bis-nitrobenzéne (DTNB) ont
été dissous dans du tampon phosphate (0,1 M ; pH = 6,5) pour un volume final de 250 mL.

11.2.2.2- Préparation des tampons
+¢+ Solution tampon phosphate (0,1 M, pH 6,5)

Le tampon phosphate a pour r6le le maintien des tissus dans les conditions proches du pH
del’organisme. Ila été préparé en faisant dissoudre 8,9 g de phosphate disodique hydraté (Na2HPO4
; H20) dans de I’eau distillée pour un volume total de 500 mL (solution A). De plus, 6,5 g de
phosphate monosodique hydraté (NaH2PO4; H20)ont été dissous dans 250 mL d’eau distillée, puis
le volume a été complété a 500 mL avec de I’eau distillée (solution B). Le pH de la solution B a été
ajusté a 6,5 avec la solution A.

+« Tampon carbonate (0,05 M, pH 10,2)

Le tampon carbonate (0,05 M, pH 10,2) permet derendre le milieu basique. 1l a été préparé
en faisant dissoudre 4,5 g de carbonate de sodium (NaCOs; 10 H20) et 4,2 g de carbonate
monosodique (NaCO3s) dans 500 mL d’eau distillée. Le pH de la solution a été ajusté a 10,2 avec
de la soude 1 M et le volume complété a 1000 mL avec de I’eau distillée.

% Tampon Tris (0,05 M, pH 7,4)

Pour la préparation de ce tampon, 1,21 g de tris base (NaHPO4) et 2,79 g de chlorure de
potassium (KCI) ont été dissous dans de I’eau distillée pour un volume total de 250 mL. Le pH a
été ajusté a 7,4 par ajout d’acide chlorhydrique (HCI) 11,8 N et le volume a été complété a 500 mL
avec de I’cau distillée.

+«»» Tampon Mc-Even

Pour la préparation de la solution de Mc-Even, 8,6 g de NaCl, 0,42 g de KCI, 0,109 g de
NaH2PO4,1g deCO3NaH, 0,03 g de MgClz et 2 g de CeH1206 ont été dissous dans de ’eau distillée
pour un volume de 500 mL (solution A). Ensuite, 0,28 g de CaCl ont été dissous dans de I’eau
distillée pour un volume de 50 mL (solution B). Les solutions A et B ont été mélangées et le volume

complété a 1000 mL par ajout d’eau distillée.

I1.2.3- Evaluation des propriétés qualitatives de I’huile des graines de Cucumis sativus
11.2.3.1- Indice d’acide
L’acidité représente le pourcentage d’acides gras libres d un corps gras. Elle s’exprime en

pourcentage d’acide oléique. La méthode utilisée est celle décrite par I’Association Frangaise de
Normalisation (AFNOR, 1981).

+» Principe
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Le principe de cette méthode repose sur la neutralisation des acides gras libre par une

solution éthanolique d’hydroxyde de potassium (KOH) sans hydrolyser les liaisons esters des

glycérides, selon la réaction suivante :

R-COOH + KOH »R-COOK + H;0
Acide Hydroxyde de Savon Eau
potassium

+«+ Mode opératoire
Dans un bocal contenant un millilitre de solution lipidique a été ajouté quelques gouttes de
phénolphtaléine 2%. Le mélange a été titré en agitant a l'aide d'une solution éthanolique
d'hydroxyde de potassium KOH (0,1N) jusqu’a obtention d’une coloration rose persistant une
dizaine de secondes. Un essai témoin a été réalisé dans les mémes conditions a la seule différence
que la solution lipidique a été remplacée par le chlorure de méthyléne. Le nombre d’essai par
échantillon était de trois.
+«» Expression des résultats
L’acidité est exprimée en pourcentage d'acide oléique qui se détermine ainsi :
Indice d’acidité = (NH* * (Vo -V) * 56,1 /m) avec:
Poids moléculaire de KOH = 56,1 g/mol

V : volume en millilitre de HCI nécessaire a la neutralisation de 1’échantillon ;
Vo : volume en millilitre de HCI nécessaire a la neutralisation du blanc ;
NH™* : normalité de la solution de HCI (1 N) ;

m : masse en gramme de la prise d’essai.

11.2.3.2- Indice de peroxyde

L’indice de peroxyde représente la quantit¢ de substances pouvant oxyder l'iodure de
potassium en présence d'acide acétique et de chloroforme. La méthode utilisée est celle décrite par
I’ Association Frangaise de Normalisation (AFNOR, 1981).

¢ Principe

Le traitement de la matiére grasse en solution avec I’acide sulfurique et le chloroforme par
une solution d’iodure de potassium libére de I’iode qui peut étre titré par une solution de thiosulfate
de sodium 0.01N suivant les équations suivantes :

3H,S0O,4 + 5K + K103 » 3, +3H,0

Acide Todure Iode Eau
sulfurique de potassium

I, + 2NayS,03 » 2Nal + Na,S40¢
lode Thiosulfate de Todure Tetrathionate de
sodium sodium de sodium

++ Mode opératoire
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Dans une fiole contenante 1 mL de chloroforme, 1,5 mL d’acide sulfurique a été introduit a
0,1 g d’échantillon d’huile et 1 mL d’iodure de potassium (solution aqueuse saturée). La fiole a été
ensuite bouchée immédiatement, agité vigoureusement pendant 1 minute et laisser a I'obscurité
pendant 5 minutes a température ambiante. Par la suite, 7,5 ml d'eau distillée et quelques gouttes
d’empois d’amidon ont été ajoutés au mélange. L’iode libéré a été titré par une solution de
thiosulfate de sodium (Na2S203) a 0,01N tout en maintenant le mélange en agitation vigoureuse.
Parallelement, un essai a blanc a été effectué de la méme facon.
«+ Expression des résultats
L’indice de peroxyde (IP) se détermine ainsi : Ip (msg d’O2/kg) = N (V-V0) * 1000/ m
avec : IP :indice de peroxyde (msq d’O2/kg) ;
V : volume en millilitre de thiosulfate de sodium nécessaire pour titrer I’échantillon ;
Vo : volume en millilitre de thiosulfate de sodium nécessaire pour titrer le blanc ;
N : normalité de la solution de thiosulfate de sodium (0,01 N) ;

M : masse en gramme de la prise d’essai.

11.2.3.3- Indice d’iode

L’indice d’iode (In) se définit comme le nombre de grammes d’iode fixé par 100 g
de matiéres grasses. Il a été determiné suivant la méthode de ’AFNOR (1981). 1l donne une
indication sur la teneur de la graisse examinée en acides gras non saturés. Il permet donc de
déterminer un nombre moyen de doubles liaisons présentes sur ses acides gras constitutifs.

+* Principe

Le principe de détermination de I'indice d’iode se base sur la fixation d’halogénes par les

doubles liaisons des AG insaturés, susceptibles d’entrer en jeu dans une réaction d’addition. En

présence du chlorure d’iode obtenu en faisant réagir le chlorure de mercure et I’iode, I'iode se lie

aux doubles liaisons des acides gras insaturés suivant les équations suivantes :

HgC12 + 212 > Hglz +2IC1
ICI + R-CH=CH-R’ > R-ICH-CICH-R’

L’exces d’iodeest titré par le thiosulfate de sodium detitre connu apres additionde I’iodure
de potassium dans le milieu réactionnel.
¢+ Mode opératoire
La solution lipidique a été pesée et introduite dans une fiole de 100 mL contenant 15 mL de
tétrachlorure de carbone, 20 mL de solution alcoolique d’iode et 20 mL de chlorure de mercure
alcoolique. Le flacon a été Iégérement agité et placé a I'obscurité pendant deux heures. Au bout de
cette période, 25 mL d'iodure de potassium a 2% ont été ajoutés avec 10 mL d'ecau distillée. L’exces

d’iodede la solution obtenue a été titré avec le thiosulfate de sodiuma 0,1 N en présence de quelques
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gouttes d'empois d'amidon jusqu’a la décoloration totale caractéristique de I’absence d’iode. Un
essai & blanc a été effectué dans les mémes conditions sans matiére grasse.
¢ Expression des résultats
Le poids en grammes d’iode fixé par 100 g de matiére grasse est donné par la relation

suivante :  In= (0,127 * N (V2-V1)/m) * 100
avec V1 : volume de thiosulfate de sodium en mL utilisé pour titrer I’échantillon ;

V2 : volume de thiosulfate de sodium en mL utilisé pour titrer le controle ;

N : normalité du thiosulfate de sodium ;

m : masse de la matiére grasse.

I1.2.4- Evaluation des effets antiprolifératifs des graines de courges
11.2.4.1- Evaluation des effets des graines des six espéces de courges sur la croissance des
cellules prostatiques humaines cancéreuses

La croissance cellulaire a été estimée a l'aide du test MTT (bromure de 3 [4,5-
diméthylthiazol-2-yl] diphényltétrazolium). C’est un test colorimétrique qui est couramment utilisé
pour la quantification de la prolifération, la viabilité et la toxicité cellulaire. Le MTT est un sel de
tétrazolium de couleur jaune qui, en présence de cellules métaboliqguement actives, est clivé par des
succinate déshydrogénases de la chaine respiratoire mitochondriale pour former des cristaux de
formazan violets solubles dans le DMSO et quantifiable par mesure colorimétrique. 1l permet donc
d’évaluer les effets des substances testées sur la croissance globale, en déterminant la concentration
de I’extrait qui inhibe 50% de la croissance cellulaire (C150) tel que décrit par Njamen et al. (2020).
Les cellules cancéreuses prostatiques humaines (DU145, PC3 et LNCaP) ont été ensemencées dans
une microplaque a 96 puits a une densité de 5000 cellules/puits dans 50 puL du milieu RPMI-1640.
Apreés 24 h, pour permettre leur adhesion, les cellules ont été traitées avec les six (6) extraits des
graines de courge a des concentrations allant de 12,5 &4 100 pg/mL.

Dans I’expérience in vitro, les cellules témoins ont été incubées avec le véhicule (DMSO
0,01% dans le milieu RPMI-1640). Aprés 24 h, 48 h et 72 h d'incubation, 10 uL de MTT (0,5 mg/mL
préparé dans du PBS) ont été ajoutés dans chaque puits et les plaques ont été incubées pendant 4 h
supplémentaires a 37 °C dans l'obscurité. Le MTT a été solubilis¢ avec 100 pL d'un tampon
contenant 10% de SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) dans 0,01 M HCI et laissé incuber toute la nuit.
L'absorbance a été mesurée a 550 nm a l'aide d'un lecteur ELISA pour microplaques de marque
TECAN®), (Crailsheim, Allemagne).

11.2.4.2- Evaluation des effets protecteurs des graines des six espéces de cucurbitacées sur

IPHBP induite par la testostérone
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La premiére partie in vivo de cette étude a consisté a I’évaluation des effets antiprolifératifs
des graines des six espéces courge comestibles sur ’HBP. Pour ce faire, 75 rats males agés de 2,5
a 3 mois ont été acclimatés pendant une semaine et répartis en quinze groupes de 5 animaux chacun.
Un groupe témoin normal (NOR) qui recevait la substance de dilution (eau distillée) PO et de’huile
de mais par voie SC, un groupe témoin négatif (BPH) qui recevait la testostérone a une dose de 3
mg/kg par voie SC et de l'eau distillée PO, un groupe témoin positif (FINAS) qui recevait la
testostérone a une dose de 3 mg/kg par voie SC et du finastéride a une dose de 5 mg/kg PO. Les
douze autres groupes tests recevaient la testostérone comme précédemment et les solutions des
graines des six especes de courge (Lagenaria siceraria, Cucumeropsis manii, Cucurbita maxima,
Cucurbita moschata, Cucumis melo et Cucumis sativus) crues aux doses de 500 et 1000 mg/kg PC PO

respectivement (Figure 9).

75 animaux

Acclimatation

Distribution en 15 lots de 5
Jour 1 animaux chacun
F I
Traitement CMX 500 LS 500 CML 500
NOR CMX 1000 LS 1000 CML 1000
BPH FINAS
CMS 500 CST 500 CMN 500
CMS1000 CST 1000 CMN 1000
! | [ |
Jour 29
Sacrifice

Sacrifice et prélévement de la prostate,
analyse  histologique, dosage des
protéines totales

Figure 9: Protocole d'évaluation des effets antiprolifératifs des graines des six especes de courge.
NOR = rats normaux ; HBP = rats témoins négatifs ; FINAS = Finastéride ; LS = L. siceraria; CMN = C.
mannii; CMX = C. maxima; CMS = C. moschata; CML = C. melo et CST = C. sativus.

Tous les traitements ont été effectuésune fois par jour aux alentours de 8 h pendant 28 jours.
A la fin du traitement, les rats des différents groupes ont été sacrifies par décapitation aprés une
anesthésie légere au diazépam (10 mg/kg) et a la kétamine (50 mg/kg). Une laparotomie a permis

de mettre en évidence I'ensemble du systéme urogénital. Une partie de la prostate a été pesée puis
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homogénéisée et centrifugée. Le surnageant a été recueilli pour les dosages biochimiques. La

prostate ventrale a été prélevé, pesé et fixé immédiatement dans du formol a 10% pour une analyse
histologique.

11.2.4.3- Evaluation des effets de la cuisson sur ’activité pharmacologique des graines de C.
sativus contre ’HBP induite par la testostérone

Dans cette partie, I’étude s’est focalisée sur I’évaluation de I'effet de la cuisson sur I’activité
pharmacologique desgraines de C. sativus, espece ayant montré le meilleur effet surla plupart des
parametres évalués dans les tets précédents in vitro et in vivo. Le méme protocole sus-décrit a été

utilisé a la différence que nous avions juste 8 groupes tests qui recevaient la pate des graines de C.
sativus crues (CS-f) et cuites (CS-c) aux doses de 125, 250, 500 et 1000 mg/kg PC (Figure 10).

66 animaux agés de 2 a 3 mois

Acclimatation

Jour 1 Distribution en 11 lots de 6
- animaux chacun
Traitement CS-f125 CS-c 125
BPH
NOR CS-f 250 CS-c 250
FINAS CS-f 500 CS-c 500
CS-f 1000 CS-c 1000
A 4
Jour 29 Sacrifice

Sacrifice et prélévement de la prostate,
analyse histologique, dosage des
protéines totales et des parameétres du
statut oxydatif

Figure 10: Protocole d'évaluation de l'effet de la cuisson sur I'activité pharmacologique des graines

de C. sativus.
NOR = ratsnormaux ; HBP = rats témoins négatifs ; FINAS = Finastéride ; CS-f = C. sativuscrue ; CS-c = C. sativus

cuit.
11.2.4.4- Evaluation des effets de la fréquence de prise des graines C. sativus contre ’HBP

induite par la testostérone
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Une enquéte menée aupres des ménageéres (Annexe 1) a révélé que les aliments a base des
graines de courge se consomment environ trois fois par semaine et le plus souvent le weekend sous
forme de met de pistache associé soit aux lIégumes soit a la sauce jaune.

L’objectif de cette étude était d’évaluer ’effet de la fréquence de consommation des graines
deC. sativus dans un modeéle d’HBP chez le rat. Le protocole décrit précédemment a été utilisé avec
la différence que nous avions 2 groupes tests dont I’'un recevait la pate des graines de C. sativus
crues a la dosede 500 mg/kg PC trois fois par semaine (CSaz/7)et I’autre tousles jours (CS7/7) (Figure

11). A la fin de I’étude, les mémes paramétres précédemment décrits ont été consideéres.

25 animaux agés de 2 a 3 mois

Distribution en 5 lots de 5
Jour 1 animaux chacun
¥ 3
Traitement
BPH CS3/7
NOR
FINAS cs7/7
. 2

Sacrifice et préléevement de la
prostate : analyse histologique

Figure 11: Protocole d'évaluation de l'effet de la fréquence d'administration sur l'activité

pharmacologique des graines de C. sativus.
NOR = rats normaux ; HBP =rats témoins négatifs ; FINAS = Finastéride ; CSz/7 = C. sativus crues trois fois par

semaine ; CSy/7 = C. sativus crues quotidiennement.

11.2.5- Evaluation des effets antiprolifératifs de I’huile et du tourteau issus des graines C.
sativus

11.2.5.1- Evaluation des effets antiprolifératifs de I’huile et du tourteau issus des graines C.
sativus contre ’HBP

Dans le but de déterminer la partie de la graine responsable des effets obtenus les effets
antiprolifératifs du tourteau et de ’huile ont été évalués dans un modéle de rat d’HBP sus-décrit.
Nous disposions de 7 groupes tests (Figure 12) qui recevaient en plus de la testostérone I’huile de
C. sativus aux doses respectives de 42,5 ; 85 et 170 mg/kg ou le tourteau des graines de C. sativus
aux doses de 85 ; 170 et 340 mg/kg ainsi qu’un extrait total a la dose de 500 mg/kg. En plus des

parametres suscités, le sang artéro-veineux a été immédiatement recueilli dans les tubesa héparine
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pour la numération formule sanguine. Une autre quantité a été recueilli dans les tubes secs,
centrifugée a 3000 tours pendant 15 minutes et conservé a -20°C, pendant trois jours pour le dosage

du marqueur du cancer (PSA).

50 animaux agés de 2 a 3 mois

} Acclimatation

Distribution en 10 lots de 5
Jour1 animaux chacun
r N
Traitement
CS-h 42,5 CS-t 85
CS 500
NOR FINAS CS-h 85 C5-t170
CS-h 170 CS-t 340
A 4
Jour 29 Sacrifice

Sacrifice et prélévement du sang et de la
prostate : analyse histologique, dosage des
protéines totales, du PSA, des paramétres du
statut oxydatif et de I'inflammation

Figure 12: Protocole d'évaluation des effets antiprolifératifs de I'huile et du tourteau des graines de

C. sativus.
NOR = rats normaux ; HBP = rats témoins négatifs ; FINAS = finastéride ; CS-h = Huile extraite des graines de C.

sativus ; CS-t = tourteau extrait des graines de C. sativus ; CS = C. sativus crue. J= jour.

I1.2.5.2- Evaluation des effets protecteurs de ’huile extraite des graines de C. sativus sur le
cancer de la prostate
+¢ Induction du cancer de la prostate
Le cancer de la prostate a été induit par une coadministration de benzo(a)pyréne et de
testostérone suivant les protocoles modifiés de McCormick et Rao, (1999) et de Zabaiou, (2017).
Tous les rats des autres lots ont été traités comme sous-décrit a I’exception de ceux de groupe
contrdle normal. Chaque rat a été traité avec une injection d'acétate de cyprotérone (20 mg/kg, dose
calculée a partir de I’extrapolation dela dose journaliére chez I’homme) pendant 5 jours consécutifs
(Figure 13). Aprés la derniére injection d'acétate de cyprotérone, les rats ont recu une injection
sous-cutanée quotidienne de propionate detestostérone (TP) pendant trois jours a la dose 100 mg/kg
PC. Au jour 9, les rats ont recu une dose intraprostatique unique de Benzo(a)pyrene a la dose de 50
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mg/kg. A partir du jour 10, les rats ont recu une injection sous-cutanee hebdomadaire de TP (10

mg/kg PC) pendant trois mois.

Dose unique de
benzopyréne 50 mg/kg

Acétate de cyprotérone Testostérone Testostérone 10
50 mg/kg 100mg/kg mg/kg/semaine

Rats 6 l l l
\ [

semaines

Acclimatation
Cotraitement avec les solutions tests et les standards
L l l L |
I 1 1 1 1 P
1-7 - 13 J8 115 1210
J90

Figure 13: Représentation schématique du protocole d'induction du cancer de la prostate chez le
rat.
¢+ Procédure expérimentale

Cette expérience avait pour but d’évaluer les effets protecteurs de I’huile des graines de C.
sativus sur un modele de cancer de la prostate induit par le B(a)P. Pour ce faire, 56 rats agés de 5
semaines ont été acclimatés pendant une semaine et répartis-en 7 groupes de 8 animaux chacun
(Tableau 1V). Les deux premiers groupes servaient de témoin normal et négatif et étaient traités
avec de I’huile de mais par voie orale. Le troisiéme groupe servait de témoin positif et était traité
avec le Casodex a la dose de 13,5 mg/kg PC par voie orale. Les quatre groupes essais recevaient
I’huile de C. sativus aux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg ainsi que I’extrait total a la dose de 500
mg/kg PC. Les animaux étaient pesés chaque semaine, palpés deux fois par semaine et I’incidence

des tumeurs a été mesurée.

Tableau IV: Répartition des groupes d’animaux en fonction des produits administrés dans le test

de chimioprévention contre le CaP

Groupes Nombre de rats  Produits administrés

NOR 8 Huile de mais
B(a)P 8 AC + TESTO + B(a)P + Huile de mais
CSX 8 AC + TESTO + B(a)P + CASO
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CS-h 42,5 8 AC + TESTO + B(a)P + CS-h 42,5
CS-h 85 8 AC + TESTO + B(a)P + CS-h 85
CS-h 170 8 AC + TESTO + B(a)P + CS-h170
CS 500 8 AC + TESTO + B(a)P + CS 500

NOR = rats normaux ; NEG = rats témoins négatifs ; B(a)P = Benzopyréne ; TESTO = Testostérone (Androtardyl) ;
AC = Acétate de cyprotérone ; CASO = Casodex; CS-h = Huile extraite des graines de C. sativus ; CS = C. sativus

crue.

Q2

++ Sacrifice des animaux

Le traitement a duré 32 semaines a I’issu duquel les rats des différents groupes ont été
sacrifies par décapitation sous anesthésie au Diazepam (10 mg/kg) et a la kétamine (50 mg/kg). Le
sang artéro-veineux a été immédiatement collecté dans des tubes secs et centrifugé a 3000 tours/min
pendant 15 minutes. Le surnageant recueilli a été transféré dans des micro-tubes et conservé a -
20°C pour les analyses biochimiques. Tous les organes ont été prélevés et pésés. Les organes de
toxicité (foie, reins, poumons) ainsi que les testicles et la prosate ont été fixés dans du formol 10%
pour analyse histologique. Une partie de la prostate a été pesée, homogénéisée et centrifugée. Le
surnageant a été recueilli pour les dosages biochimiques. En plus des parametres suscités, le sang
artéro-veineux a eté immédiatement recueilli dans les tubes & héparine pour la numération formule
sanguine. Une autre quantité a été recueilli dansles tubes secs, centrifugée a 3000 tours/min pendant
15 minutes et conservé a -20°C pour le dosage du marqueur du cancer a I’instar du PSA ainsi que
les paramétres de la toxicité a I’instar de TALAT, ’ASAT, la créatinine et I’urée.

La masse relative de chagque organe a été déterminée par la formule suivante :

Masse relative (%) = masse de ’organe (g) / masse corporelle (g) x 100

L’incidence tumorale et la charge tumorale totale qui correspondent respectivement au
pourcentage d’animaux atteints dans un groupe et a la masse totale des tumeurs des animaux d’un
groupe ont été calculées.

Le pourcentage d’inhibition de la charge tumorale ou de la masse tumorale d’un groupe a
été calculé en utilisant la formule décrite par (Zingué et al., 2021) : % d’inhibition = (charge
tumorale chez le témoin négatif - charge tumorale chez les groupes tests) x 100/charge
tumorale chez le ttmoin négatif

I1.2.6- Evaluation des mécanismes d’action cellulaires des graines de C. sativus
11.2.6.1- Evaluation des mécanismes d’action cellulaires in vitro de I’huile des graines de C.
sativus
« Evaluation des effets de I’huile des graines de C. sativus sur la formation des clones
cancéreuses
Les cellules DU 145 ont été¢ ensemencées dans des microplaques a 6 puits a une densité de

500 cellules/puit et exposées a C. sativus ou au docétacel (médicament de référence dans le
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traitement du cancer de la prostate) aux concentrations de 50 et 100 pg/mL pendant 24 h. Le milieu
de culture (RPMI 1640) a été remplacé par un milieu sans extrait et les cellules ont été cultivées
pendant 7 jours. Seules les colonies comportant plus de 50 cellules ont été considérées. Chaque
expérience a été réalisée en triplicat et répétée 3 fois (Zingue et al., 2020).
< Evaluation des effets de I’huile des graines de C. sativus sur les mécanismes de mort
cellulaire
Le type de mort cellulaire (nécrose ou apoptose) a été évalué a ’aide du kit de détection de
I’apoptose Annexine V-FITC par cytométrie de flux. L’expression de I’Annexine V/iodure de
propidium (IP) a permis de vérifier si la croissance des cellules tumorales était altérée ou réduite en
raison de I’apoptose. Les cellules DU 145 ont été€ incubées avec ’huile de C. sativus a 50 et 100
ug/mL ou le véhicule (DMSO 0,01%) pendant 24 h. Ensuite, les cellules ont été lavées deux fois
avec du tampon phosphate (PBS) et incubées avec 5 pLL d’Annexin V-FITC et 5 uL d’iodure de
propidium dans I’obscurité pendant 15 min a température ambiante. Les cellules ont ensuite été
analysées par cytométriec en flux a I’aide de I’appareil de marque FACScalibur (BD Biosciences,
Heidelberg, Allemagne). Le nombre de cellules apoptotiques (précoces et tardives), nécrotiques et
viables a été exprimé en % (Zingue et al., 2020).
< Evaluation des effets de I’huile des graines de C. sativus sur la migration cellulaire
Ce test a été réalisé pour évaluer la capacité de C. sativus a inhiber la migration des cellules
DU 145 en utilisant la méthode d’induction d’une plaie. Brievement, les cellules DU 145 ont été
ensemencées sur des plaques de 12 puits a raison de 2x10° cellules/puit et incubées pendant 24
heures avec I’huile de C. sativus a 50 et 100 ug/mL ou avec le véhicule (DMSO) pour témoin. En
outre, le milieu de culture a été retiré et une plaie a été créée a I’aide d’un embout de pipette de type
P200, puis lavée deux fois avec du tampon PBS pour ¢éliminer les cellules détachées
mécaniquement. Les cellules ont ensuite ét¢ maintenues dans du RPMI 1640 pendant 48h. La
migration cellulaire et ’occupation relative de la zone blessée par les cellules en migration a été
enregistrée sous un microscope inversé (40x) Zeiss Axio Observer.Z1 (Hallbermoos, Allemagne).
Des microphotographies ont été réalisées toutes les 12 h et la zone de cicatrisation a été évaluée par
le logiciel ImageJ ®. Chaque expérience a été répétée trois fois.
¢ Evaluation des effets de I’huile des graines de C. sativus sur I’adhésion des cellules a la
matrice extracellulaire
Les plaques de 6 puits ont ét¢ recouvertes toute la nuit avec du collagéne ou de la
fibronectine, qui sont des composants de la matrice extracellulaire. Ensuite, I’huile de C. safivus a
été ajoutée aux concentrations de 50 et 100 pg/mL ou le véhicule (DMSO) pour les cellules
controles pendant 1 h sur les plaques. Pour éviter les adhésions cellulaires non spécifiques, les

plaques ont été lavées avec de ’albumine de sérum bovin (BSA) & 1% dans du PBS. Ensuite, les
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cellules cancéreuses prostatiques DU 145 ont été ajoutées a une densité de 0,5x10° dans chaque puit
pendant 60 minutes. Par la suite, les cellules tumorales non adhérentes ont été lavées. Les cellules
adhérentes ont ét¢ fixées avec 2% de glutaraldéhyde et comptées dans cinq champs différents a
I’aide d’un microscope optique a I’objectif 20 x pour calculer le taux d’adhésion cellulaire moyen
(Zingue et al., 2020).

+« Evaluation des effets de I’huile des graines de C. sativus dans le test de chimiotaxie

Le but de ce test était d’évaluer la capacité des cellules cancéreuses DU 145 a migrer en
réponse a des signaux chimio-attractants. Pour ce faire, les chambres de Boyden a 6 puits avec des
pores de 8 um de taille ont été remplies de 500 000 cellules DU145 pendant 24 h dans un milieu
sans sérum, tandis que la chambre inférieure contenait du milieu IMDM plus 10 % de FBS ("Fetal
Bovine Serum™). Aprés incubation, la surface supérieure de la membrane de Boyden a été
délicatement nettoyée a l'aide d'un coton-tige pour éliminer les cellules n’ayant pas migrées et fixée
avec du glutaraldéhyde a 2%. Les cellules ayant migrées vers la surface inférieure de la membrane
ont été colorées a I'hématoxyline et comptées séparément au microscope (objectif 20 x). Les
chambres de Boyden utilisées dans cette expérience provenaient de Greiner (Frickenhausen,
Allemagne).

% Evaluation des effets de I’huile des graines de C. sativus sur ’expression des intégrines

B-1 et p-4

Ce test a été réalisé pour évaluer la capacité de C. sativus a inhiber I’expression des
intégrines -1 et p-4, protéines membranaires exprimées a la surface des cellules cancéreuses
prostatiques DU 145, intervenant dans 1’adhésion, la migration et la signalisation cellulaire.
Techniquement, les cellules DU145 ont été incubées avec de I'huile degraines de C. sativus pendant
24 h. Apres incubation, les cellules ont été traitées avec 0,5 ug des solutions d’anticorps anti-p1
(IgG1 ; clone MARA4) et anti-p4 (IgG2b ; clone 439-9B) puis incubées a température ambiante
pendant une heure et lavées. L'expression des intégrines a été mesurée a l'aide d'un cytomeétre de
flux FACScan (BD Biosciences, Heidelberg ; analyse de I'histogramme du canal FL-2H (log) ;
1x10* cellules/scan) et exprimée en unités de fluorescence moyenne. Les 1gG1-PE de souris
(MOPC-21) et les 1gG2b-PE de rat (R35-38) ont été utilisés comme contrdles pour l'intégrine-p1 et
l'intégrine-p4, respectivement. Tous les anticorps utilisés dans cette expérience provenaient de BD
Pharmingen (Heidelberg, Allemagne).

11.2.6.2. Evaluation des modes d’action cellulaires des graines de C. sativus
i- Evaluation de P’activité anti-androgénique des graines de C. sativus

Cette expérience a été réalisée suivant le protocole de la ligne directrice 441 de ’OCDE.
Pour ce faire, 36 rats agés de six semaines ont été acclimatés puis castrés, excepté le groupe témoin

normal. Apres une semaine de déplétion hormonale, ils ont été répartis en 6 groupes de 6 animaux
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chacun (Tableau V). Un groupe témoin normal qui recevait la substance de dilution (eau distillée)
PO et deI’huile de mais par voie SC. Le groupe témoin négatif recevait de 1’ecau distillée PO et la
testostérone par voie sous cutanée. Le troisieme groupe servait de témoin positif et recevait le
flutamide a la dose de 3 mg/kg-PC/j PO et la testostérone par voie SC (0,4 mg/kg PCljour). Les
quatre groupes tests recevaient I’huile des graines de C. sativus aux dosesde 42,5 ; 85 et 170 mg/kg
et ’extrait totala la dose de 500 mg/kg PC PO et la testostérone par voie SC. Le traitement a duré
10 jours a I'issu duquel les animaux ont été sacrifiés par décapitation. La prostate ventrale, les
vésicules séminales, le gland ainsi que le gland de tyson ont été immédiatement prélevés,
débarrassés de la graisse et pesés.

Tableau V: Répartition des groupes d’animaux en fonction des produits administrés lors de

I’évaluation des effets antiandrogéniques de I’huile des graines de C. sativus

Groupes Nombre Produit administré et voie

de rats d’administration
NOR 6 Eau distillée (po) + Huile de mais (sc)
TESTO Eau distillée (po) + TESTO (sc)

6
FLU 6 Flutamide (po) + TESTO (sc)
CS-h425 6 CS-h + TESTO (sc)

CS-h 85 6 CS-h + TESTO (sc)
CS-h 170 6 CS-h + TESTO (sc)

CS 500 6 CS + TESTO (sc)
TESTO = Testostérone ; CS-h = Huile de C. sativus ; CS = C. sativus cru.

ii- Evaluation de Pactivité cestrogénique des graines de C. sativus

L’activité oestrogénique a été évalué comme possible mode d’action de C. sativus et réalisé
suivant le protocole modifié de Jasem et Tawfeek (2020). Pour ce faire, 45 rats males agés de 2
mois ont été acclimatés et répartis en 8 groupes de 5 animaux chacun traités comme suit : le premier
groupe recevait le véhicule (huile de mais) ; le deuxieéme groupe était traité avec un anticestrogeéne
pur, 1CI 182,780 (faslodex) a la dose de 300 pg/kg PC, le troisieme groupe recevait I’cestradiol
Valérate (E2V) a la dose de 400 pg/kg ; le quatriéme lot recevait concomitamment I’'E2V et le
letrozole aux doses sus-cités. Les quatre derniers groupes recevaient 1’huile des graines de C. sativus
(CSh) aux doses respectives 42,5, 85 et 170 mg/kg ainsi que le total des extraits (CS) a la dose de
500 mg/kg concomitamment avec I’E2V et le letrozole aux doses sus-cités. Les traitements se sont
faits PO et ont duré 30 jours a I’issu desquels les animaux ont été sacrifiés. Les organes androgéno-

dépendantstels que la prostate, I’épididyme, les vésicules séminales, les testicules, le canal déférent,
et le penis ont été prelevés (Tableau VI).

Tableau VI: Répartition des groupes d’animaux en fonction des produits administrés lors de

I’évaluation des effets oestrogéniques de I’huile des graines de C. sativus

Groupes Nombre de Produit administré et voie
rats d’administration
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NOR 5 Huile de mais

ICI 5 ICI+ ExV

LETRO 5 Letrozole
LETRO+E2V 5 Letrozole + E2V

CS-h 42,5 5 CS-h + Letrozole+E>V
CS-h 85 5 CS-h + Letrozole+E2V
CS-h 170 5 CS-h + Letrozole+E2V
CS 500 5 CS + Letrozole+E>V

TESTO = Testostérone ; CS-h = Huile de C. sativus ; CS = C. sativus cru.
iii- Evaluation des activités antioxydantes in vitro des graines de C. sativus
% Test de reduction du radical DPPH (2,2-diphényl-1-pycrilhydrazyle)

Principe

Le test DPPH mesure D’activité antioxydante des composés capables de transférer des
atomes d’Hydrogene. Le principe repose sur la capacité de ’antioxydant présent dans I’échantillon
a neutraliser le radical libre DPPH*. Lorsque le DPPH* réagit avec un antioxydant, il change de
couleur de violet-foncé a jaune-pale, ce qui peut etre mesuré spectrophotométriquement pour
quantifier I’activité antioxydante de I’échantillon & un maximum d’absorbance a 517 nm.
Mode opératoire

Dans une microplaque de 96 puits ont éte introduits 100 uL d’échantillon a une concentration
initiale de 5 mg/mL puis 7 dilutions successives ont été réalisées. Ensuite 100 pL de la solution de
DPPH ont éte ajoutés dans chaque puit. Le blanc était constitué de 100 uL d’échantillons et 100 pL
de méthanol (solvant de dilution du DPPH). Le controle était constitué du solvant de dilution de
I’échantillon puis de la solution de DPPH. Tous les tests ont été réalisées en triplicata puis
I’absorbance a été lu a 517 nm dans un lecteur de microplaque aprés 1h. Les résultats ont été
exprimés sous forme de Clso (concentration a laquelle 50% des radicaux libres ont été piégés). %ol
= (Abs control - Abs Echantillon) / Abs control*100; Abs Echantillon = (Abs test - Abs blanc)
/ Abs test.

®,

% Test de reduction du radical ABTS*
Principe

En réagissant avec le persulfate de sodium (K2S20s), 'acide 2,2’-azino-bis (3-
éthylbenzothiazoline -6-sulfonique acide) (ABTS) forme le radical ABTS*, de couleur bleu verte.

L’ajout d’antioxydant va réduire ce radical et provoquer la décoloration du radical qui est mesurée
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par spectrophotometrie a 734 nm. La décoloration est proportionnelle a la concentration en
antioxydants. La méthode est généralement standardisée par rapport au Trolox.
Mode opératoire de la méthode de radical ABTS

Dans une microplaque de 96 puits, ont été introduits 100 uL d’échantillon de concentration
initiale 1 mg/mL. Apres 7 dilutions successives, 100 pL de solution d’ABTS ont été introduits dans
les puits. Le blanc était constitu¢ de 100uL d’échantillon et 100 puL d’éthanol (solvant de dilution
de ’ABTS). Le control était constitué de 100 pL de solvant de dilution de I’échantillon et 100 pL
de solution ABTS. Tous les tests ont été réalisés en triplicata. L’absorbance a étélu a 734 nm dans
un lecteur de microplaque aprés 60 minutes. Les résultats ont été exprimés sous forme de mg
équivalent de trolox par gramme de matiére.

% Capacité antioxydante totale

Principe
En milieu acide et en présence d’agents réducteurs, le molybdate d’ammonium réagit pour

former un complexe vert de phosphomolybdate qui absorbe la lumi¢re a 695 nm. L’absorbance a
cette longueur d’onde est directement proportionnelle ala quantité de composés réducteurs présents
dans I’échantillon (Prieto et al., 1999).
Mode opératoire

Dans les tubes a essai, 0,3 mL d’extrait a ét¢é mélangé avec 3 mL de réactif (0,6 M d’acide
sulfurique, 28 mM de phosphate de sodium et 4 mM de molybdate d’ammonium). Les tubes ont été
incubés a 95°C pendant 90 min. Ensuite ’absorbance a ét¢ mesurée a 695 nm contre le blanc. La
capacit¢ antioxydante totale de I’huile et de I’extrait des graines totales a été exprimée en mg
équivalent d’acide ascorbique /g d’extrait (mg EAA/g matiére seéche) en utilisant I’équation de

régression de la courbe d’étalonnage.

I1.2.7- Chromatographie en phase gazeuse (CG) couplée a la spectrometrie de masse de

I’huile des graines de C. sativus

La technique de chromatographie GC-MS est la meilleure technique utilisée pour la
séparation et I’identification des composé€s chimiques organiques ; ceci grace a la spectroscopie de

massec.

Principe
Cette méthode est basée sur la séparation des composés en fonction de leur température de
volatilisation suivie de leur entrainement par le gaz vecteur vers le systéme de spectrometrie de

masse ou ils seront fragmentés par ionisation. Les différents fragments sont enregistrés sous la
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forme d’un spectre de masse en fonction de leur poids moléculaire. La reconstitution de ces
fragments permet de déterminer la structure chimique du composé.

Préparation de la solution stock

Pour la préparation de la solution stock, 0,1 g d’extrait a été pesé, introduit dans un tube
conique, dissout dans 5 ml d’acétone et passé au vortex afin d’avoir une solution homogeéne. Le
mélange a été passé dans une centrifugeuse a 4500 tours/ min pendant 5 minutes. Le surnageant a
¢été introduit dans des tubes HPLC pour se rassurer d’avoir un extrait bien limpide, ensuite les
¢échantillons ont été préparés pour I’injection.

Description de I’appareil utilisé

La GC-MS a été faite sur un chromatographe. Une solution d’extrait a été introduite et
vaporisé au niveau de I'injecteur de type SPLITLESS. Le détecteur était un spectrométre de masse
de type Agilent Technologies 5975C VL MSD. Les conditions opératoires étaient les suivantes une
température de I'injecteur (300°C), température du détecteur : 200°C, température et la vitesse du
four programmé lors de la manipulation et le gaz vecteur était de1’hélium qui est un gaz neutre avec
un débit de 0,8mL/min. L’enregistreur était un logiciel de type « MSD CHEMSTATION G1701EA
E.02.02.1431 » et la base de données pour la comparaison des résultats de type « NIST MS
SEARCH 2.2».

Description de la méthode

e La premiére étape a consisté a injecter I'echantillon contenus dans les tubes HPLC
dans le portoir d'injection du chromatographe. Chaque échantillon (1 puL) a été prélevé grace a une
micro seringue. Au niveau de I’injecteur, la machine a procédé a une série de lavage avec les
solvants puis avec ’échantillon avant le prélévement les différents échantillons. Aprés injection, la
seringue est a nouveau nettoyée avec le solvant. Le 1¢" échantillon préleve est la solution étalon qui
est ici ’acétone et il est injecté avec force dans la colonne. L’échantillon est ensuite injecté & une
température de 300°C, une vitesse de 0,8ml/min et une pression de 5,8 Pa. Il est ensuite vaporisé et
mélangé au gaz vecteur qui est ’hélium et ce mélange est entrainé dans le four.

e Auniveau dufour, une température dans’intervalle 50 - 200°C & une vitesse du four
a 5°C/min a été enregistrée puis le moniteur a été réglé a 200°C pendant 7 minutes. Apres ce temps,
on est passé a I'intervalle 200-280°C a une vitesse du four de 20°C/min. A 280°C, on a maintenu
pendant 4 minutes pour un temps total de 45 min. Les composés ont été entrainés dans le four en
fonction de I’affinité entre la phase stationnaire et la phase mobile (hélium) et une fois séparés,
ceux- ci ont été amenés au détecteur un a un.

e Au niveau du détecteur (spectrophotomeétre de masse) : la sortie de la phase mobile
est caractérisée par un bombardement et les molécules vont s’ioniser et avoir une charge. Le
détecteur va donc détecter la charge et le poids moléculaire de la substance et puis faire le ratio

63



qui va donner la nature du composé et comparé avec la base de données présents dans la machine.
Un signal est envoyé sous forme de pic dans le moniteur. Dans les mémes conditions, chaque
échantillon a un temps de rétention bien précis donné par la machine sous forme de pic. Le temps

écoulé entre I'élution et I'injection est appelé temps de rétention.

11.2.8- Evaluation de la toxicité aigué et du profil toxicologique de I’huile et des graines de C.
sativus
11.2.8.1- Evaluation de la toxicité aigué

L’essai de toxicité a été mené suivant la méthode d’ajustement des doses de la ligne 425 de
I’OCDE (OCDE, 2022). L’essai a été réalis¢ sur 24 rats femelles de souche Wistar et leur
comportement a été observé ainsi que le nombre de décés sur une période de 14 jours (Figure 14).
Aprés 12 h de jedne, elles ont eté réparties de la fagon suivante : un groupe témoin constitué de 3
femelles et recevant de I’eau distillée a la dose de 10 mL/Kg ; trois groupes expérimentaux constitués
chacun de 3 femelles recevant respectivement I’huile, du tourteau et du totum des graines de C.

sativus PO a la dose 2000 mg/kg.

[ 24 rats femelles ]

CS-h CS-t cs
Contrdle 2000 et 5000 2000 et 5000 2000 et 5000
@ n=6 mg/Kg mg/Kg mg/Kg

n=6 n=6 n=6
] I

v" Observation des animaux une fois [

(signes cliniques de toxicité: modification

du pelage, la motilité, les tremblements, la v NB: | ’expérience est
18 masse, le toilettage, la respiration, la répété deux fois avec les
se?SIblllte au bruit apres un.cfhf)c.me.talllque, J mémes groupes et le
I'aspect des selles, la mobhilité ainsi que le

R méme nombre
nombre de décés) .
J11 d’animaux

v" Prise du poids des
animaux tous les 4 jours

J14 [ Sacrifice et prélévement des organes ]

Figure 14: Représentation schématique du protocole d’évaluation de la toxicité aigué de C. sativus.

CS-h = Huile de C. sativus ; CS-t = tourteau de C. sativus ; CS = C. sativus cru

L’expérimentation a été répétée une fois avec ces mémes extraits a la dose de 5000 mg/kg.
Une observation comportementale a été realisée 3 h apres administration des substances. Les
animaux ont regu de ’eau et une alimentation normale pendant la période d’expérimentation.

Pendant cette méme période, les signes de toxicité notamment la modification du pelage, la motilité,
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les tremblements, la masse, le toilettage, la respiration, la sensibilit¢ au bruit aprés un choc

métallique, 1’aspect des selles, la mobilité ainsi que le nombre de décés ont été notés. Les
experimentations ont été répétées une fois dans le but de confirmer les effets observés.

11.2.8.2- Evaluation de la toxicité des doses répétées pendant le test pharmacologique
L’objectif de cette étude était d’évaluer I’innocuité des graines et de I’huile de ces graines
de C. sativus sur une longue période de consommation. Nous disposions de 18 animaux males qui,
aprés acclimatation ont été répartis en 3 groupes de 6 animaux chacun : un contr6le normal qui
recevaient de I’huile de mais PO ainsi que deux groupes tests qui recevaient respectivement la

solution des graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg et I’huile de ces graines a la dose de 170

mg/kg PC (Figure 15).
[ 18 rats males ]

J 1
our Acclimatation
Prise du poids
Traitement| Controle CS-h CS des animaux
n=6 170 mg/Kg 500 mg/Kg | chaque semaine
n=6 n=6
Jour 120

+* Masse fraiche des organes

-

++ Histologie de certains organes de toxicité
++ Dosage des parameétres hématologiques

Figure 15: Représentation schématique du protocole d'évaluation de la toxicité des doses répétées

de C. sativus.

CS-h = Huile de C. sativus ; CS-t = tourteau de C. sativus ; CS = C. sativus cru.
Le traitement a duré trois mois a I’issu duquel les animaux ont été sacrifiés. Les organes
androgéno-dépendants tels que la prostate, les vésicules séminales, 1’épididyme, les testicules ainsi

que d’autres organes d’intérét ont été prélevés, pesés et fixés dans du formol 10% pour analyse
histologique. Une partie dusang a été recueillie dansles tubes héparinés pour la numération formule
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sanguine. Une autre partie a été recueillie dans les tubes secs, centrifugée a 3000 tours/min pendant

15 minutes et le sérum conservé a - 20°C pour les dosages des parametres toxicologiques.

11.2.9- Analyse histologique
La technigue histologique est la technique de préparation des tissus/organes en vue de leur

observation au microscope. La technique histologique utilisée dans ce travail est celle décrite par
Cannet (2006) ; elle consiste en :
% Lafixation
La fixation est la premiére étape et la base de la préparation des tissus en vue de leur
observation au microscope. L’objectif de la fixation est de préserver les cellules et les constituants
tissulaires dans un état aussi proche que possible de celui du vivant. La fixation doit aussi permettre
au tissu de passer par les étapes de la technique histologique sans changements, ni déformations en
insolubilisant les composants cellulaires et en augmentant le potentiel tinctorial des différents
constituants cellulaires. Dans cette étude, le formol 10% a été utilisé pour fixer les organes préleveés
parce que ce dernier pénétre trés rapidement les tissus (Cannet, 2006).
¢ La macroscopie
Les différents organes fixés sont sectionnés et disposés dans des casettes en matiére
plastique et étiquetées.
% La déshydratation
La déshydratation, aussi appelé « circulation » comporte trois étapes : la déshydratation
proprement dite, I’éclaircissement et I’imprégnation.
- La déshydratation proprement dite
Une fois fixés, les organes devant étre inclus dans la paraffine pour étre coupés en tranches
fines de I’ordre de quelques micrometres, ont été débarrassés de toute trace d’eau. Pour ce procédé,
6 bacs d’alcool, a raison de deux heures dans chaque bac, ont été utilisés dans 1’ordre ci-apres : 1
bac d’éthanol a 70%, 1 bac d’éthanol a 80%, 2 bacs d’éthanol a 95%, et 2 bacs d’alcool absolu
(éthanol & 100%).
- L’eclaircissement
L’éclaircissement est la seconde étape de la déshydratation et elle consiste a remplacer la
solution de déshydratation par un solvant miscible dans le milieu d’inclusion. C’est une étape de
transition réalisée par des hydrocarbures benzéniques tels que le xylene ou le toluene. Apreés
déshydratation, les casettes ont séjourné dans deux bains de xyléne (2 x 2 h).
- L’imprégnation
L’imprégnation consiste au remplacement del’eau descellules par la paraffine : les cassettes
contenant les fragments d’organes ont sé¢journé 4 heures (2 h x 2 bains) dans de la paraffine chaude

(60°C) et liquide.
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% L’inclusion
L’inclusion fournit un support externe aux tissus, ce qui permet la réalisation de coupes au
microtome. Les tissus sont placés dans des moules remplis de paraffine en fusion qui sera mise a
solidifier sur une surface froide (4°C) apres orientation approprié du tissu dans le bloc.
« Lacoupe
Les blocs obtenus ont été coupés a ’aide d’un microtome a volant de marque LEICA RM
2125 RT (Nussloch, Allemagne). Des rubans de coupes de 5 um d’épaisseur obtenus ont été étalés
dans un bain-marie contenant de 1’eau gélatinée. Au moyen de lames porte-objet propres et
étiquetées, les coupes ont été recueillies et séchées a 1’étuve a 45°C pendant 24 heures.
% La coloration
Les colorations permettent de visualiser les constituants cellulaires et tissulaires, en leur
faisant capter et fixer des colorants de fagcon plus ou moins sélective. La technique de coloration
utilisée est la technique usuelle et classiqgue de coloration des préparations histologiques, la
coloration a I’hématoxyline-éosine. Dans cette coloration, ’hématoxyline colore les constituants
acides du noyau en bleu-violacé et I’éosine les constituants basiques du cytoplasme en rose-rouge.
La procédure de coloration s’est déroulée en deux étapes :
- Déparaffinage et rehydratation
Il s’agit d’une étape au cours de laquelle les coupes sont débarrassées de la paraffine dans
des bains dexyléne et réhydratées dans desbains d’alcool a des concentrations décroissantes jusqu'a
I’eau distillée. Chaque bain ayant une durée de 5 minutes.
- Coloration proprement dite
Apres déparaffinage, les lames contenant les coupes d’organes, sont passées successivement
dans les bains d’hematoxiline de Harris, d’eau de robinet, d’eau distillée, d’eau lithiunée et d’eau
acidifié, d’alcools a 80% et 95%, d’éosine alcoolique et enfin dans I’éthanol 95%. Ceci se faisait a

des périodes variées comme I’indique le tableau V1I.

Tableau VII: Etapes de la coloration a I’hématoxyline et a 1’éosine

N° de bain Solutions Temps
1 Hématoxyline de Harris 10 min
2 Eau de robinet courante 10 min
3 Eau lithiunée aprés passage dans I’eau distillée pendant 1 min ~ 2-3 min
4 Eau acidifiée apres passage dans I’eau distillée pendant 1 min ~ 2-3 min
5 Ethanol a 80% 5 min
6 Ethanol a 95% 5 min
7 Eosine alcooligue a 0,5% 5 min
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8 Ethanol a 95% 5 min

< Le montage

I permet de protéger les coupes par une fine lamelle de verre et de les conserver. Le milieu
de montage étant de la résine synthétique (baume de Canada) non miscible a I’eau. Les coupes ont
été déshydratées avant d’étre montées. Cette opération s’est faite en deux étapes : la premiére
consiste en la déshydratation dans trois bains d’alcool absolu (3 X 5 minutes) et en 1’éclaircissement
dans trois bains de xyléne (3 x 5 minutes).

Les coupes des différents organes obtenues ont été observées et filmées a ’aide d’un
microscope Zeiss relié a un ordinateur ou les images sont transférées, éditées et analysées avec le
logiciel YAIS. La taille des épithélia prostatiques a été exprimée en micrometre et déterminée sur
les microphotographies au moyen d"un équipement complet consistant en un ordinateur comportant

le logiciel Image J.

I1.2.10- Evaluation de quelques parametres biochimiques
11.2.10.1- Dosage de la « Prostatic Specific Antigen » (PSA)
% Principe
Ce dosage s’est effectué suivant la technique immuno-enzymatique de détection qui permet
de visualiser le complexe antigene-anticorps formé (ELISA).
¢+ Mode opératoire
Le PSA a été dose suivant les consignes du kit Fortress Diagnostics Limited kit" (Delaware,
USA). Les puits de microtitration ont été sensibilisés a1’aide d'un anticorps monoclonal (de souris)
dirigé contre un site antigénique unique de la molécule de PSA. Dans chaque puits de la microplaque
a 96 puits ont été introduits de fagon appropriée 25 pL de chaque échantillon, standard ou contrdle
puis incubé a température ambiante pendant 5 minutes. Ensuite, 100 pL d’un anticorps anti-PSA
conjugué a de la peroxydase ajoutés et mélangés. Aprés 60 minutes d’incubation a température
ambiante, les puits ont éte rincés trois fois avec 400 uL d'eau distillée par puits. La solution de
substrat (100 pL) a été ajoutée dans chaque puits puis incubée pendant 20 minutes avant 1’ajout de
100 pL de solution d'arrét dans chaque puits pour stopper la réaction colorimétrique.
La densité optiqgue (DO) de la solution dans chaque puits a été lue a 450 nm. Les
concentrations de PSA de rat dans les échantillons, qui sont proportionnelles aux valeurs des DO
ont été calculées en comparant les valeurs de DO des échantillons avec la courbe standard (Voir

annexe 2).
11.2.10.2- Dosage des protéines totales

Le taux de protéines totales contenu dans les homogeénats de prostates des rats a été évalué

suivant la méthode décrite par Bradford, en 1976 en utilisant le bleu de Coomassie G250.
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¢ Principe
La détermination de la concentration en protéines est basée sur la réaction colorimétrique

entre les protéines et le réactif de Bradford (bleu de Coomassie G250). En milieu acide, les résidus
hydrophobes d’acides aminés des protéines réagissent avec le bleu de Coomassie G250. Cette
réaction conduit a un changement de coloration du milieu réactionnel qui vire au bleu et absorbe a
595 nm. L’intensité dela coloration est proportionnelle a la quantité desrésidus protéiques contenus
dans le milieu.

% Mode opératoire

Dans chaque tube & essai ont été introduits 50 uL d’homogénat, 500 puL du réactif de
Bradford et 450 pL de tampon phosphate (0,1 M, pH : 7,5). Le mélange a été incubé a I’obscurité
pendant 30 min & température ambiante et la densité optique a été lue & 595 nm contre le blanc
(Tableau V111).

Tableau VIII: Protocole de dosage des protéines totales prostatiques par la méthode de Bradford

N’ des tubes 0 1 2 3 4 5 6 Xn
Blanc Etalon

BSA (ug/mL) 0 15 30 45 60 75 90 /

Tampon Phosphate 50 485 470 455 440 425 410 /

(pH=7,5)

Bradford (uL) 450 500 500 500 500 500 500 450

Homogénats (uL) 0 0 0 0 0 0 0 50

Le blanc a été préparé en paralléle avec 500 pL du réactif de Bradford et 500 pL de tampon
phosphate (0,1 M, pH : 7,5). Le "Sérum Albumine Bovin" (BSA) aux concentrations 0, 20 ; 40 ;
60 ; 80 et 100 pg/mL a été utilisé comme étalon. La courbe d’étalonnage (Annexe 3) a été réalisée
en faisant correspondre 1’absorbance des tubes étalons avec la concentration en BSA. La quantité
de protéines contenue dans chaque échantillon a été déterminée en se servant de la courbe
d’étalonnage (Annexe 3).

11.2.10.3. Dosage de quelques marqueurs de statut oxydatif
i) Dosage d’un marqueur de la peroxydation lipidique : malondialdéhyde (MDA)

% Principe

Le malondialdéhyde (MDA) formé au cours de la peroxydation lipidique réagit avec I’acide
thiobarbiturique en milieu acide et chaud, pour donner un complexe rose qui présente un maximum
d’absorption a 530 nm (Wilbur et al., 1949). L’intensité de la coloration est proportionnelle a la
quantité de MDA présent dans le milieu.

“+ Mode opératoire
69



Dans des tubes a essai en verre ont été introduits 83 pL d’échantillon et 167 pL de réactif
TBA puis fermés hermétiquement. Le mélange a été chauffé au bain-marie a 100 °C pendant 15
minutes. Apres refroidissement dans un bain d’eau froide pendant 30 minutes, les tubes ont été
ouverts permettant 1’évacuation des gaz formés lors de la réaction puis centrifugés a 3000 tr/min
pendant 15 minutes. L’absorbance du surnageant a été lue a 532 nm a I’aide du spectrophotomeétre
de marque Genesis (Gesvrine, France). La concentration du MDA a été déterminée en utilisant son
coefficient d’extinction moléculaire.
% Expression des résultats
La concentration du malondialdéhyde exprimée en mol/g de tissu a été calculée gréce au
rapport suivant : [MDA] (mol/g) =DO /& x1xm
ou DO = densité optique ; | = longueur de la cuve =1 cm ; £ = coefficient d’extinction molaire =
1,56x10° mmolt cml; m = Masse de I’organe (g).
ii) Dosage du glutathion réduit
La détermination de I’activité du glutathion réduit a été effectuée selon la méthode décrite
par Ellman (1959).
% Principe
L’acide 2,2’-dithio-5,5’-dinitrobenzoique (DTNB) réagit avec les groupements thiols (- SH)
du glutathion pour former un complexe coloré jaune qui absorbe a 412 nm.
“+ Mode opératoire
Cinq cents microlitres du réactif d’Ellman ont été ajoutés dans des tubes contenant 40 uL
d’homogénats et 40 uL de tampon Tris-HCI (0,1 M, pH 7,4) (tube blanc). Les tubes ont éte agités a
I’aide d’un vortex puis incubés a 37°C pendant 60 minutes. Les absorbances ont été lues a 412 nm
contre le blanc a ’aide d’un spectrophotometre.
% Expression des résultats
La concentration du glutathion réduit exprimée en mol/g de tissu a été calculée a I’aide du
coefficient d’extinction molaire grace au rapport suivant : [GSH] (mol /L)=DO/€x1xm
ou DO = densité optique de la solution étudiée ; 1 = longueur de la cuve = 1 cm ; € = coefficient
d’extinction molaire = 13600 molt.cm? ; m = Masse de I’organe (g).
iii- Détermination de P’activité de la catalase
La détermination de ’activité de la catalase a été effectuée selon la méthode décrite par
Sinha (1972).
s Principe
Le peroxyde d’hydrogéne est rompu en présence de la catalase et se lie au dichromate de

potassium pour former un précipité bleu-vert d’acide perchlorique instable. Ce dernier sera ensuite
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décomposé par la chaleur pour former un complexe vert qui absorbe a la longueur d’onde de 570
nm selon 1’équation :
¢+ Mode opératoire
Les tubes ont été remplis selon le protocole décrit dans le tableau X pour le tracé de la
courbe d’étalonnage de la catalase. La quantité de peroxyde d’hydrogene a été déterminée a partir
d’une courbe d’étalonnage. Cette dernicre a €té tracée en faisant correspondre I’absorbance des

tubes étalons aux concentrations de H2O2 (Annexe 4).

Tableau IX: Protocole de réalisation de la courbe d’étalonnage de la catalase

Tubes 0 1 2 3 4 5 X1...Xn
Eau distillée 50 - - - - - - -
Echantillon (uL) - - - - - 50 50 50
Tampon phosphate (0,1mM ; pH7,5) (uL) 750 - - - - 750 750 750
Volume de H,O, (50mM) (uL) 200 O 20 40 80 160 200 200

Les tubes ont été laissés a incuber a 25 °C pendant 1 minute

Dichromate de potassium/acide acétique 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000 2000
glacial (uL)

Apres formation du précipité bleu, les tubes ont été chauffés a 100 °C pendant 10 minutes (apparition de
la couleur verte) et refroidit a 25°C

Eau distillée (L) - 1000 980 960 920 840 - -
Concentration de H,O, (mM) - 0 2 4 8 16 - -
Absorbances obtenues - 0 0,00 0,01 0,02 0,05 - -

7 4 5 2

Dans chaque tube a essai, 50 pLL d’échantillon a analyser (homogénat) et 700 uL de tampon
phosphate (0,1 M ; pH 7,5) ont été introduits. Le chronometre a été déclenché apres ajout de 200
uL de solution de peroxyde d’hydrogene (H202) (50 mM). La réaction a été arrétée une minute
plutard par ajout de 2 mL de la solution de dichromate de potassium/acide acétique. Dans le tube
témoin, il a été introduit 800 uL de tampon phosphate (0,1M, pH 7,5). L’ensemble des tubes a été

chauffé a 100 °C pendant 10 min et apres refroidissement, la densité optique a été lue a 620 nm.

L’activité spécifique de la catalase a été déterminée a partir de la formule suivante :

Act CAT = ADO/a x t x m ou Act CAT = Activité de la catalase (mM de H202/minfg
d’organes); ADO = DO essai - DO blanc ; a = Pente de la courbe d’étalonnage (0,0038); t = durée
de la réaction (1 minute); m = Masse de ’organe (g).

iv- Mesure de Pactivité de la superoxyde dismutase (SOD)

La détermination del’activité dela superoxyde dismutase a été effectuée suivant la méthode

décrite par Misra et Fridovich (1972).

% Principe
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L’oxydation de I’adrénaline en adrénochrome dans un milieu est inhibée en présence de la
superoxyde dismutase (SOD). La variation de I’absorbance, qui est proportionnelle a I’activité de
la SOD, est notéeentre 20 et 80 secondesa 480 nm. L’activité spécifique dela SOD a été déterminee
a partir de la formule suivante : 202 + 2H* — H202 + O>.

%+ Mode opératoire

Un volume de 0,3 mL d’adrénaline fraichement préparé dans le mélange tampon-échantillon
a été ajouté a 0,2 mL d’échantillon et 2,5 mL de carbonate de sodium (0,05 M ; pH 10,2) contenu
au préalable dans les tubes a essai. Aprés mélange, la densité optique a été lue a 480 nm toutes les
30 secondes pendant 120 secondes. La cuve de référence contenait 2,5 mL de tampon, 0,3 mL de
substrat adrénaline et 0,2 mL d’eau distillée.

Une unité de SOD est la quantité de SOD nécessaire pour entrainer 50% d’inhibition de
I’oxydation de ’adrénaline en adrénochrome pendant une minute. L’activité de la SOD a été
calculée comme suit : % d’inhibition = 100 — (AAessai x 100/AAblanc) = n unités de SOD.
L’activité spécifique de la SOD (unit¢ de SOD/g d’organes) = (nombre d’unit¢ de SOD/mL/g
d’organes x f) ou AAessai = Variation de I’absorbance de I’échantillon ; AAblanc = Variation de
I’absorbance du blanc ; f = facteur de dilution.

v- Dosage des nitrites
¢ Principe

En présence de I’amino-4-benzenesulfonamide (sulfanilamide) et le dichlorure de N-
(naphtyl-1)-diamino-1,2-éthane (N-1-naphtyléthylénediamine) en milieu acide, les nitrites
subissent une réaction de diazotation. La coloration est proportionnelle a la quantité de nitrites
présente dans 1’échantillon (Fermor et al., 2001).

% Mode opératoire

Les tubes ont été remplis suivant le protocole de dosage des nitrites est décrit dans le Tableau X.

Tableau X: Protocole du dosage des nitrites

Blanc Etalons Echantillons

Tubes 0 1 2 3 4 5 6 D ST Xz
Concentration de NaNOz (uM) 0 0,03 0,06 | 0,12 | 0,25 | 0,50 1 -
Volume de NaNO; (puL) - 100 100 100 | 100 | 100 100 -
Echantillon (pL) - - - - - - - 100

Eau distillée (uL) 500 400 400 400 | 400 | 400 | 400 400
Réactif de Griess (uL) 500 500 500 500 | 500 | 500 | 500 500
Absorbances obtenues 0 0,06 0,13 | 0,22 | 0,45 | 1,02 | 2,05 -

Les étalons (tubes 1 a 6) ont permis de réaliser la courbe d’étalonnage (Annexe 5). La

concentration des nitrites a été déterminée a partir de 1’équation de droite y= 2,0355x.
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11.2.10.4- Dosage de quelques marqueurs de la fonction hépatique et rénale
i- Dosage Alanine aminotransférase (ALAT)
Le dosage s’est réalisé suivant les instructions du kit cypress diagnostics (Belgique).
% Principe
Il est basé sur la mesure cinétique de I’alanine aminotransférase sérique dans un systéme

réactionnel dont la finalité est ’oxydation du coenzyme NADH, H*. L’ALAT catalyse le transfert

réversible d’un groupe amine de I’alanine a I’a-cétoglutarate en formant I’acide glutamique et
I’acide pyruvique. L’acide pyruvique produit est réduit en acide lactique et NAD™ par la lactate
déshydrogénase selon les réactions suivantes :

ALAT
a-cétoglutarate + L- Alanine ——» Glutamate + pyruvate

Lactate déshydrogénase
Pyruvate + NADH+H"* > |actate + NAD*

Le taux de diminution de la concentration de NADH mesuré photométriqguement est
proportionnel a la concentration de I’ALAT présente dans I’échantillon (Murray, 1989).
¢ Mode opératoire :
Pour la préparation du réactif de travail, des volumes égaux d'enzyme et de tampon ont été
bien mélangés. La solution enzymatique a éte préparée en mélangeant 0,18 mmol/L de NADH, 600
U/L de malate dehydrogenase et 12 mmol/L d’oxoglutarate. Le tampon a été préparé en mélangeant
0,18 mmol/L d’aspartate et 80 mmol/L. de tampon tris pH 7,8. Un mL de réactif de travail a été
pipeté et mélangé avec 0,1 mL d’échantillon. Apres une minute d'incubation & 37°C, I'absorbance
initiale a été lue a 340 nm. L'absorbance a été lue toutes les minutes pendant 3 min. L’activité de
I’ALAT a été quantifiée grace a cette formule : GPT(ALT)(U/L) = AAbs. /min x 1746.
ii- Dosage de I’Aspartate aminotransférase (ASAT)
Le dosage s’est réalisé suivant les instructions du kit cypress diagnostics (Belgique).
+» Principe
L’ASAT catalyse le transfert réversible d’un groupe amine de I’aspartate a 1’a-cétoglutarate
en formant I’acide glutamique et ’acide oxaloacétique. L’acide oxaloacétique produit est réduit en

malate par la malate déshydrogénase et NADH selon les réactions suivantes :

ALAT
a-cétoglutarate + Aspartate = ———— Glutamate + oxaloacétate

Malate déshydrogénase
Oxaloacétate + NADH+H* >  Malate + NAD*

Le taux de diminution de la concentration de NADH mésuré photométriqguement est

proportionnel a la concentration de ’ASAT présente dans I’échantillon (Murray, 1984a).

Le mode opératoire ainsi que I’activité deI’ALAT ont été determinés comme précédemment

décrit pour le cas de ’ASAT.
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iii- Dosage de la créatinine
Ce dosage s’est fait suivant les instructions du kit cypress diagnostics (Langdorp Belgique).
% Principe
Le test est basé sur la réaction de la créatinine avec le picrate de sodium. En effet, la
créatinine réagit avec le picrate de sodium alcalin formant un complexe rouge. La différence
d’absorbance a des moments prédéterminés pendant la conservation est proportionnelle a la
concentration de la créatinine dans I’échantillon (Murray, 1984b).
% Mode opératoire
Dans un tube a essai, 100 L desérum ont été ajoutésa 1 mL de la solution detravail (obtenu
par mélange d’une solution de 0,1 g de picrate de sodium et d’une solution de 0,8 g de NaOH) en
déclenchant simultanément le chronomeétre. Le tube a été agité par inversion et le contenu versé
dans une cuve de lecture. L’absorbance initiale a été lue a 520 nm au spectrophotométre de marque
Genesis (Gesvrine, France) contre le blanc a 20 s puis a 80 s apres stabilisation du mélange. La
solution étalon de créatinine a été obtenue en dissolvant 1,76 mg de poudre de créatinine dans 1 mL
d’eau distillée. La concentration en créatinine a été déterminée a partir de la formule suivante :
Concentration créatinine (mg/dL) = DO (échantillon) / DO (standard) % 1,76.

iv- Dosage de la bilirubine totale
% Principe

Il repose sur la réaction de la bilirubine avec une solution acide pour former un produit
coloré. Dans une solution alcaline, la bilirubine forme en présence des sels d’acide sulphanilique
diazoté, un composé coloré rouge (azo-bilirubine). Des deux fractions présentes dans le sérum (la
bilirubine-glucuronide et la bilirubine libre), seule la bilirubine-glucuronide réagit avec la solution
aqueuse alors que la bilirubine libre exige de la solubilisation avec dudiméthylsulphoxyde (DMSO)
avant de réagir. Un taux élevé de bilirubine traduit des dommages au niveau hépatocellulaire ou
I’obstruction des canaux biliaires.

% Mode opératoire
Le protocole du dosage est décrit dans le tableau X1 ci-dessus :

Tableau XI: Protocole de dosage de la bilirubine totale

Blanc Echantillon Echantillon Blanc standard Standard

Standard (uL) - - 20 20
Echantillon (nL) 20 20 - -
Acide sulfanilique (uL) 1000 1000 1000 1000
Diazonium (pL) - 200 - 200

Les préparations ont été homogénéisées et incubées pendant 10 min a une température

comprise entre 15 et 25°C. L absorbance des échantillons et du standard a été lue a 555 nm contre
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le blanc réactif. Le calcul de la concentration de la bilirubine totale (mg/dL) s’est fait suivant la
formule : Concentration Bilirubine (umol/L) = DO (échantillon) - DO (Blanc échantillon) / DO
(standard) - DO (Blanc standard) x 35. La concentration du standard de bilirubine étant de 35
mg/dL.

V) Dosage de I’urée
L’urée représente la forme principale d’¢limination de I’azote, synthétisée lors du
catabolisme des protéines par le foie. C’est un des marqueurs du débit de filtration glomérulaire.
¢ Principe
En présence de I'uréase, I'urée est hydrolysée pour donner ’'ammoniaque et le dioxyde de
carbone. L’ammoniaque produite se combine avec le 2-oxoglutarate et le NADH en présence du
glutamate déshydrogénase pour donner le glutamate et le NAD.
% Mode opératoire
Le contenu des tubes ayant permis d’évaluer la concentration en urée dans les différents
échantillons a été obtenu selon le protocole de Kaplan (1984) décrit dans le tableau XII :

Tableau XII: Protocole de dosage de 'urée sérique

Blanc Stantard Echantillon
Eau distillée (uL) 10 - -
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (uL) - - 10
Tampon (uL) 1000 1000 1000
Uréase (goutte) 1 1 1
Hypochlorite (uL) 200 200 200

Le contenu a été mixé, incubé pendant5 minutes a température ambiante et I’absorbance lue
au spectrophotometre contre le blanc a 578 nm.
La concentration en urée sérique a été calculée a partir de la formule suivante :

Concentration Urée (mg/dL) = DO (échantillon) — DO (blanc) / DO (standard) x 50. La
concentration du standard de I’urée étant de 50 mg/dL.

11.2.10.5- Dosage des indicateurs du métabolisme lipidique
i- Dosage du cholestérol total
% Principe

Les esters de cholestérol et le cholestérol libre sont présents dans le sérum. En présence de
cholestérol estérase, les esters de cholestérol sont hydrolyseés et le cholestérol total est mesuré aprés
oxydationavec la cholestérol oxydase pour former du peroxyde d'hydrogéne. Ce dernier réagit avec
le phénol et la 4-aminoantipyrine pour former un colorant quinonéimine rose.

La méthode enzymatique fourni par le kit de dosage colorimétriqgue de marque LABKIT

(Barcelone, Espagne) a été utilisée suivant les réactions ci-dessous :

CE
@ : Cholestérol estérifié. —— cholestérol + acides gras libres 75



CO
@ : Cholestérol + O, —— cholesten 4 one 3 + HoO2

POD
@ : 2H,0; + Phénol + PAP — Quinonéimine (rose) +4H,0,

CE = Cholestérol Estérase, CO = Cholestérol Oxydase, POD = Péroxydase ; PAP = 4-amino-antipyrine.
Le dosage du cholestérol a été réalisé comme décrit dans le tableau XIII.
Tableau XIII: Protocole de dosage du cholestérol total

Blanc Stantard Echantillon
Eau distillée (uL) 10 - -
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (pL) - - 10
Réactif (uL) 1000 1000 1000

Le mélange a été homogénéisé et incubé a 37°C dans un bain-marie pendant 5 minutes. Les
absorbances des échantillons et du standard ont été lues contre le blanc au spectrophotométre a une
longueur d’onde de 500 nm. Le taux sérique de cholestérol a été calculé de la maniére suivante :

Concentration Cholestérol total (mg/dL) = DO (échantillon) / DO (standard) x 200. La
concentration du standard étant de 200 mg/dL.

ii) Dosage des triglycérides (TG)
% Principe
Sous I’action de lipases, les triglycérides sont hydrolysés en glycérol et en acides gras. Le
glycérol sera ensuite transformé en peroxyde d’hydrogeéne sous I’action successive du glycérol-
kinase et de la glycérol-3-phosphate oxydase. L’absorbance du complexe coloré (quinonéimine),
servant d’indicateur de la formation du peroxyde d’hydrogene sous I’action de la peroxydase,

proportionnelle a la concentration en triglycérides dans le spécimen, peut alors étre mesuré a 500

nm. Lipase
@ : Triglycérides — glycérol + acides gras
GK
: Glycérol + ATP«—  Glycérol 3 Phosphate + ADP

GPO
@ : Glycérol 3 Phosphate + O2 —* Dihydroxyacétone Phosphate + H202

@ : H202 + 4-Chlorophénol PODI Quinonéimine + H202

GK = Glycérol Kinase, GPO = Glycérol-3-phosphate kinase, POD = Peroxydase
L’intensité de la coloration est proportionnelle a la concentration de triglycérides présents
dans I’échantillon.
“+ Mode opératoire
Les taux sériques de triglycérides ont été mesurés a I’aide d’un kit de dosage colorimétrique
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de marque LABKIT (Barcelone, Espagne). Les triglycérides ont été quantifiés suivant le protocole

décrit dans le tableau X1V.
Tableau XIV: Protocole de dosage des triglycérides

Blanc Stantard Echantillon
Eau distillée (uL) 10 - -
Standard (uL) - 10 -
Echantillon (nL) - - 10
Réactif (uL) 1000 1000 1000

Le mélange a été homogénéisé puis incubé a 37°C dans un bain-marie pendant 5 minutes.
Les absorbances ont été lues contre le blanc au spectrophotometre a 500 nm. La concentration des
triglycérides a été déterminée par la formule suivante : Concentration TG (mg/dl) = DO
(échantillon) / DO (standard) x 200 avec 200 mg/dL représentant la concentration du standard.
iii- Dosage du HDL -cholestérol
% Principe
Les lipoprotéines de faible densité (LDL), les lipoprotéines de tres faible densité (VLDL) et
les chylomicrons du spécimen sont précipités par ’acide phosphotungstique (PTA) et le chlorure
de magnésium. Le cholestérol-HDL obtenu dans le surnageant aprés centrifugation est ensuite dosé

par un réactif utilisé pour le dosage du cholestérol total.

“+ Mode opératoire

Le LDL-cholesterol a été précipité par ajout a 500 pL d’échantillon 100 pL de précipitant.
Apres homogenéisation et incubation & tempeérature ambiante pendant 15 minutes, les tubes ont été
centrifugés a 3000 trs/mn pendant 15 minutes. Le HDL-cholestérol contenu dans le surnageant a
été déterminé en suivant le protocole du cholestérol total décrit précédemment avec une
concentration standard de HDL-cholestérol égale a 175 mg/dL. La concentration de HDL-
Cholestérol a été determinée suivant la formule : Concentration HDL-cholestérol (mg/dL) = DO
(échantillon) / DO (standard) x 175.
iv- Détermination du LDL-cholestérol

Les concentrations de LDL-Cholestéerol ont été déterminées par calcul suivant la formule de
Hoffmann (1985) : Concentration LDL-Cholestérol (g/L) = Cholestérol total - (Cholestérol HDL -
TG /n) avec n = 2 lorsque les valeurs des parametres utilisés sont exprimées en mmol/L et n =5
lorsque ces valeurs sont exprimees en g/L.

v- Détermination de I’index athérogéne

Le risque athérogene a été évalué a partir de I'indice athérogéne 1ié a la concentration en
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cholestérol total et en cholestérol HDL (Youmbissi et al., 2001) suivant la formule : Index

athérogene (mg/dL) = Cholestérol total / HDL-cholestérol.

11.2.10.5- Dosage de quelques marqueurs de I'inflammation

Les concentrations des cytokines (IL-1B ; IL-6 ; TNF-a et IL 10) ont été déterminées par la
technique ELISA-Sandwich conformément au protocole expérimental fourni par le fabriquant du
kit (Cusabio Technology LLC, USA).

% Principe

Elle consiste en la détection des différents analytes a 1’aide de deux types d’anticorps
monoclonaux spécifiques : les anticorps de capture préfixes sur une microplaque et les anticorps de
détection reliés a la peroxydase via le systéme biotin-avidine. Aprés lavage, de la peroxydase de
raifort conjuguée a de l'avidine (HRP) est ajoutée aux puits. Apres un lavage pour éliminer tout
réactif avidine-enzyme non lié, une solution de substrat est ajoutée aux puits et la couleur se
développe proportionnellement ala quantité d'IL liee lors de I'étape initiale. L'intensité de la couleur
est mesurée a 450 nm.

% Mode opératoire
Les cytokines IL-1pB, IL-6, TNF-a et IL10 ont été dosées séparément. Dans chaque puits

de la microplaque a 96 puits préalablement sensibilisés avec les anticorps de capture spécifiques a
chacune des cytokines ont éte introduits 100 pL des échantillons et du standard. La plaque a été
couverte avec le papier a aluminium fournie et incubée pendant 2 heures a 37°C. Apres incubation,
le contenu a été retiré délicatement de la plaque sans lavage puis 100 uL de la solution d'anticorps
associée a la biotine ont été introduits dans chaque puits. La plaque a de nouveau été recouverte
d'un papier a aluminium pour une période d’incubation d’une heure & 37°C. Aprés incubation, la
plaque a été lavée 3 fois de suite par ajout de 200 pL de solution de tampon de lavage dans chaque
puits. A chaque fois, celle-ci a été inversée sur du papier absorbant pour 1’élimination compléte de
la solution de lavage. Apres lavage, 100 uL de la solution d’avidine (révélateur) ont été ajoutés dans
les puits. La plaque a été recouverte avec le papier a aluminium, et incubée de nouveau pendant 1
h a température ambiante. Le contenu a été retiré délicatement des puits et la plaque a été lavée 6
fois avec le tampon de lavage. Le substrat (90 uL) a été ajouté dans chaque puits puis la plaque a
été incubée pendant 30 minutes & 37°C a I’obscurité. La solution d’arrét (90 pL) a été introduite
dans chaque puits et mélangé délicatement. La densité optique de chaque puits a été déterminée
dans les 5 minutes, a l'aide d'un lecteur de microplaques réglé sur 450 nm. Les concentrations de
cytokines de rat dans les échantillons, qui sont proportionnelles aux valeurs des DO ont éte calculées

en comparant les valeurs de DO des échantillons avec les courbes standards (Annexe 6).
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I1.2.11- Analyse statistique

Tous les résultats ont été exprimés sous forme de moyenne * erreur standard sur la moyenne.
Les moyennes ont été comparées a ’aide du logiciel GraphPad Prism version 8.03 par analyse de
la variance (ANOVA) suivie du post-test de Dunnet. In vitro, les expériences ont été réalisées en
"triplicate” dans au moins trois expériences indépendantes. Les données obtenues ont été également
exprimées sous forme de moyenne + erreur standard sur la moyenne (ESM) et I’analyse des données
s’est faite a l'aide du logiciel Sigma plot version 11.00. La différence a été considérée comme

significative a p< 0,05.

79



—-—— ‘—--V—_--§

-~~~ CHAPITRE III : 2
Y= RESULTATS -~

 §
) B
o S

a\ J

80



I11.1- Effet antiprolifératif des graines des six espéces de cucurbitacées sur la prostate
I11.1.1- Effets des graines sélectionnées sur la croissance des cellules cancéreuses de la
prostate

La figure 16 illustre les effetsdes graines de trois especes de courge sélectionnées a savoir :
Lagenaria siceraria (LSi), Cucumeropsis manii (CMn), Cucurbita maxima (CMXx) sur la croissance
des cellules DU145 et PC3 aprés 24, 48 et 72 heures. CMx a inhibé de fagon significative la
croissance desdeux lignées de cellules cancéreuses a 100 pg/mL sur les cellules DU145 (p < 0,05)
et les cellules PC3 (p < 0,05). CMn n’a inhibé de facon significative (p <0,05) que la croissance

des cellules cancéreuses PC3 a la concentration de 12,5ug/mL.
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Figure 16 : Effets des graines de L. siceraria, C. manii et C. maxima sur la croissance cellulaire.
Légende : Controle= courbe de croissance des cellules cancéreuses traitées avec le véhicule (DMSO). Lsi = courbes
de croissance des cellules cancéreuses traitées avec les graines de Lagenaria siceraria aux concentrationsde 12,5, 50
et 100 ug/mL. CMn = courbes de croissance des cellules cancéreuses traitées avec les graines de Cucumeropsis manii
aux concentrationsde 12,5,50 et 100 pg/mL. CMx = courbes de croissance des cellules cancéreuses traitées avec les
graines de Cucurbita maxima aux concentrations de 12,5,50 et 100 pg/mL.
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La figure 16’ suivante présente les effets des graines de trois autres especes de courge
sélectionnées : Cucurbita moschata (CMs), Cucumis melo (CMI) ; Cucumis sativus (CSt). Les
graines de CMs et CMI ainsi que celles de LSi n'ont pas inhibé la croissance des cellules DU145 et
PC3. Les graines de Cucumis sativus (CSt) ont inhibé la croissance des cellules cancéreuses DU145
(p <0,05a100 pg/mL) et PC3 (p < 0,054 12,5 pg/mL et p < 0,01 & 100 pg/mL) de maniére temps
dépendant. Parmi les six échantillons, Cucumis sativus (CS) a présenté les effets antiprolifératifs

les plus puissants in vitro surtout a la dose de 100 pg/mL.
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Figure 16’ : Effets des graines de C. moschata, C. mélo et C. sativus sur la croissance cellulaire.
Légende : Controle = courbe de croissance des cellules cancéreusestraitéesavec le véhicule (DMSQO). CMs = courbes
de croissance des cellules cancéreusestraitées avec les graines de Cucurbita moschata aux concentrationsde 12,5, 50
et 100 pg/mL. CMI = courbes de croissance des cellules cancéreuses traitées avec les graines de Cucumis melo aux
concentrationsde 12,5, 50 et 100 pg/mL. CS = courbesde croissance des cellules cancéreusestraitées avec les graines

de Cucumis sativus aux concentrations de 12,5, 50 et 100 pg/mL.
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II1.1.2- Effets des graines sélectionnées sur un modéle d’HBP chez le rat
I11.1.2.1- Effets sur la masse, le volume et le taux de protéines prostatiques

Les effets des graines des six espéces de cucurbitacées sur I'index prostatique, le
pourcentage d’inhibition dela croissance prostatique, le volume de la prostate et le taux de protéines
totales dans la prostate sont représentés dans le tableau XV. L'administration de la testostérone
pendant 28 jours a entrainé une augmentation significative (p < 0,01) de I’ordre de 50,74% de la
masse relative de la prostate comparé aux rats normaux. Le finastéride a induit une diminution
significative du volume de la prostate (p < 0,01) et du taux de protéines dans la prostate (p < 0,001)
en comparaison aux animaux témoin négatif. Le taux de protéines totales dans la prostate a diminué
de maniere significative avec C. maxima (CMx) a la dose de 500 mg/kg (p < 0,05) ; C. melo (CMI)
aux doses de 500 et 1000 mg/kg (p < 0,001) et C. sativus (CS) a la dose de 500 mg/kg (p < 0,001).
De toutes les graines de courge testées, I'extrait de C. sativus a présenté les meilleurs effets surtout
a la dose de 500 mg/kg marqués ici par un pourcentage d’inhibition de la croissance prostatique de
49,5 %, la réduction de la masse relative de la prostate (de 2436 = 71 chez les rats HBP contre 2029
+ 96 mg/kg chez les rats traités avec les C. sativus a la dose de 500 mg/kg), la réductionsignificative
(p < 0,01) du volume de la prostate (de 332 +14 en HBP contre 216 + 14 mm?3) et du taux de
protéines totales (de 88 + 0,8 chez les rats HBP contre 74 + 1,3 pg/mL chez les rats traités avec les
C. sativus a la dose de 500 mg/kg).
Tableau XV: Effets protecteurs des six graines de courge sur I’index prostatique, le pourcentage

d’inhibition de la croissance prostatique, le volume et le taux de protéines totales

Groupes Masse relative de la Pl Volume de la  Taux de protéines
prostate fraiche (%) prostate (mmd) totales (ug/mL)
(mg/kg PC)
NOR 1616,5 £ 99,4 - 292,3+14,1 86,0+1,4
HBP 2436,3 £71,5## - 332,1+14 4 88,3+0,8
FINAS 1889,2 + 30,2# 54,4 202,7 £20,5** 754 £12%**
LSi 500 2377,2+ 258,5 7,2 326,0 £15,4 89,9+1,9
LSi 1000 2385,3 £280,1 6,2 248,1+13,2 89,6 £0,1
CMn 500 2451,1 +168,3 0,0 313,6 £20,8 86,1 +3,3
CMn 1000 2390,9 + 240,7 55 292,9 £33,9 86,0 +2,8
CMx 500 2324,4 £ 1229 13,6 260,6 + 38,8 78,4 £4,4*
CMx 1000 2210,8 £187,3 27,5 2490 £20,5 845x14
CMs 500 2192,6 £129,2 29,8 264,1 +18,5 832+4,4
CMs 1000 2493,8 £224,5 0,0 271,9+43,1 80,0+0,9
CMI 500 2454,2 + 68,8 2,1 327,9+5,1 69,5 £2,7***
CMI 1000 2418,9 £ 163,3 2,1 257,3+128 66,9 +1,6%**
CS 500 2030,0 £ 96,8 49,5 216,99+ 14,7** 74,9 £1,3***
CS 1000 2272,1 £49,9 20,3 2240+175* 86,6 +1,0

Pl = Pourcentage d’inhibition de la croissance prostatique, NOR = rats normaux ayantrecu de l'eau distillée ; HBP =
rats traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et de l'eau distillée pendant28 jours; FINAS = rats co-traités

par de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et de la finastéride (5 mg/kg) ; LSi = rats co-traités avec de I'énanthate de
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testostérone (3 mg/kg) et L. siceraria aux doses de 500 et 1000 mg/kg ; CMn = rats co-traités avec de I'énanthate de
testostérone (3 mg/kg) et C. mannii aux doses de 500 et 1000 mg/kg ; CMx = rats co-traités avec de I'énanthate de
testostérone (3 mg/kg) et C. maxima aux doses de 500 et 1000 mg/kg ; CMs = rats co-traités avec de I'énanthate de
testostérone et C. moschata aux doses de 500 et 1000 mg/kg ; CMI = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone
et C. melo aux doses de 500 et 1000 mg/kg ; CSt = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et C.
sativusaux dosesde 500 et 1000 mg/kg.# p < 0,05 et ## p < 0,01 : différence significative parrapport aux rats nomaux.
Les valeursreprésentent la moyenne des massesrelatives £ ESM, n=5. *p<0,05; **p<0,01;*** p< 0,001 : différence

significative par rapport au controle négatif (HBP).

I11.1.2.2- Effets sur la masse, le volume et le taux de protéines prostatiques

Les coupes transversales de la prostate montrent que 28 jours d’administration consécutive
de la testostérone chez les rats ont entrainé un épaississement et un développement de 1’épithélium.
On note également une invagination projetant I’épithélium vers la lumiére glandulaire ainsi que les
tissus connecteurs comprimés comparativement aux animaux du groupe normal (Figure 17).
L’administration des especes de courge a protégé contre l’augmentation de 1’épaisseur de
I’épithélium induite par la testostérone par une par un épithélium prostatique réduit avec un stroma
normal constitué de tissus connecteurs et de vaisseaux sanguins. Cet effet est beaucoup plus
prononcé avec I’extrait des graines totales de L. siceraria (LSi) et C. manii (CMn) a la dose de 1000
mg/kg et C. sativus (CS) aux doses de 500 et 1000 mg/kg.
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Figure 17: Microphotographies H&Ex100 de la prostate.

Légende : Ep= épithélium ; Iv= Involution; Vs=vaisseaux sanguin; Tc=tissus connecteurs; Lg=lumiére glandulaire.
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La mesure des tailles des épithélia prostatiques et du diametre glandulaire a montré que
I’administration de la testostérone a induit une augmentation significative (p < 0,001) de la taille de
I’épithélium prostatique et une diminution significative du diamétre glandulaire chez les animaux
du groupe témoin négatif comparé aux animaux normaux (Figure 18). Concernant les graines de
courge étudiées, L. siceraria (LSi) aux doses de 500 et 1000 mg/kg (p < 0,001) ; C. mannii (CMn)
a la dose de 500 mg/kg (p < 0,001) ; C. maxima (CMx) aux doses de 500 (p < 0,01) et 1000 mg/kg
(p <0,05) et C. sativus aux deux doses testées, 500 (p < 0,01) et 1000 mg/kg (p < 0,001) tout comme
la finastéride, ont diminué significativement la taille de I'épithélium prostatique. Seul C. sativus aux
deux doses testées a induit tout comme la finastéride une augmentation significative du diametre

glandulaire comparé au témoin négatif.
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Figure 18: Représentation schématique des effets des graines des six espeéces de courge sur la taille
de I'épithélium (A) et le diameétre glandulaire (B).

NOR = rats normaux ayantrecu de l'eau distillée ; HBP = rats traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et
de l'eau distillée pendant 28 jours ; FINAS = rats co-traités par de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et de la
finastéride (5 mg/kg) ; LSi = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et L. siceraria aux doses de
500 et 1000 mg/kg ; CMn = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et C. mannii aux doses de 500
et 1000 mg/kg ; CMx = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et C. maxima aux doses de 500 et
1000 mg/kg ; CMs =rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone et C. moschata aux dosesde 500 et 1000 mg/kg

; CMI = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone et C. melo aux doses de 500 et 1000 mg/kg; CS = rats co-
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traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et C. sativus aux doses de 500 et 1000 mg/kg. ### p < 0,001 :
différence significative parrapport a la normale. Les valeurs représentent la moyenne des valeurs £ ESM, n=6. *p <

0,05;**p<0,01;*** p<0,001: différence significative par rapport au contrdle négatif (HBP).

I11.1.3- Effet de la cuisson sur P’activité pharmacologique des graines de C. sativus

Les graines de C. sativus ayant montré les meilleures activités sur les tests préliminaires

réalisés, la suite de nos travaux s’est appesanti sur cet échantillon.

111.1.3.1- Effet sur I’index prostatique, le volume, le taux de protéines totales et la taille de
I’épithélium prostatique

Les effets des graines fraiches et cuites de C. sativus sur 1’index prostatique, le volume, le
taux de protéines totales prostatiques et la taille de I’épithélium prostatique sont regroupés dans le
tableau ci-dessous. L'administration de testostérone pendant 28 jours a induit une augmentation
significative de la masse relative de la prostate (p < 0,001), duvolume de la prostate (p < 0,001),
dutaux de protéines totales dans la prostate (p < 0,01) et de la taille de I'épithélium prostatique en
comparaison aux rats normaux (Tableau XV1). Les graines de C. sativus fraiches (CS-f) ont diminué
de maniére significative ces parametres (p <0,05; p <0,01; p <0,001) comparé au groupe témoin
négatif, surtout aux doses de 250 et 500 mg/kg PC. Cet effet a été observé avec les graines de C.
sativus cuites (CS-c) surtouta la dosede 1000 mg/kg (p < 0,05 ; p<0,01). Le finastéride administrée
a 5 mg/kg a réduit de maniére significative (p < 0,001) le poids relatif de la prostate induit par la
testostérone, le volume de la prostate, le taux de protéines totales dans la prostate et la taille de
I'épithélium prostatique comparé aux rats atteints d'HBP.

Tableau XVI: Effet de la cuisson sur les paramétres prostatiques chez les rats souffrants d’HBP

Groupes Masse relative Pl Volume de la  Taux de protéines Taille de
(mg/kg PC) (%)  prostate (mm?3) (mg/mL.) I’épithélium (um)

NOR 1690,8 + 54,4 454,8 + 87,9 95,4 +2,2 6,9+0,4
HBP 3690,8 + 127,0### 925,2 + 56,5/ 108,7 + 4,4+## 10,6 + 0,4###
FINAS 2298,2 £ 177,7*** 100 423 £48,1%** 86,6 £ 2,3*** 7,9 £0,4***
CS-f 125 2929,0 £314,8 54,71 451,9+£94,7%** 113,1+39 9,4+0,1
CS-f 250 2991,6 £218,3 50,21 512,7 £72,2** 109,1+4,4 8,6 +0,1**
CS-f 500 2659,6 £178,9** 74,05 387,9+54,3*** 98,2 £0,4* 9,1+0,1*
CS-f 1000 3188,1 +169,8 36,10 456,2 £46,7%** 87,9 +12%** 9,9+0,2
CS-c 125 3249,3 £345,1 31,70 662,8+74,1 94,1 +2,8*** 9,9+0,6
CS-c 250 3004,6 £110,9 49,28 536,2 +35,2** 91,7 £2,1** 9,1+0,2*
CS-c 500 3040,3 £163,4 46,71  681,1 £60,7 90,5+2,1*** 9,7+0,2
CS-c 1000 2832,8 +269,8* 61,61 564 +67,1** 94,1 £1 9** 9,9+0,3

NOR = rats normaux ayant recu de l'eau distillée ; HBP = rats traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et ayant
recu de l'eau distillée pendant28 jours; FINAS = ratsco-traités a 'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et au finastéride
(5 mg/kg) ; CS-f = rats co-traités & I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et aux graines de C. sativus fraiches, CS-c =
ratsco-traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et des graines de C. sativus cuites. Les valeursreprésentent

la moyenne des valeurs £ ESM, n=6. ##p < 0,01 ; ###p < 0,001 : différence significative parrapport aux animaux
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normaux,*p < 0,05 ; **p < 0,01 : différence significative par rapportaux animaux du groupe HBP. Pl = Pourcentage
d’inhibition.

L'extrait frais de graines de C. sativus a présenté des effets plus puissants que l'extrait cuit,
avec deseffetsoptimaux a la dose de 500 mg/kg marques par une inhibition de maniere significative
l'augmentation de la masse relative de la prostate induite par la testostérone (de 3690,8 + 127,0
mg/kg dans I'HBP contre 2659,6 + 178,9 mg/kg), du volume de la prostate (de 925,2 + 56,5 mm?3
dans I'HBP contre 387,9 + 54,3 mm?3), du taux de protéines totales dans la prostate (de 108,7 + 4,4
mg/mL dans 'HBP contre 98,2 + 0,4 mg/mL) et de la hauteur de I'épithélium prostatique (de 10,6
+ 0,4 um contre a 9,1 £ 0,1 um) par rapport aux rats atteints d'HBP.

111.1.3.2- Effet sur le statut oxydatif

Les effets d’un traitement de 28 jours avec les graines de C. sativus frais et cuites sur le taux
de malondialdéhyde (MDA), le taux de glutathion réduit (GSH) et l’activit¢ de la catalase
prostatique sont consignés dans le tableau XV11. La testostérone administrée chez les animaux du
groupe témoin négatif a entrainé une augmentation significative du taux de MDA (p <0,001) et une
diminution non significative du taux de glutathion réduit et de I’activité de la catalase comparé au
témoin normal. Tout comme la finastéride, C. sativus frais a protégé contre le stress oxydatif induit
par la testostérone par une diminution significative du taux de MDA (p < 0,01) surtout a la dose de
250 mg/kg et une augmentation significative de I’activité de la catalase (p < 0,05) & la dose de 500
mg/kg ainsi que du taux de glutathion réduit aux doses de 250 (p < 0,05) et 500 mg/kg PC (p <
0,001). C. sativus cuit a également protégé contre les effetsoxydatifs subséquents a I’administration
de la testostérone par une diminution significative de la concentration en MDA (p < 0,05) a la dose
de 1000 mg/kg et une augmentation significative du taux de GSH (p < 0,05) a cette méme dose.

Le meilleur effet antiprolifératif sur la prostate a été obtenu avec les graines de C. sativus
fraiches qui ontréduit la concentration en MDA (de 654,5 + 11,6 umol/g d’organe chez les animaux
du groupe HBP a505,1 + 26,6 umol/g d'organe a la dose de 250 mg/kg chez les animaux traités avec
les graines fraiches de C. sativus) et augmenté le taux de GSH (de 186,1 + 11,1 umol/g d'organe
chez les animaux du groupe HBP a 327,2 + 8,3 pumol/g d'organe a la dose de 500 mg/kg) ainsi que
lactivité de la catalase (de 97,0 = 7,0 mmol/min/g d'organe chez les animaux du groupe HBP a
140,6 £4,5 a la dose de 500 mg/kg chez les animaux traités avec les graines fraiches de C. sativus).
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Tableau XVII: Effet de la cuisson des graines de C. sativus du statut oxydatif dans la prostate des
rats BPH

Groupes Concentration en Glutathion réduit Activité de la catalase
MDA (pmol/g prostatique pmol/g (mmol/min/g
d'organe) d'organe d'organe)

NOR 506,6 + 24,2 235,2 £ 27,7 118,2 +6,2

HBP 654,5 + 11,6### 186,1 +11,1 97,0+£7,0

FINAS 553,6 + 11,4* 354,0 £47,0%** 1515 + 8,2**

CS-f 125 593,7 7,7 187,0 £9,7 104,2 £13,2

CS-f 250 505,1 £ 26,6*** 293,6 +15,1* 120,2 £8,0

CS-f 500 580,1 + 26,8 327,2 £8,3*** 140,6 +4,5*

CS-f 1000 579,3+45.8 271,359 123,4+1,6

CS-c 125 608,1 + 13,9 196,5 + 29,2 121,2 +7,9

CS-c 250 591,9+15,3 249,4 £259 103,591 + 14,8

CS-c 500 606,8 + 24,0 2354 +134 109,0 £8,1

CS-c 1000 533,8 + 20,0* 289,2 +18,9* 95,294 £19,0

NOR = rats normaux ayant re¢u de l'eau distillée ; HBP = rats traités a 'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et ayant
regu de l'eau distillée pendant 28 jours ; FINAS = rats co-traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et au finastéride
(5 mg/kg) ; CSt-f = rats co-traités a 1'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et aux graines de C. sativus fraiches, CSt-c =
rats co-traités avec de 1'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et des graines de C. sativus cuites. Les valeurs représentent
la moyenne des valeurs = ESM, n=6. ###p < 0,001 : différence significative par rapport aux animaux normaux, *p <

0,05 ; **p <0,01 ; **p <0,001: différence significative par rapport aux animaux du groupe HBP.

II1.1.4- Effet de la fréquence de consommation des graines de C. sativus sur les parameétres
prostatiques chez les rats

La figure 19 montre que I’administration de la testostérone a induit une augmentation
significative de la masse relative (p <0,001), duvolume (p <0,001) et dela taille de I’épithélium
(p < 0,01) de la prostate en comparaison aux animaux normaux. Les graines de C. sativus
administrées quotidiennement (CS-7/7) ont prévenu I’hyperplasie prostatique par une réduction
significative de la masse relative (p < 0,05), du volume (p < 0,001) et de la taille de I’épithélium
prostatique (p < 0,05) en comparaison aux animaux du groupe témoin négatif. Par contre,
I’administration de 3 jours sur 7 de C. sativus (CS-37)n’a réduit de fagon significative que le volume
prostatique (p < 0,001). Tout comme la finastéride, I’administration quotidienne de C. sativus est

plus efficace que la prise intermittente.
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Figure 19: Représentation schématique des effets de C. sativus sur la masse relative (A), le volume
(B) et la taille de I'épithélium prostatique (C).

NOR = rats normaux ayant recu de l'eau distillée ; HBP = rats traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et ayant
recu de l'eau distillée pendant28jours; FINAS = ratsco-traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et au finastéride
(5 mg/kg) ; CS-3/7 = rats co-traités & I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et aux graines de C. sativus crues trois fois
parsemaine, CS-7/7 = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et des graines de C. sativus crues tous
les jours. . Les valeurs représentent la moyenne des valeurs £ ESM, n=6. ##p < 0,01; ###p < 0,001: différence
significative parrapport aux animauxnormaux, *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001: différence significative parrapporn

au groupe témoin négatif.

I11.1.5- Effet de ’huile et du tourteau des graines de C. sativus sur les parameétres prostatiques
des rats présentant une HBP
I11.1.5.1- Effet sur la croissance cellulaire

La figure 20 montre que le tourteau de graines C. sativus a toutes les doses testées n'a pas
réussi a inhiber la croissance des cellules cancéreuses de la prostate in vitro. L'huile de ces graines
a conserve la quasi-totalité des effets du totum sur les cellules cancéreuses de la prostate,

matérialisés par une inhibition dépendante du temps de la croissance des cellules non androgéno-
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sensibles (DU145 et PC3) et androgéno-sensibles (LNCaP), avec I’effet le plus marquant observé

sur les cellules LNCaP plus particulierement a la concentration de 100 pg/mL.
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Figure 20: Effets de l'huile et du tourteau des graines de C. sativus sur la croissance des cellules

cancéreuses non sensibles (DU 145 et PC3)et sensibles (LNCaP) aux androgenes. CS-h= huile de C.

sativus ; CS-t= tourteau de C. sativus.

111.1.5.2- Effet de I’huile de C. sativus sur les parameétres prostatiques chez des rats présentant
une HBP

La figue 21 montre que I’administration de la testostérone a induit une augmentation
significative (p <0,001) du poids relatif de la prostate, du volume de la prostate et du taux sanguin
de la PSA chez les rats malades comparés aux rats normaux. La finastéride a diminué
significativement (p < 0,001 ; p < 0,01) ces paramétres sauf la PSA comparés au groupe témoin
négatif (HBP). L'huile de graines de C. sativus a induit une diminution significative de la masse

relative de la prostate (p < 0,05; p <0,01; p<0,001), du volume de la prostate (p < 0,05) et du
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taux sérique de PSA (p < 0,05) a toutes les doses testées avec un effet optimal a la dose de 170
mg/kg. Le tourteau n’a pu réduire significativement (p < 0,05) la masse relative de la prostate qu’a
la dose de 320 mg/kg. Les effets observés sur tous les paramétres de la prostate aprés un traitement
de 28 jours sont similaires a ceux observés avec les graines entiéres de C. sativus a la 500 mg/kg.
Compte tenu de I’ensemble de ces résultats, les autres parametres évalués étaient centrés sur

I’huile des graines de C. sativus.
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Figure 21: Représentation schématique de I’effet de I'huile des graines de C. sativus sur la masse
relative (A), le volume (B) et la taille de I'épithélium (C) de la prostate chez les rats souffrants
d’HBP.

NOR = rats normaux ayant regu de l'eau distillée ; HBP = rats traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et ayant
recu de l'eau distillée pendant28 jours; FINAS = ratsco-traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et au finastéride
(5 mg/kg) ; CS-h = rats co-traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et a I’huile des graines de C. sativus, CS-t =
rats co-traités a 'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et au tourteau des graines de C. sativus, CS = rats co-traités avec
de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et et au totum de C. sativus aux doses de 500 et 1000 mg/kg. . Les valeurs
représentent la moyenne des valeurs + ESM, n=6. ##p < 0,01 ###p < 0,001 : différence significative par rapport aux

normaux, *p <0,05 ; **p < 0,01 ; **p <0,001: différence significative par rapport au groupe HBP.

Les effets de I’huile des graines de C. sativus sur la morphologie de la prostate fraiche apres
28 jours consécutifs de traitement sont représentés sur la figure 22. 11 ressort de cette figure que la

prostate des rats HBP est plus volumineuse que celle des animaux normaux. Les photographies
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représentatives des prostates des groupes traités montrent une réduction significative du volume de

la prostate tant pour ceux qui recevaient le finastéride que I’huile des graines de C. sativus.
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Figure 22: Effets de I'huile et du tourteau des graines de C. sativus surla morphologie de la prostate

apres 28 jours de traitement chez les rats.

111.1.5.3- Effet de ’huile sur le taux sérique de certaines cytokines pro-inflammatoires

Le tableau XVIII montre les effets de I'huile de C. sativus sur certaines cytokines pro-
inflammatoires. Latestostérone a entrainé une augmentation significative (p < 0,01 ; p<0,001) des
taux de TNF-o, IL-1P et IL-6 par rapport aux rats normaux. Tout comme la finastéride, I'huile de
graines de C. sativus ainsi que l'extrait de graines entiéres ont réduit de maniére significative les
taux seriques de TNF-a (p < 0,05), IL-1PB (p < 0,01) et IL-6 (p < 0,05) principalement aux doses de
170 mg/kg pour I’huile et 500 mg/kg PC pour I’extrait des graines entiéres comparés aux rats HBP.

Tableau XVIII: Effet d’un traitement de 28 jours avec I’huile de C. sativus sur le taux sérique de

certaines cytokines pro-inflammatoires chez les rats HBP.

Concentration dans le serum (pg/ml)

Groupes TNFa IL1B IL-6
NOR 142,4 +9,6 727,9 £50,7 48+0,2
HBP 221,6 £ 6,4## 870,9 +£10,3## 5,8 £ 0,14###
FINAS 1424 + 6,4** 677,5 +4,8*** 51+0,1
CS-h 425 248,1 +16,1 8325+254 6,2+0,2
CS-h 85 179,2 + 20,1 749,2 + 26,8* 55%0,.1
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CS-h 170 175,7 £8,7* 753,6 +7,4** 51+0,1*
CS 500 148,1 £5,2** 696,5 + 10,3*** 5,1+01

NOR = rats normaux ayant recu de l'eau distillée ; HBP = rats traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et ayant
recu de l'eau distillée pendant28 jours; FINAS = ratsco-traités a 'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et au finastéride
(5 mg/kg) ; CS-h = ratsco-traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et a ’huile des graines de C. sativusaux doses
de 42,5,85 et 170 mg/kg, CS = rats co-traités avec de I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et aux graines C. sativus
entiéres a la dose de 500 mg/kg. Les valeurs représentent la moyenne des valeurs + ESM, n=6. ##p < 0,01: différence
significative par rapport aux normaux, *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; **p < 0,001: différence significative par rapport au

groupe HBP.

111.1.5.4- Effet de I’huile sur la prolifération de I’épithélium prostatique

Les coupes transversales de la prostate colorées a I’hématoxiline-eosine (H&E) ont montré
que l'huile de graines de C. sativus tout comme la finastéride a réduit la taille de I'épithélium
prostatique a une simple couche de cellules comme chez les rats normaux (Figure 23). La mesure
de la taille de I'épithélium prostatiqgue a montré que la testostérone a induit une augmentation
significative (p < 0,001) de la taille de I'épithélium prostatique (Figure 23’). La finastéride (p <
0,001), I'huile a toutes les doses testées (p < 0,01 a 42,5 mg/kg et p < 0,001 a 85 et 170 mg/kg BW)
et I'extrait des graines entieres (p < 0,001) ont diminué de maniére significative la taille de

I'épithelium prostatique comparés au rat HBP.

NOR . HBP

FINAS ' CS-h 42,5
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CS-h 85 CS-h 170
CS 500

Figure 23: Microphotographies des coupes colorées a 'H&E et filmés au grossissement 100 de la
prostate.

Légende : Ep = épithélium ; Iv =Involution; Tc = tissus connecteurs; Lg = lumiére glandulaire.
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Figure 23’: Représentation schématique de ’effet de I'huile des graines de C. sativus sur la taille
de I'épithélium prostatique.

NOR = rats normaux ayant recu de l'eau distillée ; HBP = rats traités & I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et ayant
recu de l'eau distillée pendant28jours; FINAS = ratsco-traités a I'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et au finastéride
(5 mg/kg) ; CS-h = ratsco-traités a 'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et a ’huile des graines de C. sativusaux doses
de42,5,85et170 mg/kg, CS = rats co-traitésavec de 'énanthate de testostérone (3 mg/kg) et a ’extrait total des graines
C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Les valeurs représentent la moyenne des valeurs £+ ESM, n=6. ###p < 0,001 :
différence significative parrapport aux normaux. **p < 0,01 ; ***p < 0,001: différence significative par rapport au

groupe HBP.
I11.2- Effet de I’huile des graines de C. sativus sur le cancer de la prostate induit chez le rat

I11.2.1- Effet de ’huile des graines de C. sativus sur I’évolution pondérale

La Figure 24 montre I'évolution de la masse corporelle desanimaux durant les 28 semaines
d’expérimentation. A la 9¢™e semaine de traitement, on observe une faible croissance (p < 0,01)
chez les animaux traités a I’huile de C. sativus a toutes les doses testées comparés aux animaux du
groupe témoin négatif. A la 13M semaine, seuls les animaux traités avec I’huile a la dose de 170
mg/kg ont présenté une faible croissance corporelle. Entre la 13¢M¢ et & la 21°™¢ semaine, on note
une baisse significative (p < 0,01) de la croissance chez les animaux du groupe témoin négatif
comparé aux animaux du groupe témoin normal. A partir de la 21¢M¢ semaine de traitement, aucune

différence significative n’a été observé jusqu’a la fin du traitement.
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Figure 24: Evolution pondérale des animaux suivis pendant sept mois de traitement suite a

I’induction du cancer de la prostate.

NOR = rats normaux ayantrecu de 'huile de mais; B(a)P = rats servantde témoin négatif et ayantrecu de I’huile de
maispendant 7 mois; CASO = rats servant de témoin positif et traité au casodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = rats
servantde groupes tests et traités et a I’huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = rats
servantde témoin pharmacologique et traités aux graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés
ceux du groupe normal ont été exposés & 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de benzopyréne et 10
mg/kg/semaine de testostérone pour I'induction du cancer de la prostate. Les valeurs représentent la moyenne des
masses corporelles £+ ESM, n = 8. #p < 0,05 ; ##p < 0,01 : différence significative parrapportau témoin normal, *p <

0,05 ; **p < 0,01 : différence significative par rapport au témoin négatif.

I11.2.2- Effet de I’huile de C. sativus sur quelques parametres prostatiques chez les rats

cancéreux

111.2.2.1- Effet de ’huile de C. sativus sur P’incidence, la charge tumorale et le pourcentage
d’inhibition de la charge tumorale

Les effets de I'huile des graines de C. sativus sur I’incidence, la charge tumorale et le
pourcentage d’inhibition de la charge tumorale apres 28 semaines de traitement sont présentés sur
le tableau X1X. Les rats dugroupe témoin négatif ont présenté une incidence tumorale de 75 % avec
une charge tumorale de 36,61 + 4,72 g. Le traitement avec le casodex a réduit l'incidence des
tumeurs a 0% avec un pourcentage d’inhibition de la charge tumorale de 100 %. Les rats traités a
I’huile de C. sativus ainsi qu’a I’extrait des graines totales ont présenté une diminution dose-
dépendante de la charge tumorale allant de 23,56 + 3,32 g chez les animaux traités avec la dose de
42,5mg/kg 0,72 +0,10 g chez ceux traités avec la dose de 170 mg/kg (Tableau X1X).L’incidence

tumorale varie de 62,5 % chez les animaux traités avec ’huile a la dose de 42,5 mg/kg a 12,5 %
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chez ceux traités avec ce méme extrait a la dose de 170 mg/kg. De méme, le pourcentage

d’inhibition de la charge tumorale varie de 27,25 % chez les animaux traités avec I’huile la dose de

42,5 mg/kg a 88,79 % ceux traités avec I’huile a la dose de 170 mg/kg.

Tableau XIX : Effet de I'huile des graines de C. sativus sur I’incidence tumorale, la charge tumorale

et le pourcentage d’inhibition de la charge tumorale

Paramétres Nombre de rats Incidence Charge Inhibition liée a la
avec tumeur tumorale (%) tumorale (g) charge tumorale (%)

NOR 0 0 - -

B(a)P 6/8 75 36,6 +4,7 -

CASO 0/8 0 - 100
CSt-h 42,5 5/8 62,5 23,6 £3,3 27,3
CSt-h 85 3/8 37,5 3,3+0,7 49 .4
CSt-h 170 1/8 12,5 0,9+0,0 88,8
CS 500 3/8 37,5 0,7+0,1 83,9

NOR = rats normaux ayantregu de I’huile de mais; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayantregude I’huile de
maispendant 7 mois; CASO = rats servantde témoin positif et traité au casodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = rats
servant de groupes tests et traités et  'huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = rats
servantde témoin pharmacologique et traités aux graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés
ceux du groupe normal ont été exposés & 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de benzopyréne et 10
mg/kg/semaine de testostérone pour’induction du cancerde la prostate. Les valeurs de la charge tumorale représentent

les moyennes + ESM, n = 8.

111.2.2.2- Effet de C. sativus sur la morphologie de la prostate fraiche
La figure 25 présente la morphologie de la prostate fraiche aprés sept mois de traitement.
Les solutions de gavage ont réduit considérablement la taille de la prostate avec une effet optimal

chez les animaux traités au casodex suivi de ceux recevant I’extrait des graines totales et de I’huile

a la dose de 170 mg/kg.
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Figure 25: Effets de I'huile des graines de C. sativus sur la morphologie de la prostate aprés 7 mois

de traitement. NOR = rats normaux ayant regu de ’huile de mais ; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayant
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recu de I'huile de maispendant7 mois ; CASO = rats servantde témoin positif et traité aucasodex a la dose de 12,5
mg/kg ; CS-h = ratsservant de groupes tests et traités et a I’huile des graines de C. sativus aux dosesde 42,5, 85 et 170
mg/kg, CS =rats servantde témoin pharmacologique et traités aux graines de C. sativusa la dose de 500 mg/kg. Tous
les rats exceptés ceux du groupe normal ont été exposés & 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de

benzopyréne et 10 mg/kg/semaine de testostérone pour Iinduction du cancer de la prostate.

111.2.2.3- Effet de I’huile de C. sativus sur la masse, le volume de la prostate ventrale et le taux
de protéines totales dans la prostate

Les résultats de I'effet des graines de C. sativus sur le cancer de la prostate sont resumés sur
la figure 26. L’administration du benzo(a)pyréne a entrainé une augmentation significative de la
masse relative de la prostate (p < 0,01), du volume de la prostate (p < 0,05), du taux de proteines
totales prostatiques (p < 0,01) et dutaux de PSA comparé au témoin normal. Le casodex a réduit
significativement (p < 0,01) ces parametres. L'huile de graines de C. sativus a induit une diminution
significative et dose-dépendante de la masse relative de la prostate (p < 0,05; p <0,01), du volume
de la prostate (p < 0,05), du taux de protéines totales (p < 0,05 ; p < 0,01) et du taux de PSA (p <
0,05) surtout aux doses de 85 et 170 mg/kg pour I’huile et 500 mg/kg pour les graines totales

comparés au groupe non traité (B(a)P).
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Figure 26: Représentation graphique des effets de l'huile des graines de C. sativus sur la masse
relative (A), le volume (B) et le taux de protéines totales (C). NOR = ratsnormaux ayantregu de I’huile de
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mais; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayantrecu de ’huile de maispendant7 mois ; CASO = rats servant de
témoin positif et traité au casodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = rats servant de groupes tests et traités et a ’huile
des graines de C. sativus aux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = rats servantde témoin pharmacologique et traités
auxgraines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés ceux du groupe normalont été exposés a 50
mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de benzopyréne et 10 mg/kg/semaine de testostérone pour ’induction du
cancer de la prostate. Les valeurs de la charge tumorale représentent les moyennes+ ESM, n = 8. #p < 0,05 ; ##p <
0,01; différence significative parrapportautémoinnormal,*p<0,05 ; **p < 0,01 : différence significative parrapport

au témoin négatif.

111.2.2.4- Effet de I’huile des graines de C. sativus sur quelques parameétres du stress oxydatif

Le tableau XX montre les effets des graines de C. sativus sur quelques marqueurs du stress
oxydatif du tissu prostatique des animaux expérimentaux. Il ressort que I’administration du B(a)P
a induit une diminution significative des taux de SOD (p <0,01), de GSH (p <0,001) et de l'activité
de la catalase (p < 0,001) par rapport aux rats du groupe témoin normal. En revanche, I'huile des
graines de C. sativus a la dose de 170 mg/kg a prévenu le stress oxydatif induit par le carcinogéne
par une augmentation significative (p < 0,05) du taux de GSH. De méme, seul I’extrait des graines
totales tout comme le traitement de référence a diminué significativement ’activité dela catalase
(p <0,01) en comparaison au témoin négatif.

D’autre part, 1’administration du carcinogéne (B(a)P) a induit une augmentation
significative des concentrations des nitrites (p < 0,01) et du MDA (p < 0,001) comparés au groupe
decontrole normal. Le traitement avec I’huile a toutes les doses testées et ’extrait des graines totales
de C. sativus ainsi qu’avec le casodex (groupe positif) ont protége contre la peroxydation lipidique

par une diminution significative (p <0,05; p< 0,01 ; p <0,01) de ces paramétres.

Tableau XX: Effets de I’huile des graines de C. sativus sur quelques marqueurs du stress oxydatif

dans la prostate

Groupes Nitrite (umol/g MDA (umol/g Catalase (mM  SOD (SOD GSH (pmol/g
de protéine) de protéine) de H;0:/min/g unités/g de de protéine)
de protéine) protéine)
NOR 0,8 +0,2 10,0 £1,2 735,9 £94,6 4200,6 +701,5 78,3 £ 8.4
B(a)P 2,6 £ 0,5## 48,9 £ 3,3### 2753 +62,6### 1980,2+£3144## 35,1 £7,1###
CASO 0,8 £0,2%* 35,8 +£7,1* 597,9 £109,8% 2972,5 £549,2 51,5+5.9
CSt-h 42,5 0,6 £0,2%** 15,0 £ 1,1***  305,9 £54,8 2071,2 +£273,2 28,8 +5,9
CSt-h 85 1,2+0,4% 13,4 £1,5%** 420,8 £76,3 2220,1 £186,9 42,9 +£6,2
CSt-h 170 0,8 £0,6%* 21,3 £3,2%%*  405,7 £47,5 2434,4 + 4542 61,6 £7,9*
CS 500 0,8 £0,2%* 21,3 £2,7*%** 5563 +£63,0* 2786,5+526,7 51,1+5,5

NOR = rats normaux ayantre¢u de I’huile de mais; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayantregude I’huile de

maispendant 7 mois; CASO = rats servantde témoin positif et traité au casodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = rats
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servant de groupes tests et traités et a ’huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = rats
servantde témoin pharmacologique et traités aux graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés
ceux du groupe normal ont été exposés a 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de benzopyréne et 10
mg/kg/semaine de testostérone pour I’induction du cancer de la prostate. Les valeurs représentent la moyenne + ESM,
n= 8. ##p< 0,01 : ###p < 0,001 ; différencesignificative par rapportautémoinnormal, *p < 0,05; **p< 0,01 ; ***p

< 0,001: différence significative par rapport au témoin négatif.

111.2.2.5- Effet de I’huile des graines de C. sativus sur quelques marqueurs de 'inflammation
chez les rats cancéreux

Leseffetsdu B(a)P et de I’huile des graines de C. sativus sur certaines cytokines pro- et anti-
inflammatoires sont présentés dans le tableau XXI.L’exposition au B(a)P a induit une augmentation
significative (p < 0,001) destaux de Tumor Necrosing Factor alpha (TNF-a), d’interleukine 1-beta
(IL-1B) (p < 0,001) et d’interleukine 6 (IL-6) (p < 0,001) ainsi qu’une diminution significative du
taux d’interleukine 10 (IL-10) (p < 0,001) chez les animaux du groupe témoin négatif en
comparaison au groupe témoin normal. Le traitement avec I’huile aux doses de 85 et 170 mg/kg (p
< 0,01 et p <0,001) ainsi que I’extrait des graines totales de C. sativus (p < 0,01 et p < 0,001) ont
induit une réduction significative des concentrations de I'lL-6, de I'IL-1B et du TNF-a et une
augmentation significative (p < 0,05) de la concentration de I'IL-10 en comparaison au groupe
témoin négatif. L’administration du casodex a réduit significativement (p < 0,001) les
concentrations de I'IL-6, de I'IL-1 et du TNF-a et augmenté significativement (p < 0,001) celle de
I'TL-10.

Tableau XXI: Effet de I’huile des graines de C. sativus sur quelques marqueurs de I’'inflammation

Groupes IL-1P (pg/ml) TNFa (pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-10 (pg/ml)
NOR 683,3 £24,5 158,8+5,0 6,28 £0,11 104,1 £2,1
B(a)P 995,3 + 31,2### 217,2 + 6,7### 7,24 £0,10### 91,6 £ 1,9###
CASO 754,4 £ 18,19***  160,3 £ 6,4*** 6,17 £0,15%** 108,5 £ 1,4%**
CSt-h 42,5 937,4 +20,27 220,0 +7,4 7,28 £0,22 87,3+1,8
CSt-h 85 876,6 £30,0 ** 180,6 £ 9,4** 6,64 £ 0,11** 101,3 £2,9%
CSt-h 170 871,9 £ 14,1** 155,5 £3,6%%** 6,17 £ 0,08*** 107,8 £ 1,4%**
CS 500 671,9 £28,7*** 156,88 £ 7,6%** 6,24 £0,09*** 103,8 £2,9**

NOR = rats normaux ayantre¢u de I’huile de mais; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayantregu de I’huile de
maispendant 7 mois; CASO = rats servantde témoin positif et traité au casodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = rats
servant de groupes tests et traités et a ’huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = rats
servantde témoin pharmacologique et traités aux graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés
ceux du groupe normal ont été exposés a 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de benzopyréne et 10
mg/kg/semaine de testostérone pour I’induction du cancer de la prostate. Les valeurs représentent la moyenne = ESM,
n = 8. ###p < 0,001 ; différence significative par rapport au témoin normal, *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001:

différence significative par rapport au témoin négatif.
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111.2.2.6- Effet de ’huile C. sativus sur I’histologie de la prostate
Les microphotographies des coupes de la prostate grossis 40 fois ont révélé un
adénocarcinome de Gleasson 8 (4+4) avec une gaine péri-nerveuse caractérisée par une architecture
cellulaire altérée, une hypertrophie cellulaire et une dysplasie dans le groupe témoin négatif (Figure
27). Les coupes de prostate des groupes contrdles normal et positif ont montré des acini avec une
architecture prostatique normale. L'administration d'huile de graines de C. sativus a la faible dose
(CS-h 42,5) a montré une hyperplasie glandulaire floride associée a un adénocarcinome papillaire
de bas grade. La dose de 85 mg/kg a protégé contre le cancer induit par le benzopyréne par une
présentation d’hyperplasie glandulaire proliférative papillaire des cellules stromales et la dose la
plus élevée (CS-h 170) a montré une hyperplasie glandulaire floride avec différentes tailles de
cellules et des capsules épaissies. Le groupe traité avec I'extrait desgraines totales de C. sativus (CS

500) a également montré une hyperplasie glandulaire proliférative.
NOR , __NEG “ CASO

CS 500

Figure 27: Microphotographies des coupes histologiques colorées a 'H&E et filmées au

grossissement 100 des prostates des rats soumis a un traitement de 28 semaines.
Légende: Ep = épithélium ; Iv = Involution ; Tc = tissus connecteurs ; Lg = lumiére glandulaire; Vs = Vaisseaux

sanguins.

103



I11.2.3- Effet de I’huile de C. sativus sur la masse relative de quelques organes chez les rats

Le tableau XXII montre les effets de C. sativus sur la masse relative de plusieurs organes. Il
ressort que I’exposition au B(a)P a entrainé une augmentation significative (p < 0,05) de la masse
relative de la rate. Par contre, ’huile extraite des graines de C. sativus a la dose de 170 mg/kg a
réduit significativement (p <0,05) ce parameétre. Le traitement au casodex a reduit significativement
la masse des vésicules séminales (p < 0,001), de I’épididyme (p < 0,05) et du pénis (p < 0,05)
comparés au groupe témoin normal et négatif. L huile extraite des graines de C. sativus a la dose
de 170 mg/kg (p < 0,01) ainsi que I’extrait des graines totales ont entrainé une augmentation
significative (p < 0,05) de la masse des testicules en comparaison aux animaux du groupe témoin

négatif.
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Tableau XXII: Effets de I’huile des graines de C. sativus sur la masse relative de quelques organes chez les cancéreux

Organes NOR NEG CASO CSt-h 42,5 CSt-h 85 CSt-h 170 CS 500
Vésicules Séminales 5,11 £0,15 5,28 +£0,22 1,41 +0,08*** 5727 +0,39 4,92 +£0,42 5,48 +£0,37 5,99 £ 0,39
Epididyme 3,08 +0,16 3,07+ 0,20 2,10+£0,13*  3,15+0,32 3,17+0,31 3,29 +0,16 3,44 £0,25
Testicules 8,98 £ 0,34 8,25 +0,20 8,65 +0,29 8,38 £ 0,31 8,59 +0,20 9,75 £ 0,27** 9,52 +£0,14*%
Pénis 0,81 +0,03 0,87 £0,03 0,69 +0,04* 0,83 £0,06 0,88 £0,04 0,91 £0,03 0,92 £ 0,04
Surrénales 0,17 £0,02 0,14 +0,01 0,17 £0,02 0,21 £0,01 0,14 +£0,01 0,17 £0,02 0,18 +£0,02
Foie 2,64 £0,58 2,82 £1,06 2,68 £0,93 2,56 £0,90 2,79 £1,72 2,59 £0,87 2,67 +1,26
Reins 4,66 +0,11 5,47 £0,39 4,52 +£0,15 5,36 £0,25 5,23 +£024 490+0,11 5,39 £0,21
Rate 3,31 £0,21 438+0,29# 3,51+0,18 4,26 £0,27 3,60 £ 0,34 3,20+ 0,10* 4,01 £0,39
Poumons 5,14 +£0,27 6,37 £0,36 6,29 £0,56 5,98 £0,44 6,80 + 0,37 5,89 £0,28 5,68 £0,29
Coeeur 2,75 £0,05 3,03+0,18 2,70 £ 0,08 2,63 £0,19 2,71 £0,13 2,90+0,12 3,51 +0,42

NOR = ratsnormaux ayant regu de 'huile de mais; B(a)P = ratsservant de témoin négatif et ayantregu de ’huile de maispendant7 mois; CASO =rats servantde témoin positif et traité

aucasodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = ratsservant de groupes tests et traités et a ’huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = ratsservantde témoin

pharmacologique et traités aux graines de C. sativus & la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés ceux du groupe normal ont été exposés a 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5

mg/kg de benzopyréne et 10 mg/kg/semaine de testostérone pourl’induction du cancer de la prostate. Les valeurs représentent lamoyenne = ESM, n=8. #p < 0,05 ; différence significative

par rapport au témoin normal, *p <0,05 ; **p < 0,01 ; ***p <0,001: différence significative par rapport au témoin négatif.
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I11.2.4- Effet de I’huile des graines de C. sativus sur quelques marqueurs des fonctions

hépatique chez des rats

Les effets de ’administration du benzopyréne sur les concentrations de transaminases
(ASAT, ALAT), de créatinine et d'urée sont présentés dans le tableau XXIII. Il ressort que ce
carcinogéne a induit une augmentation significative (p < 0,001) des activités de ’ASAT et de
I’ALAT ainsi que des taux de créatinine dans le groupe témoin négatif comparés au groupe témoin
normal. Le traitement avec I'huile a toutes les doses testées des graines totales tout comme le
casodex a protégé contre les effets déléteres du B(a)P sur le foie par une réduction significative des
activités de ’ASAT (p <0,05; p<0,01;p<0,001) et de ’ALAT (p <0,05; p <0,01) comparés
aux rats du groupe témoin négatif (B(a)P. Aucune différence significative n’a été observée sur la
concentration en urée entre les différents groupes tout au long de 1’expérimentation.

Tableau XXIII: Effets de I’huile des graines de C. sativus sur les fonctions hépatiques (ASAT et

ALAT) et rénales (créatinine et urée)

Groupes ASAT (UN) ALAT (UN) Créa (mg/mL) Urée (mg/mL)
NOR 8,29 +£ 0,25 13,75+ 0,99 0,33 +0,00 0,25+ 0,00
B(a)P 11,96 £ 0,96 ## 22,15+ 0,49 ### 0,43 £ 0,01 ### 0,26 £+ 0,00
CASO 8,92 +0,53* 13,73 £0,52%%* 0,32+ 0,00 0,24 + 0,00
CS-h 42,5 7,03 £0,52 *** 16,47 = 1,99* 0,31+ 0,01 0,25+ 0,00
CS-h 85 8,27 + 0,84 ** 14,72 £ 1,25%* 0,31 +0,01 0,25+ 0,00
CS-h 170 8,98 +£0,99 * 14,93 £ 1,08%* 0,30 + 0,00 0,25+ 0,00
CS 500 8,50 + 0,79 * 16,69 + 1,55* 0,30 + 0,00 0,23 £ 0,00

NOR = rats normaux ayantre¢u de ’huile de mais; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayantregude I'huile de
maispendant 7 mois; CASO = rats servantde témoin positif et traité au casodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = rats
servant de groupes tests et traités et a 'huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = rats
servant de témoin pharmacologique et traités aux graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés
ceux du groupe normal ont été exposés & 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de benzopyréne et 10
mg/kg/semaine de testostérone pour I'induction du cancerde la prostate. Les valeurs représentent la moyenne £ ESM,
n=8.##p<0,01;##p<0,001: différencesignificative parrapportautémoinnormal.*p <0,05; **p <0,01 ; ***p<

0,001: différence significative par rapport au témoin négatif.

I11.2.5- Effet de I’huile des graines de C. sativus sur le profil lipidique chez des rats cancéreux

Le tableau XXIV présente les effets de I’huile des graines de C. sativus sur quelques
marqueurs lipidiques. 1l ressort de ce tableau que ’administration du benzopyréne a induit chez
animaux témoin négatif une augmentation significative des concentrations du cholestérol " Low
Density Lipoproteins " (LDL) (p < 0,01) et de I’index athérogéne (IA) (p < 0,05) comparés au
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groupe témoin normal. Le traitement de référence (casodex) a augmenté significativement la
concentration sérique en de cholestérol "High Density Lipoproteins " (HDL) (p < 0,01) et réduit
significativement celles de LDL (p < 0,05) et d’IA (p < 0,05) en comparaison au témoin normal.
De méme, I’huile de C. sativus a augmenté de facon significative la concentration de HDL (p <
0,01) et réduit significativement celle des LDL (p < 0,05) surtout a la dose de 85 mg/kg. L’extrait
total a réduit significativement (p < 0,01) la concentration des triglycérides comparé au témoin

négatif.

Tableau XXIV: Effets de I’huile des graines C. sativus sur la lipidémie chez des rats ayant cancer

de la prostate

Groupes CT (mg/dL) HDL-c (mg/dL) LDL-c (mg/dL) TG (mg/dL) IA (mg/dL)

NOR 2833+11,8 172,5+7,6 75,2 +16,0 121,1 £ 6,1 1,64 +0,08
B(a)P 306 £10,2 156,7+9,9 136,9 £ 16,6## 136,1 £5,0 1,95+ 0,2#
CASO 297,2 +12,1 213,0 £7,6%* 58,2 +4,9* 121,7+ 8,4 1,40 £0,03*
CS-h 42,5 289,2+14,1 191,2 £ 8,7 78,3 +£13,2* 118,1 +£8,0 1,51 £0,08
CS-h 85 301,6 +£7,8 200,4 +9,5%* 72,7 +9,8* 136,8 £7,6 1,50 £ 0,06
CS-h 170 286,7 + 13,1 179,4 £ 6,6 81,2 +13,7 128,4 +6,9 1,60 = 0,09

CS 500 271,8 £ 14,6 144,6 + 12,7 105,6 £ 14,9 99,7 + 8,9%** 1,88 +0,13

NOR = rats normaux ayantre¢u de I’huile de mais; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayantregu de I'huile de

maispendant 7 mois; CASO = rats servantde témoin positif et traité au casodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = rats
servant de groupes tests et traités et a 'huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = rats
servant de témoin pharmacologique et traités aux graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés
ceux du groupe normal ont été exposés & 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5 mg/kg de benzopyréne et 10
mg/kg/semaine de testostérone pour I'induction du cancerde la prostate. Les valeurs représentent la moyenne + ESM,
n=8. #p< 0,05; ##p < 0,01 : différence significative parrapportautémoinnormal.*p < 0,05; **p< 0,01 : différence

significative par rapport au témoin négatif.

I11.2.6- Effet de I’huile des graines de C. sativus sur quelques paramétres hématologiques

chez les rats cancéreux

Les résultats consignés dans le tableau XXV montrent les effets de I’huile et des graines de
C. sativus sur quelques parametres hématologiques apres 210 jours de traitement. Il ressort que
I’administration du benzo(@)pyréne a induit une diminution significative (p < 0,01) du nombre de
globules blancs comparé au contréle normal. Par ailleurs une augmentation significative du
pourcentage de monocytes (p < 0,05) et de granulocytes (p <0,001) a été observée. Tout comme le
casodex, I’huile des graines de C. sativus a la dose de 170 mg/kg a induit une augmentation
significative (p < 0,01) du pourcentage lymphocytaire comparé au témoin négatif. Par contre, une
diminution significative (p < 0,001) et a toutes les doses testées du pourcentage de granulocytes a

été observee en comparaison au groupe contréle negatif. Une augmentation significative (p < 0,01)
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du pourcentage d’hématocrite et de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine
(CCMH) a été observé respectivement avec 1’huile de C. sativus aux doses de 170 mg/kg et 42,5
mg/kg en comparaison au groupe témoin négatif. Malgré ces variations, ces valeurs restent dans la

marge des valeurs normales.
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Tableau XXV: Effets de I’huile des graines de C. sativus quelques paramétres hématologiques chez les rats cancéreux

VRM NOR B(a)P CASO CS-h 42,5 CS-h 85 CS-h 170 CS 500
Globules blancs (10°/uL)  3-18 11,66 £1,85  6,45+1,12 # 10,88+1,80 4,40+1,07 8,36+0,96 8,32+0,77 6,17+0,06
Lymphocytes (%) 53-54 75,29+191 63,67 £4,86 84,02 £0,22*%* 68,68 +£2,28 65,69 £3,51 72,46 +£2,16%* 63,80 £5,18
Monocytes (%) 0-6 8,16 £1,57 13,12 £0,96# 4,48 +0,88** 11,63 £1,46 8,62 +1,53 7,37 £0,99 12,96 + 1,81
Granulocytes (%) 5-53 23,35+£3,16 38,53 +2,74### 13,08 £1,06%** 18,81 £2,16*** 2556+2,19*** 938 £2,19*** 18,00+ 1,66%**
Globules rouges (10%/uL)  5-10 8,09 £0,28 7,35 +£0,30 8,62 £0,26 7,68 £0,30 7,39 £0,79 7,60 £0,27 8,51 £0,34
Hématocrite (%) 42-50 4491 +1,43 40,06 +£1,54 47,64 + 1,10 42,72 £1,98 41,19 £3,18 47,40 +£1,79* 44,63 +2,10
Hémoglobine (g/dL) 10-17 13,76 £0,27  13,5+0,33 13,96 £0,29 14,02 £ 0,46 12,16 £1,08 12,86 £0,18 13,98 £0,44
VCM (fL) 42-64 55,57+0,49 54,59 +0,73 55,32 +£0,76 55,57 £ 0,63 54,17 £ 0,59 54,94 £ 0,81 52,42 £0,65
HCM (pg) 15-21 17,26 £ 0,43 18,01 £0,46 15,82 £0,46* 18,52 £ 0,37 17,23 £ 0,73 15,02 £ 0,46 16,48 + 0,47
CCMH (g/dL) 28-37 30,06 £0,95 31,38 +0,86 29,32 £0,17 34,18 £0,28%* 29,25 £ 0,94 27,31 +0,93 31,43 £ 0,28

Plaquettes (103/uL)

200-1100 612,13+38,54 667,86 +48,61

715,2 £38,97

535,16 £52,84

556,8 £75,17

600,28 +45,27

487,5+61,32

NOR = ratsnormaux ayant regu de 'huile de mais; B(a)P = rats servant de témoin négatif et ayantregu de ’huile de maispendant7 mois; CASO =rats servantde témoin positif et traité
aucasodex a la dose de 12,5 mg/kg ; CS-h = ratsservant de groupes tests et traités et a ’huile des graines de C. sativusaux doses de 42,5, 85 et 170 mg/kg, CS = ratsservantde témoin
pharmacologique et traités aux graines de C. sativus & la dose de 500 mg/kg. Tous les rats exceptés ceux du groupe normal ont été exposés & 50 mg/kg d’acétate de cyprotérone, 12,5
mg/kg de benzopyréne et 10 mg/kg/semaine de testostérone pour ’induction du cancer de la prostate. Les valeurs représentent la moyenne + ESM, n = 8. #p < 0,05 ; ###p < 0,001 :
différence significative parrapportautémoin normal. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001 : différence significative parrapportautémoinnégatif. HCM : Hémoglobine corpusculaire

moyenne, CCMH : Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine, VCM : Volume corpusculaire moyen, VRM : Valeurs de références chez les méles.
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I11.3- Evaluation des modes d’action de I’huile des graines de C. sativus

111.3.1- Effet anti-androgénique
Le figures 28 illustre les effets anti-androgéniques de I’huile des graines de C. sativus sur

les masses relatives de la prostate (Figure 28 A), des vésicules séminales (Figure 28 B), du gland
(Figure 30 C) et de la glande de tyson (Figure 28 D). Il ressort que la castration a entrainé une
réduction significative (p <0,05) de la masse relative de la prostate ventrale, des vésicules séminales
et du gland comparé au groupe non castré (SHAM) apres 17 jours. La testostérone administree aux
animaux castrés a la dose de 0,4 mg/kg pendant 10 jours a entrainé une augmentation significative
(p <0,001) dela masse relative de ces paramétres ainsi que celle dela glande de tyson. Tout comme
le flutamide (3 mg/kg), ’huile extraite des graines de C. sativus a réduit significativement la masse
relative de la prostate (p < 0,05 ; p <0,01), des vésicules seminales (p < 0,01), dugland (p < 0,05)
et de la glande de tyson (p < 0,001) comparé au groupe ayant recu uniquement la testostérone.
L’extrait des graines totales n’a réussi a réduire de facon significative que la masse des vesicules

séminales (p < 0,01) et du gland de tyson (p < 0,001).
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Figure 28: Représentation graphique des effets de I'huile des graines de C. safivus sur les masses

relatives de la prostate (A), des vésicules séminales (B), du gland (C) et du gland de tyson (D).

SHAM = rats ayant subiune chirurgie blanche et recevant de I’huile de mais; CAST = rats castrés et ayant re¢u de

I'huile de mais pendant 10 jours; TESTO = rats castrés et ayant recus la testostérone a la dose de 0,4 mg/kg ; FLU=
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rats castrés et cotraités avec la testostérone a la dose de 0,4 mg/kg et le flutamide a la dose de 3 mg/kg ; CS-h = rats
castrés et cotraités avec la testostérone a la dose de 0,4 mg/kg et ’huile des graines de C. sativus aux doses de 85 et
170 mg/kg ; CS = rats castrés et cotraités avec la testostérone a la dosede 0,4 mg/kg et Pextrait des graines totalesde
C.sativusa la dose de 500 mg/kg. Les valeursreprésentent la moyenne desmasses corporelles £ ESM, n=5. pp <0,05:

différence significative parrapportautémoin normal, ###p < 0,001 : différence significative parrapportau castré, *p

<0,05;**p <0,01;***p <0,001: différence significative par rapport au groupe castré et traité a la testostérone.

111.3.2- Effet oestrogénique
Les effets potentialisateurs des cestrogénes, de I’huile et de I’extrait des graines totales de C.

sativus sur les masses relatives des testicules, de la prostate, des vésicules séminales, de
I’épididyme, du canal déférent et du pénis sont représentés par le tableau XXVI. 11 ressort de ce
résultat que le fulvestrant a entrainé une réduction significative des masses relatives de la prostate
(p < 0,05) et des vésicules séminales (p < 0,01) comparé au témoin normal. Le letrozole (LETRO)
quant a lui a entrainé une réduction non significative de ces parametres comparé aux animaux du
groupe témoin normal aprés 28 jours de traitement. Le letrozole administré concomitamment avec
I’cestradiol valérate (E2V) a réduit significativement la masse de la prostate (p < 0,05) en
comparaison au témoin normal. L’huile extraite des graines de C. sativus ainsi que le totum ont
potentialisé les effets des cestrogenes par une réduction significative des masses relatives des
testicules (p < 0,05), de la prostate (p < 0,05 ; p < 0,01), du canal déférent (p <0,05; p <0,01), et
du pénis (p < 0,05) comparés au groupe LETRO.

Tableau XXVI: Effets potentialisateurs des cestrogénes de C. sativus sur les masses de quelques

organes androgéno-dépendants

NOR= rats traités a I’huile de mais; FASLO = rats traités avec le fulvestrant a la dose de 300 ng/150 g; Letro = rats
traités au letrozole a la dose de 0,5 mg/kg ; Letro+E2V= rats cotraités avec le letrozole a la dose de 0,5 mg/kg et

loestradiol valérate a la dose de 400 pg/kg ; LETRO+E2V+CS-h = rats cotraités avec le letrozole a la dose de 0,5

Groupes Testicules Prostate Veésicules Epididyme  Canal Pénis
séminales déférent

NOR 1450+0,55 0,85+0,15 3,33+0,45 386+0,14 0,67+0,04 1,11 £0,05
FASLO 1256 £0,93 0,32 +0,06# 156 £0,24## 3,28+0,20 0,61+0,04 0,96 +£0,08
LETRO 1436 £0,35 0,65+0,03 2,91+0,36 355+0,06 0,65+0,05 1,06 £0,03
LETRO + E2V 11,97 +0,73 0,33+0,05* 2,20+£0,49 351+0,14  0,62+0,07 1,03 £0,03
LETRO + E2V+ CS-h 425  9,21+1,61* 0,34+0,07 3,13+043 361+0,28 0,31+£0,06** 0,70+0,05
LETRO + E2V + CS-h 85 10,30 £1,25 0,37 +0,06 1,73+0,36 265+042  0,50+0,07 0,95+0,1*
LETRO + E2V + CS-h 170  9,75+1,02* 0,35+0,07* 0,85+0,07** 305+0,11 0,36+0,03** 0,76 £0,06*
LETRO + E2V + CS 500 8,73+227* 0,21+0,02** 2,24+0,57 3,20+0,18 0,40+0,09* 0,74 +£0,08*

mg/kg, 'oestradiol valérate a la dose de 400 pg/kg et 'huile des graines de C. sativus aux doses de 42,5, 85 et 170
mg/kg ; LETRO+E2V+ CS 500: rats cotraitésavec le letrozole a la dose de 0,5 mg/kg, oestradiol valérate a la dose

de 400 po/kg et ’extrait des graines totalesde C. sativusa la dose de 500 mg/kg. Les valeurs représentent la moyenne
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des masses corporelles + ESM, n=5. #p < 0,05; ##p < 0,01 : différence significative parrapportautémoin normal,*p

<0,05; **p < 0,01 : différence significative par rapport au témoin négatif (LETRO).

111.3.3- Activités antioxydantes in vitro des graines de C. sativus
Le tableau XXV1I présente les concentrations inhibitrices 50 (CI 50) del’huile et de I’extrait

des graines totales pour les radicaux DPPH* et ABTS* ainsi que la capacité antioxydante totale de
I’extrait des graines totales. 1l ressort que les C1 50 de I’huile et de I’extrait total des graines de C.
sativus pour le radical DPPH* sont respectivement de 25,06 + 0,65 mg/mL et 20,45 £ 0,23 mg/mL
alors que ces valeurs pour le radical ABTS* sont respectivement de 0,25 et 3,75 mgEq trolox/g
matieres seches. La capacité antioxydante de tous les antioxydants présents dans ’extrait des

graines totales est de 92,91 + 6,43 mg Eq AA/g de matiére séche.

Tableau XXVII: Capacité antioxydante de I’huile et du tofum des graines de C. sativus

DPPH (CI 50) (mg/mL) ABTS (mgEq  trolox/g Capacité anti-oxydante totale

matiéres seches) (mg Eq AA/g de matiere séche)
CS-h 25,06 + 0,65 0,25
CS 20,45 + 0,23 3,75 92,91 £ 6,43

I11.4- Elucidation de quelques mécanismes d’action par lesquels de I’huile des graines de C.
sativus exerce ses effets anticancéreux
111.4.1- Effet de I’huile de C. sativus sur la formation des colonies de cellules

La figure 29 A présente les effets de I'huile de graines de C. sativus sur la formation des
clones de cellules DU145. Il ressort que le docétacel (p < 0,001 a 1uM) tout comme cette huile a
inhibé la formation des clones des cellules DU145 (p < 0,01 a 50 ug/mL et p< 0,001 a 100 pg/mL)
en comparaison au contréle. Les photomicrographies illustrées dans la figure 29 B montrent la taille
moyenne des clones obtenus. On peut observer que I'huile desgraines de C. sativus tout comme le

docétaxel, a réduit le nombre ainsi que la taille des clones comparés a celle descellules non traitées.
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Figure 29 : Représentation graphique des effets de 1'huile des graines de C. sativus sur la formation des

clones (A) et la taille des clones (B).
Controle = cellules cancéreuses non traitées. Doce = cellules servant de controle positiftraitées avec docétaxela 1 uM
; CSt-h 50 et 100 = cellules servant de groupe tests traitées avec I'huile de graines de C. sativus aux concentrations de

50 et 100 pg/mL ; **p <0,01 ; ***p < 0,001 : différence significative par rapport aux cellules non traitées.

111.4.2- Effet de I’huile de C. sativus sur le mécanisme de mort cellulaire

La figure 32 montre que l'incubation pendant 24 heures des cellules DU 145 avec I'huile des
graines de C. sativus a diminué leur viabilité et a entrainé une légére augmentation de la population
de cellules apoptotiques comparé aux cellules controles, seulement a la concentration de 100
ug/mL. Ces effets observés sont inférieurs a ceux induits par le docétaxel.
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Figure 30: Représentation graphique des effets de I'huile des graines de C. sativus sur la mort des

cellules cancéreuses.
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Contrdle = cellules cancéreuses non traitées. Doce = cellules servant de contrdle positiftraitées avec docétaxela 1 uM
; CSt-h 50 et 100 = cellules servant de groupe tests traitées avec I'huile de graines de C. sativus aux doses de 50 et 100

pg/mL.

111.4.3- Effet anti-migration/invasion de I’huile de C. sativus
111.4.3.1- Effet de I’huile de C. sativus sur la cicatrisation cellulaire

Les figures 31 A et 31 B montrent que I'huile des graines de C. sativus inhibe la progression
descellules DU145 dans la zone libre des cellules aprées 12 et 24 heures, de maniére concentration-
dépendante. L'effet était similaire pour les concentrations de 50 et 100 pg/mL aprés 12 heures (p <
0,05), mais apres 24 heures, seule la concentration la plus élevée était significative (p < 0,01). Cet
effet était inférieur a celui induit par le docétaxel (p < 0,001 apres 24 h).
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Figure 31: Représentation graphique des effets de I'huile et de ’extrait des graines totales de C.

sativus sur la migration tumorale (A) et le pourcentage des cellules ayant migrées (B).
contrdle =cellules cancéreuses non traitées. Doce = cellules servant de contrdle positiftraitées avec docétaxela 1 pM
; CSt-h 50 et 100 = cellules servant de groupe tests traitées avec I'huile de graines de C. sativus aux doses de 50 et 100

pg/mL. *p <0,05; **p <0,01 ; ***p <0,001 : différence significative par rapport aux cellules non traitées.

111.4.3.2- Effet de I’huile de C. sativus sur I’adhésion des cellules aux composants de la matrice
extracellulaire

La Figure 32 montre que I'huile des graines de C. sativus diminue I'adhésion des cellules
DU145 a la matrice extracellulaire de collagéne et de fibrinogéne comparés aux cellules contrdles,

alors que le docétaxel (1 uM) l'augmente.

Cellules DU145

60
n mmmm Plastique
[¢B} N
= 50 | — Collagéne
E ox mmmm Fibronectine
[¢B}
o
[¢B)
©
[«b]
—
®)
O
P
NG o 12N W
o 0% g cﬁ’“}

Figure 32: Effets de I'huile des graines de C. sativus sur la matrice extracellulaire.

Contr0le =cellules cancéreuses non traitées. Doce = cellules servant de contrdle p ositiftraitées avec docétaxel a 1 uM
; CSt-h 50 et 100 = cellules servant de groupe tests traitées avec I'huile de graines de C. sativus aux doses de 50 et 100

pg/mL. *p <0,05; **p <0,01 ; ***p <0,001 : différence significative par rapport aux cellules non traitées.

111.4.3.3- Résultats du test de chimio-attraction
Les figures 33 A et 33 B montrent que, tout comme pour le docétaxel (p < 0,001), le nombre
de cellules DU145 ayant traverse la membrane de l'insert a été significativement réduit (p < 0,05 a
50 pg/mL et p < 0,01 a 100 pg/mL) aprés 24 heures d'incubation avec I'huile des graines de C.
sativus.
A Controle Doce
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Figure 33: Effets de I'huile des graines de C. safivus sur la capacité¢ des cellules a traverser la

membrane de I'insert. Contréle = cellules cancéreuses non traitées. Doce = cellules servant de controle
positif traitées avec docétaxel a 1 pM ; CSt-h 50 et 100 = cellules servant de groupe tests traitées avec I'huile
de graines de C. sativus aux doses de 50 et 100 ug/mL. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 : différence

significative par rapport aux cellules non traitées.

111.4.3.4- Expression des intégrines -1 et -4

La figure 34 montre que I'huile de graines de C. sativus augmente I'expression de l'intégrine
B-1 (p <0,01) a la concentration de 50 ug/mL et de l'intégrine B-4 & 100 pg/mL (p < 0,01).
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Figure 34: Représentation graphique des effets de l'huile des graines de C. sativus sur I'expression

des intégrines. Contrdle = cellules cancéreuses non traitées. Doce = cellules servantde contrdle positif traitées avec
docétaxela 1 uM ; CSt-h 50 et 100 = cellules servant de groupe tests traitées avec 'huile de graines de C. sativusaux

doses de 50 et 100 ug/mL. **p < 0,01 : différence significative par rapport aux cellules non traitées.

I11.5- Etudes toxicologiques
II1.5.1- Evaluation de la toxicité aigué
I11.5.1.1- Effets des extraits sur I’évolution pondérale

L’administration d’une dose unique de 2000 et 5000 mg/kg PC de I’huile, du tourteau et de
I’extrait des graines totales (totum) de C. sativus par voie orale, méme aprés une répétition de
I’expérimentation, n'a entrainé ni mortalité, ni signes phénotypiques de toxicité apres 14 jours
d’observation (Figures 35 A et 35 B). En comparaison au groupe témoin normal, aucune différence
significative n’a été observée, apres traitement, sur I’évolution du poids corporel. De méme, aucune
modification du comportement, de la respiration, de la peau, des yeux, du pelage et de ’activité

somatomotrice n’a été observée.
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Figure 35: Evolution pondérale des rats en essai de toxicité aigué pour les doses de 2000 (A) et

5000 mg/kg (B). CONTROLE = rats ayantregu de 1’eau distillée ala dose de 10 mL/kg PC ; CS-h = rats servant de
groupe test et traités et a I’huile des graines de C. sativus aux doses de 2000 et 5000 mg/kg ; CS-t = rats servant de
groupe test et traités au tourteau des graines de C. sativus aux doses de 2000 et 5000 mg/kg ; CS = rats servant de
témoin pharmacologique et traités au totum des graines de C. sativus aux doses de 2000 et 5000 mg/kg. Les valeurs

représentent la moyenne des masses corporelles £+ ESM, n = 3.

111.5.1.2- Effets sur la masse relative de quelques organes

L’analyse des résultats du tableau XXVIII montrent que les poids relatifs des organes de
toxicité tel que le foie, les poumons, les reins, la rate, le cerveau, ’estomac et les glandes surrénales
des animaux recevant les extraits aux doses uniques respectives de 2000 et 5000 mg/kg ne
présenteraient pas de différence significative comparés aux poids relatifs des organes des animaux

recevant de ’eau distillée.

Tableau XXVIII: Effets de ’administration aigué€ de I’huile des graines de C. sativus sur la masse

relative des organes

Organes CONTROLE CS-h CS-t CS
Foie 35,88 +£2,62 35,59+£1,08 44,44+0,54 33,80+0,83
Poumons 7,90 + 1,83 8,82 +0,43 8,26+0,10 6,62+0,87
Rate 5,48 + 0,38 430+0,78 4,94+0,27 4,00+£0,43
Coeur 3,60 + 0,09 3,53+0,16 4,36+0,11 4,05=+0,32
Reins 7,39 £0,17 7,22+0,37 6,81 +0,21 6,62+0,28
Rate 0,38 £0,01 0,39+0,07 0,33+0,04 0,34+0,04
Utérus 2,08 £0,16 2,13+£0,14 2,11+0,13 1,82+0,24
Ovaire 0,68 +0,07 0,67+0,08 0,55+0,06 0,59+0,04

NOR =rats servant de témoin traités I’huile de mafis; CS-h = ratsservantde groupe test traités a ’huile des graines de

C. sativus a la dose de 170 mg/kg ; CS = rats servant de groupe test traité avec le total des graines de C. sativusa la
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dose de 500 mg/kg. Les valeurs représentent la moyenne des masses relatives + ESM, n=6. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ;

***p <0,001: différence significative par rapport au témoin.

I11.5.2- Apercu toxicologique durant le traitement pharmacologique
111.5.1.1- Effets des extraits sur la masse relative de quelques organes

En comparaison au groupe contrdle (CONTROLE), une diminution significative des masses
relatives de la prostate (p < 0,05 ; p <0,01) et des vésicules séminales (p < 0,01) ont été observées
avec I’huile extraite de C. sativus a la dose de 170 mg/kg PC ainsi que I’extrait total des graines a
la dose de 500 mg/kg PC (Tableau XXIX). Par contre, une augmentation significative de la masse
relative des testicules (p < 0,001) et du foie (p < 0,01) a été observée avec les deux solutions
administrées.
Tableau XXIX: Effets de I’huile des graines de C. safivus sur la masse relative des organes chez

les rats apres 90 jours de traitement

Organes CONTROLE CS-h 170 CS 500
Prostate 1,60 +£0,10 1,08 £0,10 * 0,98 £0,10%*
Vésicules Séminales 4,99 0,10 4,13 £0,29 ** 3,25 +£0,24 **
Epididyme 3,08+0,16 3,56 £0,13 3,37+0,15
Testicules 9,58 £0,16 11,75 £ 0,45 *** 11,86 £0,34 ***
Pénis 0,91 £0,04 1,14 £0,05 1,04 £ 0,02
Surrénales 0,17 £0,02 0,16 = 0,09 0,20 +£0,07
Foie 2,64 +0,60 3,07 £1,30 ** 3,02 £0,38%*
Reins 4,67 £0,12 4,71 £0,10 4,76 £0,20
Rate 4,13 +0.41 4,18+0,17 4,06 £0,45
Poumons 5,15+0,27 5,29 £0,21 5,11 +£0,42
Ceeur 2,75 +£ 0,05 2,73+0,18 2,87 +0,17

NOR =rats servantde témoin traités I’huile de mais; CS-h = ratsservant de groupe test traités a I’huile des graines de
C. sativus a la dose de 170 mg/kg ; CS = rats servant de groupe test traité avec le total des graines de C. sativusa la
dose de 500 mg/kg. Les valeurs représentent la moyenne des masses relatives + ESM, n=6. *p < 0,05 ; **p < 0,01 ;

***p < 0,001: différence significative par rapport au témoin.

I11.5.1.2- Effets de ’huile des graines de C. sativus sur les paramétres hématologiques

Le tableau XXIX représente les effets de I’huile et de I’extrait des graines totales sur les
parametres hématologiques évalués. Il a été observé une diminution significative des pourcentages
des monocytes (p < 0,01), d’hématocrite (p <0,05; p <0,01) et du volume corpusculaire moyen
(VCM) (p <0,001) chez les animaux ayant recu I’huile de C. safivus a la dose de 170 mg/kg et
I’extrait de ses graines totales a la dose de 500 mg/kg en comparaison au groupe t€émoin. De méme,
ces extraits ont induit une augmentation significative de la quantit¢ d’hémoglobine corpusculaire
moyen (HCM) (p < 0,01) et de la concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine (CCMH)

(p <0,001). Malgré ces variations, ces valeurs restent dans la marge des valeurs normales.

119



Tableau XXX : Effets de de I’huile et du total des graines de C. safivus sur quelques parametres

hématologiques
Paramétres VRM CONTROLE CS-h 170 CS 500
Globules blancs (10%/uL) 3-18 11,66 +£1,85 13,66+1,07 12,20+1,10
Lymphocytes (%) 53-54 75,29 £ 1,91 71,64 £2,50 75,03 £1,29
Monocytes (%) 0-6 8,16 £1,57 0,22 +£0,04** 0,30 £0,05%*
Granulocytes (%) 5-53 23,35+3,16 24,66 1,27 26,08 £1,37
Globules rouges (10%/uL) 5-10 8,09 +£0,28 7,23 £0,28 7,44 +£0,43
Hématocrite (%) 42-50 4491 £1,43 38,34 £1,11* 36,88 +£1,84%*
Hémoglobine (g/dL) 10-17 13,76 £ 0,27 14,36 + 0,38 14,48 £0,75
VCM (fL) 42-64 55,57+0,49 53,26 +2,00 49,66 £ (,82%**
HCM (pg) 15-21 15,79 £1,54 19,94 £0,53** 19,50 £0,23**
CCMH (g/dL) 28-37 30,06 £0,95 37,48 £0,47*** 3932 +0,2]%**
Plaquettes (10°/uL) 200-1100 612,13£38,54 448,8 £30,53 597,6 +£38,97

CONTROLE = rats servant de témoin traités I’huile de mais; CS-h = rats servant de groupe test traités a ’huile des
graines de C. sativus a la dose de 170 mg/kg; CS = rats servant de groupe test traité avec le total des graines de C.
sativusa la dose de 500 mg/kg. Les valeurs représentent la moyenne des massesrelatives + ESM, n=6. *p < 0,05 ; **p

<0,01;***p<0,001: différence significative parrapportautémoin. VRM : Valeurs de références chez les ratsmales.

I11.5.1.3- Effets des extraits sur les parametres biochimiques
¢ Effets sur les paramétres des fonctions hépatique et rénale

Les effets de I’huile (CSt-1170) et des graines (CS 500) de C. sativus sur les marqueurs de
la fonction hépatique et rénale sont résumés dans le tableau XXX. L’analyse statistique a révélé une
augmentation significative des taux d’ALAT (p <0,01 ; p <0,001) et de bilirubine totale (» <0,001)
avec ’huile et les graines totales comparé au témoin. Aucune variation significative des marqueurs
de la fonction rénale n’a été observée.
Tableau XXXI: Effets de I’huile et du total des graines sur quelques marqueurs des fonctions

hépatique et rénale

Groupes ASAT (U/T) ALAT (UM) Crea (U/I) Urée (U/T) BD (UN) BT (U/)

CONTROLE 8,29+0,25 13,75+0,99 0,33+0,00 0,25+0,00 0,12+0,01 0,26 +0,05
CS-h 170 9,17+1,27 20,82+1,73** 0,29+0,00 0,23+0,00 0,09+0,02 0,24 +0,05
CS 500 8,61 £0,26 18,41+ 1,22*** (0,35+0,01 0,22+0,00 0,13 +£0,04 0,90 +0,22%**

CONTROLE = rats servant de témoin traités I'huile de mais ; CS-h = rats servant de groupe test traités a ’huile des
graines de C. sativusa la dose de 170 mg/kg ; CS = rats servantde groupe test traité avec I’extrait des graines totales
de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Les valeurs représentent la moyenne desmasses relatives £ ESM, n = 6. **p <

0,01 ; ***p <0,001: différence significative par rapport au témoin.

¢ Effets sur la lipidémie
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Le tableau ci-dessous montre les effets de I’huile (CS-h 170) et des (CS 500) des graines
totales de C. sativus sur la lipidémie chez le rat (Tableau XXXI). L’administration de I’huile ainsi
que des graines totales de C. sativus a induit une diminution significative (p < 0,05) de la
concentration en triglycérides associée a une augmentation significative (p < 0,05) de la
concentration en HDL-cholestérol surtout avec I’extrait des graines totales comparés au témoin.

Tableau XXXII: Effets de I’huile et du total des graines sur quelques paramétres biochimiques

Groupes  CT (UN) HDL (UI) LDL@UM TG (UM 1A (U/)

CONTROLE 2833 +11,8 172,5+7,6  752+160  121,12+6,06 1,46 +0,08
CS-h 170 276,0 £ 12,8 204,0 £ 12,6 65,9 £8,1 84,04 £5,10* 1,41 £0,05
CS 500 29224+12,5 2194+ 16,1% 39,0+6,9%%* 90,50 +2,06% 1,17+ 0,04

NORMAL =ratsservant de témoin traités I’huile de mais; CS-h=ratsservant de groupe test traités a I’huile des graines
de C. sativusa la dose de 170 mg/kg ; CS = rats servant de groupe test traité avec le totaldes graines de C. sativus a la
dose de 500 mg/kg. Les valeursreprésentent la moyenne desmasses relatives + ESM, n=6. **p< 0,01 ; ***p < 0,001:

différence significative parrapport au témoin.
I11.5.1.4- Histo-architecture des organes d’intérét en toxicologie

La figure 36 présente les microphotographies des coupes du foie, des poumons et des reins
des animaux normaux ayant recu de I’huile de mais (A), celles des animaux quirecevaient de I’huile

des graines de C. sativus a la dose de 170 mg/kg (B) et celles des animaux qui recevaient les graines

totales de C. sativus a la dose de 500 mg/kg. Comparé au t€émoin normal (A), I’huile et I’extrait des

graines totales n’ont induit aucune altération sur I’histo-architecture de ces différents organes.
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Groupes i Poumons Prostate

TEMOIN

CS-h 170

CS 500

Figure 36: Microphotographies (HEx200) des coupes histologiques du foie, du rein, des testicules et de la prostate obtenus apres 90 jours de traitement

des animaux avec ’huile et les graines totales de C. sativus.
Légende : A : Alvéole ; Ca : Canalalvéolaire ; Ep : Epithélium ; G : Glomérule ; Lg : Lumiére glandulaire ; Sa : Sac alvéolaire ; Tc : Tissu connecteur ;Ts : Tube seminifére ; Vc :

Veine centrolobulaire.
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I11.6- Propriétés qualitatives de I’huile des graines de C. sativus

Les résultats des paramétres physico-chimiques qui sont l'indice d'acide, l'indice de
peroxyde et I'indice d’iode de’huile nouvellement extraite (CS-hr) et celle conservée pendant trois
mois (CS-ha) des graines de Cucumis sativus sont présentés dans le tableau XXXIII. L’indice
d’acidité de I’huile nouvellement extraite est de 2,52 mg de KOH/g d’huile, valeur inférieure a la
limite standard (3 mg de KOHY/g). Par contre aprés 3 mois de conservation, cette valeur est passée
a 3,37 mg de KOH/g d’huile. De méme, ’indice de peroxyde est passé de 1,85 meq d’O2/kg d huile
fraiche a 2,05 meq d’O2/kg chez I’ancienne huile. Ces valeurs sont inférieures a 10 meq d’O2/kg
d’huile qui est la valeur standard. L’indice d’iode de I’huile fraiche est de 48,26 g d’12/100g d’huile
qui diminue pour atteindre 29,21 g d’12/100 g d’huile aprés 3 mois de conservation. Toutefois, ces

valeurs sont inférieures a 110 g d’12/100 g d’huile qui est la limite standard.

Tableau XXXIII: Paramétres de la qualité¢ de ’huile des graines de C. sativus

Durée de Indice d’acide Indice de peroxyde Indice d’iode

conservation (mg de KOH/g d’huile) (meq d’O2/kg) (g/100 g d’huile)
CS-hr 3 jours 2,52+ 0,14 1,85+0,13 48,26 + 1,27
CS-ha 3 mois 3,92+1,12 2,80 + 0,00 29,21 £ 0,64
VS <4 <10 <110

CS-hr=huile des grainesde C. sativus fraichement extraite ; CS-ha = huile des graines de C. sativus apres 3
mois de conservation ; VS= Valeur standard. Les valeurs représentent la moyenne des masses relatives +
ESM, n=3.

I11.7- Analyse chimique par GC-MS de I’huile des graines de C. sativus

Le chromatogramme de I’huile des graines de C. sativus est présenté sur la figure 37. L'étude
de la composition phytochimique des composés volatils dans cette huile en comparaison avec la
base des données de type « NIST MS SEARCH 2.2» a révélé la présence de plusieurs composés
bioactifs, qui sont résumés dans le tableau XXXIV. Ce tableau présente également le temps de
rétention (TR), le pourcentage de la surface du pic, la formule moléculaire et la masse moléculaire
des composés chimiques identifiés. Huit composé€s ont été identifiés de cette huile : le propanal
(24,63%), le 2,4-decadienal (0,67%), le 2,4-nonadienal (1,12%), I’acide n-hexadécanoique
(23,94%), I’acide 9,12-octadécanoique (47,8 %) et le squaléne (1,81%). Ces composés volatils sont

regroupés en plusieurs classes notamment les aldéhydes, les cétones, les alcanes et les esters.

Tableau XXXIV: Composés bioactifs identifiés dans I’huile des graines de C. safivus
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Pic | TR (min) | % pic Composés identifiés Nature Formule Masse
moléculaire | molaire
1 1,905 24,63 propanal Composéorganique | C;HO 58,08
2 16,382 0,67 2,4-decadienal Aldéhyde gras C,oH;60 152,24
3 16,983 9,68 2,4-nonadienal Aldéhyde gras CoH,40 138,21
4 31,974 23,94 acide n-hexadécanoique | Acide gras saturé Ci6H3,0, 256,43
5 37,536 47,83 acide 9,12- | Acide gras | C;sHys0 252,39
octadecadienoique polyinsaturé
6 | 44,780 1.81 squaléne triterpene CsoHso 410,73
Abundance TIC: 24 05 17 C DAT R.D\data.ms
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Figure 37 : Chromatogramme GC-MS de I’huile des graines de C. sativus.
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Le cancer de la prostate et I'hyperplasie bénigne de la prostate sont deux pathologies
urologiques les plus communes de I’appareil urogénital male ayant en commun une prolifération
anarchique des cellules de la prostate. Pour vérifier scientifiquement les affirmations empiriques
sur les effets bénéfiques des graines des six especes de courge, un test de viabilité cellulaire a été
effectué sur les cellules cancéreuses de la prostate DU145 et PC-3. Les résultats obtenus ont montré
que l'extrait des graines de C. maxima et de C. sativus ont inhibé significativement la croissance
des cellules de maniere dose dépendante surtout a la concentration de 100 pg/mL. Ces résultats sont
en accord avec plusieurs travaux, qui ont démontré les effets antiprolifératifs et anticancéreux des
graines de courge (Malathi et Vadivelu, 2021 ; Aref et al., 2021). In vivo, 'administration de la
testostérone a la dose de 3 mg/kg chez le rat pendant 28 jours a induit une augmentation significative
de la masse relative et du volume de la prostate comparé aux rats normaux, confirmant I’installation
de I'HBP (Onoja et al., 2022). En effet, I’augmentation de la masse relative et du volume de la
prostate résulte d’une prolifération des cellules épithéliales prostatiques et constitue des indicateurs
cruciaux du diagnostic de 'HBP (Seo et al., 2021 ; Raafat et al., 2022). Ce mode¢le d’induction de
I'HBP est largement utilisé par la communauté scientifique (Njamen et al., 2020 ; Zingué et al.,
2020). Le développement de la glande prostatique et, par conséquent, 'HBP, est influencé par la
dihydrotestostérone (DHT) qui, elle résulte de la conversion de la testostérone dans la prostate, via
l'activité¢ de la 5 alpha-réductase de type I (Mobley et al., 2015). La DHT se lie aux récepteurs des
androgénes et induit la croissance et la différenciation des cellules de la prostate, ce qui provoque
une hyperplasie des cellules stromales et épithéliales pouvant évoluer en HBP (Wijerathne et al.,
2017 ; Seo et al., 2021). Une augmentation significative de la teneur en protéines totales dans la
prostate a été observée chez les animaux traités uniquement a la testostérone. Tout comme la
finastéride, les graines de C. maxima, C. melo et C. sativus ont diminu¢ de maniere significative la
teneur en protéines totales chez les animaux traduisant une protection vis & vis de I'hyperplasie
induite par la testostérone. En effet, les protéines étant les constituants essentiels des cellules, toute
prolifération cellulaire due a I’effet mitogéne et anabolisant des androgénes s’accompagne d’une
augmentation du taux des protéines (Kouakou et Benie, 2003). Comme prévu, la finastéride
(standard dans cette étude) a contrecarré¢ de maniere significative les effets de la testostérone apres
28 jours de co-traitement (Onoja et al., 2022). Elle empécherait la croissance prostatique en inhibant
la Salpha-reductase de type II (Kim, 2022).

A l'exception des graines de C. mannii et de C. moschata qui n'ont pas modifié¢ les parametres
de la prostate, tous les autres échantillons testés ont montré des effets protecteurs contre I’HBP
induite par la testostérone, suggérant des effets antiprolifératifs. Le meilleur effet a ét€ observé avec
les graines de C. sativus a la dose de 500 mg/kg qui a présenté un pourcentage d’inhibition de la

croissance prostatique de 49,5%. Cela pourrait s’expliquer par sa richesse en cucurbitacines, un
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triterpene dontles effets antiprolifératifs ne sont plus a démontrés (Wahid ez al., 2021). Ces résultats
ont ét¢ confirmés sur le plan histologique par une augmentation significative de la taille de
I’épithélium prostatique et une diminution significative du diamétre ; un épithélium épais et
développé projetant vers la lumiere glandulaire chez les animaux traités uniquement avec la
testostérone pendant 28 jours. L'hyperplasie épithéliale de la prostate a été¢ inhibée dans les groupes
traités aux graines de courge suggérant un effet antiprolifératif de ces graines.

L’effet de la cuisson sur ’activit¢ pharmacologique des graines de C. sativus a révélé que
les graines de C. sativus crues et cuites ont réduit significativement la masse relative, le volume, le
taux de protéines totales et la taille de I’épithélium prostatique avec un effet plus marqué avec C.
sativus cru a la dose de 500 mg/kg. Cette observation va en droite ligne avec celle de Olufeko et al.
(2020) qui ont montré que la cuisson des graines de courge réduit la teneur en terpénes, composés
identifiés dans les graines de courge et connus pour leurs effets antiprolifératifs. Le stress oxydatif
est une condition de l'environnement cellulaire qui survient lorsqu'il y a un déséquilibre entre la
production d'especes réactives de I'oxygéne (ERO) et la capacité des systemes biologiques a réparer
les dommages oxydatifs ou a neutraliser les effets des intermédiaires réactifs, y compris les
peroxydes et les radicaux libres. Dans cette étude, il a été observé une augmentation significative
des taux tissulaires de MDA et une diminution non significative du taux de GSH et de I’activité de
la catalase chez les animaux traités a la testostérone. Le MDA est un marqueur de la peroxydation
lipidique et du stress oxydatif. L'activit¢ des enzymes antioxydantes, y compris la catalase est
régulée a la baisse dans la plupart des tissus prostatiques des patients atteints d'HBP comparés aux
tissus prostatiques normaux. Cette diminution de l'efficacité des mécanismes de défense
antioxydants est due aux dommages oxydatifs marqués ici par une augmentation du taux de MDA
(Udensi et Tchounwou, 2016). Le traitement aux graines de C. sativus a entrainé une diminution du
taux de MDA et une augmentation du taux de GSH et de ’activité¢ de la catalase, I’effet étant plus
marqué avec les graines crues. Ces résultats suggerent que ces graines possedent une activité
antioxydante qui serait médiée par les polyphénols, les flavonoides et les tannins présents dans les
graines de C. sativus tels que révélé par les études phytochimiques réalisées par Begum et al. (2018).
Des études antérieures ont montré que les graines de cette espeéce contiennent tous les types de
cucurbitacines (Wahid ez al., 2021) bien connue pour leur une activit¢ antioxydante (Ramezani et
al., 2021). Les graines de C. sativus cuites ont présenté une activité antioxydante uniquement a la
dose la plus ¢€levée, ce qui traduit une diminution de I’activité antioxydante. En effet, au cours de la
cuisson et sous I’effet d’agitation, les molécules subissent un choc thermique, elles se brisent et se
recombinent au hasard a d'autres molécules pour former de nouvelles structures trés complexes,

n'existant pas dans la nature et dont les propriétés sont inconnues. Il s’agit par exemple de la
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polymérisation des sucres, I’oxydation, la polymérisation et la cyclisation des huiles (Seignalet,
2004).

Une enquéte réalisée aupres des consommateurs des graines de courge a I’Ouest Cameroun
arévelé que ces graines se consomment deux a trois fois par semaine. Il a ét€¢ question de faire une
¢tude comparative des effets de la consommation quotidienne et ceux de la consommation régulicre
sur un modele expérimental d’induction de 'HBP chez le rat. Seule I’administration quotidienne
des graines de C. sativus a prévenu 'installation de 'HBP par une diminution significative de la
masse relative, du volume et de la taille de I’épithélium prostatique. Ces résultats montrent que la
prise quotidienne des graines de C. sativus semble plus efficace qu’une prise intermittente. Ces
graines agiraient donc par un effet cumulatif. Il est bien connu que l'intensité ou la probabilité
d'apparition des effets est proportionnelle ala quantité de principe actif présent au site d'action. Pour
générer un effet détectable, le principe actif doit €tre capable d'atteindre le site d'action et étre
présent en quantité suffisante pour interagir avec le récepteur ou I'enzyme cible (Brunel ef al., 2021).

Le test de croissance cellulaire a révélé que, seule la fraction huileuse des graines de C.
sativus a inhibé significativement la croissance des cellules DU145 et LNCaP, avec un effet plus
marqué sur les cellules LNCaP. Cette différence serait due a la variation dans la composition relative
en composés bioactifs dans I'huile et dans le tourteau. En effet, les résultats de I’analyse GC-MS de
I’huile de C. sativus a révélé la présence du squaléne et du supraéne, des triterpénes connus pour
leurs effets cytotoxiques sur les lignées cellulaires prostatiques LnCap (Alafnan ef al., 2023). 1l a
été¢ démontré que C. sativus fait partir des especes de courge les plus riches en cucurbitacines qui
sont des triperpénoides tétracycliques connus pour leurs effets antiprolifératifs sur les cellules
cancéreuses par inhibition de la voie MAPK (Varela et al., 2022), voie impliquée dans la croissance,
la prolifération et la survie cellulaire. Lhuile de C. sativus posseéderait donc la quasi-totalit¢ des
cucurbitacines responsables des effets observés et pourrait exercer ses effets antiprolifératifs soit
par sa capacit¢ a antagoniser les RA exprimés par les cellules LNCaP soit par I’inhibition de
I’expression de ces récepteurs. Les effets observés in vitro ont permis d’évaluer in vivo, I’effet de
I’huile de ces graines sur un modele d’HBP chez le rat. Il a été observé une réduction significative
de la masse de la prostate fraiche, du volume et de la taille de I'épithélium prostatique chez les rats
traités avec cette huile en comparaison aux rats traités a la testostérone. L’huile de C. safivus tout
comme celle de C. pepo serait dotée des propriétés antiprolifératives sur la croissance des cellules
de la prostate et agirait par inhibition de la So-réductase, enzyme responsable de la conversion de
la T en DHT (Gossel-Williams et al., 2006 ; Heim et al., 2018 ; Alhakamy ef al., 2019). Le PSA est
une glycoprotéine membre de la famille des kallikréines produite principalement par I'épithélium
ductal et acinaire de la prostate et sécrétée dans la lumiére. Elle a pour fonction de cliver la

séménogéline I et Il dans le coagulum séminal (Balk ef al., 2003) et sa sécrétion est stimulée par
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les androgénes surtout par la phosphorylation de la DHT au sein des cellules stromales prostatiques
(Marcoccia et al., 2022). Son taux élevé dans le sang au-dela de la normale est un indicateur d’une
situation pathologique de la prostate a I'instar de la prostatite, de ’'HBP et du CaP (Onojo ef al.,
2022). Dans cette ¢tude, I'administration de testostérone a augmenté les taux de PSA dans le groupe
témoin négatif, ce qui est en accord avec les observations de Eleazu er al. (2021). Cette
augmentation traduit une hyperplasie prostatique (prolifération des cellules prostatiques). La
réduction des taux sériques de PSA des groupes traités a la finastéride et a I’huile des graines de C.
sativus suggere une inhibition de la prolifération cellulaire (Onojo ef al., 2022). 1l a ét¢ démontré
que le traitement de ’'HBP avec la finastéride diminue de 50% le taux de PSA total dans la prostate
(Stenman et al., 1999). En effet, I’analyse GC-MS de cette huile a permis d’identifier la présence
en grande quantité (47,83 %) de I’acide 9,12-octadecadienoique qui est un acide gras polyinsaturé
connus pour atténuer I'expression des biomarqueurs de la prostate (PSA) dans I'HBP par inhibition
de la 5 a-réductase (Onojo ef al., 2022 ; Chakraborty et al., 2024).

La prostate est normalement peuplée par un petit nombre de cellules inflammatoires tels que
les lymphocytes T et B, les macrophages et les mastocytes. Il a ét¢ démontré que la prolifération
des cellules prostatiques dans 'HBP est amplifiée en cas d'inflammation chronique (Samarinas et
al., 2018). L'inflammation est une réponse physiologique, initiée par les la synthése et la sécrétion
des cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-a, I'IL-18, I'IL-6, I'IL-12 et I'IFN-y par les
macrophages suite a une Iésion inflammatoire. Ces cytokines amplifient la réponse inflammatoire
en activant l'expression de divers geénes comme la cyclooxygénase-2 (COX-2) par des facteurs de
transcription (Mitsunari et al., 2021) et contribuent ainsi a I'élargissement de la prostate et a la
croissance des cellules épithéliales tels que rapportés par Rho et al. (2020). De méme, dans cette
¢tude, il a été observé une augmentation significative des taux sérique de TNF-a, d’IL-1B et d’IL-6
chez les rats atteints d'HBP comparés aux rats normaux. Ces résultats confirment le processus
inflammatoire qui s’accompagne de I’installation de ’'HBP. L'huile des graines de C. sativus a
régulé a la baisse I’augmentation de ces cytokines induite par la testostérone. Les travaux antérieurs
ont montré que les triterpénes retrouvés dans cette huile sont de puissants agents anti-
inflammatoires agissant par inhibition des enzymes cyclooxygénases (Wahid ef al., 2021 ; Silvestre
et al., 2022). 11 a ét¢ démontré €galement démontré que les terpénes exercent leurs propriétés anti-
inflammatoires par inhibition de la phosphorylation du facteur nucléaire kB, voie impliquée dans la
prolifération cellulaire induite par le TNF-a (Jia ef al., 2015 ; Del Prado-Audelo ef al., 2021).

Le CaP, qui affecte principalement la zone périphérique de la prostate, est le premier cancer
urogénital et le deuxiéme néoplasme le plus fréquent chez les hommes dans le monde (Barsouk et
al., 2020). Les HAPtels que le B(a)P utilis¢ comme cancérigéne dans ce travail sont associés a un

risque accru de CaP chez I’homme (Barul et Parent, 2021). En effet, le B(a)P est métabolisé au
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niveau du foie en composes époxydes ayant la capacité d'interagir avec I'ADN en formant des
adduits qui provoquent des cancers (Jee et al., 2020). L’administration du B(a)P a induit une
augmentation significative de la masse relative, du volume et de I'index prostatique associée a une
indice tumorale de 75%. Cerésultat prouve qu’une tumeur de la prostate a été induite dansce travail.
L’augmentation de la masse relative de la prostate peut s’expliquer par I'action toxique du B(a)P
sur la prostate. En effet, le B(a)P peut induire le CaP en endommageant ’ADN des cellules
prostatiques conduisant a leur multiplication incontrélée et leur transformation en cellules
cancéreuses. Le traitement simultané desrats rendus cancéreux par les graines et I'huile de C. sativus
a induit une diminution des parametres morphologiques de la prostate et suggere la capacité de ces
graines a contrecarrer les effets du B(a)P sur les cellules prostatiques. L’huile des graines de C.
sativus possederait une activité antitumorale. Tout comme dans 'HBP, le PSA reste le plus
important biomarqueur sérique utilisé avec succes pour le diagnostic du CaP (Bouraoui et al., 2008).
L'administration du B(a)P a induit une augmentation significative du taux de PSA sérique en
comparaison au groupe normal. Cette augmentation traduit I'index de prolifération cellulaire au
niveau prostatique. Ila été démontré que le PSA peut cliver I’"Insuline Like Growth Factor Binding
Protein” (IGFBP3) libérant le facteur de croissance analogue a l'insuline IGF-1 (bioactif) qui
favoriserait a son tour le développement du cancer de la prostate par activation de la voie
PIsK/AKT (Catalano et al., 2023). Dans les lignées cellulaires du CaP, I'lGF-1 active directement
les RA en l'absence d'androgenes, contribuant a I'échec de la thérapie de privation d'androgenes et
au développement du CaP résistant a la castration (Munshi et al., 2023). Le PSA peut également
cliver les glycoprotéines de la matrice extracellulaire telles que la fibronectine et la laminine ainsi
que P’activateur du plasminogéne de type urokinase qui sont des protéines impliquées dans la
migration cellulaire, I’invasion et la formation des métastases (Balk et al., 2003). Cependant, I’huile
des graines de C. sativus a induit une diminution significative du taux de PSA comparé au groupe
controle négatif ; témoignant de ses propriétés antiprolifératives. Cette activité serait due a 1’action
deI’acide linoléique, tel que révélé par 1’analyse GC-MS réalisé dans le cadre de ce travail, connu
pour inhiber la 5a-réductase (Karawya et al., 2015 ; Azizi et al., 2021).

Les travaux antérieurs ont montré que le B(a)P diminue les activités des enzymes
antioxydantes, telles que la catalase, la glutathion peroxydase, la SOD ainsi que les taux de GSH,
de vitamine C et de vitamine E mais qu’il augmente le niveau de peroxydation lipidique (Bukowska
et al., 2022). Le méme effet a été observé dans le cadre de cette étude. Cette observation traduit
I’installation d’un désordre oxydatif dansle microenvironnement descellules prostatiques. En effet,
en se transformant en métabolites secondaires toxiques, le B(a)P génere également des ROS qui
attaquent I'ADN et conduisent a des mutations, des délétions, des insertions, ou des translocations

chromosomiques, qui a leur tour initient la carcinogenese en activant des oncogénes et en inactivant
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desgenes suppresseurs detumeurs (Klaunig et al., 2011). L’exposition desrats au B(a)P a augmenté
le taux de MDA, ce qui concorde avec la désorganisation du systéme de défense antioxydant
enzymatique des cellules. Cependant, I'administration de ’extrait des graines totales de C. sativus
et son huile a inhibé la carcinogenese au niveau de la prostate par une réduction significative de la
peroxydation lipidique et une augmentation des taux d'antioxydants endogenes dans la prostate.
L’analyse GC-MS a révélé la présence des triterpenes connus pour exercer leur activité
antioxydante par inhibition de la production du TNF-a et de I'TL-6 (Lim et al., 2024). Cette activité
antioxydante pourrait en partie expliquer ses effets bénéfiques contre le CaP et ’THBP.

Il a été démontré que le B(a)P augmente le taux des cytokines pro-inflammatoires
(Bukowska et al., 2022), entrainant la rupture de I’équilibre des cytokines et donc la mise en place
de plusieurs maladies dont le cancer (Berti et Olivera, 2018). Les cytokines pro-inflammatoires
comme le TNF-a, I'IL-1 et I'lL-6 libérées par les cellules infiltrantes la tumeur, principalement par
les macrophages du sous-type 1, interviennent dans la croissance néoplasique de la prostate par
libération des espéces réactives de I'oxygene et de I'azote provoquant desdommages a 'ADN et des
Iésions cellulaires. Elles induisent également des lésions de I’ADN, l'instabilité chromosomique et
les modifications épigénétiques (Bouraoui et al., 2008 ; Strasner et Karin, 2015). L'IL-1 et I'lL-6
induisent une activation des facteurs de transcription (facteur nucléaire kB (NF-kB)), des molécules
d'adhésion et des facteurs angiogéniques sur le site de la tumeur, augmentant ainsi la survie et la
prolifération des cellules néoplasiques. Le TNFa est capable d’induire la transformation des cellules
épithéliales prostatiques en cellules mésenchymateuses en supprimant I'E-cadhérine, en augmentant
les activités de la vimentine et des métalloprotéinases matricielles favorisant Il'invasion et la
migration des cellules tumorales (Catalano et al., 2023). En revanche, I'lL-10 est une cytokine anti-
inflammatoire libérée par les macrophages de sous-type 2, détectée dans divers types de cancer, et
qui joue un role clé dans la suppression immunitaire et la tolérance induite par les tumeurs (Sato et
al., 2011 ; Berti et Olivera, 2018). Les travaux réalisés dans le cadre de cette étude ont montré que
I’administration duB(a)P a induit une augmentation significative destauxde TNF-a, d'IL-1etd'lL-
6 et une diminution significative des taux d’IL-10 en comparaison aux animaux témoin négatif. En
effet,le B(a)P inhibe I’activité des cellules immunitaires telles que les lymphocytes T et les "natural
killer" qui jouent un role crucial dans la reconnaissance et I’élimination des cellules cancéreuses.
En affaiblissant le systeme immunitaire, le B(a)P peut permettre aux cellules cancéreuses de se
développer sans étre détectées ni détruites (Zaccaria et McClure, 2013). Le traitement avec 1’huile
de C. sativus ainsi que les graines totales a réduit I’augmentation les taux de TNF-o, d’IL-1p et
d’IL-6 induite par le B(@P et a augmenté le taux d’IL-10 confirmant les propriétées

antiinflammatoires décrites dans ’HBP.
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Environ 90 a 95% des cancers de la prostate sont des adénocarcinomes acineux qui
proviennent de la prostate périphérique (Tai et al., 2011 ; Wang et al., 2013). Le score de Gleason
est I'un des paramétres histologiques les plus utiles pour prédire le comportement biologique et le
résultat clinique de lI'adénocarcinome prostatique (Tai et al., 2011). Dans cette étude, les animaux
traités au B(a)P ont montré un adénocarcinome de Gleasson 8 (4+4) avec une gaine périnerveuse
caractérisée par une altération de’architecture cellulaire, une hypertrophie cellulaire, une dysplasie
des cellules prostatiques stromales et épithéliales associée a la perte de la membrane basale, résultat
similaire a celui de Murray (2021). L'huile des graines de C. sativus et l'extrait des graines totales
ont retardé la prolifération des cellules de la prostate marquée par une néoplasie intra-épithéliale
prostatique de bas grade (PIN) caractérisée par une prolifération intraluminale des cellules
sécréetoires de la prostate tels que décrite par Montironi et al. (2000). L’inhibition de la progression
tumorale observée avec C. sativus pourrait étre attribuée a ses propriétés anti-prolifératives, anti-
inflammatoires et anti-oxydantes précédemment démontrées.

L’analyse de la masse relative des organes androgéno-dépendants et de quelques organes de
toxicite a révélé que les animaux exposés au B(a)P présentent une augmentation significative de la
masse relative de la rate telle qu’observée par Hegazy et al., (2012). Larate est le plus grand organe
lymphoide secondaire de I'organisme charge de déclencher les réactions immunitaires contre les
antigenes transmis et de filtrer le sang (Cesta, 2006). L’huile des graines de C. sativus a induit une
réduction significative de ce paramétre. Cet effet serait di a I’activité anti-inflammatoire de cet
extrait tel que précédemment décrit. Le traitement des rats par le bilucamide (casodex) a réduit de
maniere significative la masse des vésicules séminales, de I’épididyme et du pénis en comparaison
au groupe témoin négatif. Le bilucamide est un antagoniste des RA qui se fixe sur ces derniers
empéchant la liaison de la testostérone et par conséquent la diminution de la masse des organes
androgéno-dépendants (Fradet, 2004). L’huile extraite des graines de C. sativus ainsi que les graines
totales ont entrainé une augmentation significative de la masse des testicules et non significative de
la masse des autres organes androgéno-dépendants corrélé a la réduction significative de la masse
de la prostate tel qu’observée précédemment en comparaison au groupe témoin négatif. En effet,
I’augmentation de la masse des testicules est un marqueur des effets androgéniques alors que la
diminution du poids de la prostate est un marqueur des effets anti-androgéniques (OCDE, 2009).
Le développement de la prostate est sous le contréle de la DHT alors que celui du testicule est sous
le controle de la T, Or, la 5-alpha réductase est absente dans les testicules, ce qui explique le fait
que les inhibiteurs de la 5-alpha réductase n‘ont pas d'effet marqué sur la spermatogenése (Dohle et
al., 2003). Cet extrait agirait donc par inhibition spécifique de la Sa-alpha réductase tel que décrit
précédemment. L'augmentation des taux desenzymes ALT et AST et de la créatinine dans le sang

est considérée comme un bon indicateur des lésions des cellules rénales et hépatiques (Kolade et
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Oladiji, 2018). Dans cette étude, nous avons observé que 1’administration du B(a)P a induit une
augmentation significative destaux des marqueurs sériques tels que ’AST, ’ALT et la créatinine.
En général, le B(a)P induit I'népatotoxicité et une toxicité rénale par le stress oxydatif et la perte de
la fonction mitochondriale (Ji et al., 2016). L'augmentation des taux sérique de I'AST, de I'ALT et
dela créatinine est un indicateur de la toxicité hépatique etrénale du B (a)P. L'élévation des activités
des transaminases et de la créatinine s’explique par la perte des hépatocytes fonctionnels et de
l'intégrité membranaire (Ji et al., 2016). Le traitement a I'huile des graines de C. sativus a réduit
significativement ces parametres reflétant la restauration des hépatocytes et de l'intégrité
physiologique rénale. Ceci est une indication que I'huile de graines de C. sativus serait capable de
prévenir les dommages du foie par I'activité antioxydante précédemment montrée.

L’analyse du profil lipidique des animaux a montré que ’exposition au B(a)P a induit une
augmentation significative de I’TA et non significative du taux de cholestérol total (CT), des
triglycerides et une diminution non significative des taux de HDL cholestérol comparé au témoin
normal. Ces résultats sontsimilaires a ceux de Elsheikh et Hassan (2022) et constituent un indicateur
de la peroxydation lipidique induite par le B(a)P. Par contre, I’huile de C. sativus tout comme le
casodex, a augmente de facon significative le taux du HDL-cholestérol et réduit significativement
celle des LDL-cholestérol et des triglycérides. Ce résultat montre que cet extrait serait doté de
propriétés hypolipidémique et hypocholestérolémique. Ces propriétés seraient attribuées a sa teneur
élevée en acides gras polyinsaturés (acide linoléique), telle que révélé par ’analyse GC-MS, connus
pour leurs activités hypocholestérolémiante et athéroprotectrice (Makni et al., 2008 ; Wang et al.,
2019 ; Singh et Kumar, 2023).

L’analyse de la NFS a révélé que I’exposition des rats au B(a)P induit une diminution
significative des taux de lymphocytes ainsi qu’une augmentation significative des taux de
monocytes et de granulocytes donc un ratio lymphocytes-monocytes (RLM) bas en comparaison
aux animaux normaux. Ces résultats sont en droite ligne avec ceux de Galvan et al. (2006) et de Xu
et al. (2021), qui ont évalués respectivement les effets du B(a)P sur la différentiation des cellules
lymphoides et myeéloides de la moelle osseuse et les taux prédictifs de monocytes et de lymphocytes
en situation de CaP. Ce déséquilibre est le résultat des effetsimmuno-toxiques des dérivés quinones
produites lors du métabolisme enzymatique du B(a)P sur les cellules de la moelle osseuse (Galvan
et al., 2006). Les monocytes et les lymphocytes sont deux composants essentiels de I'immunité
naturelle et acquise et le RLM montre I'état de progression de l'immunité liée a la maladie. En outre,
les monocytes circulants, jouent un role clé dansle microenvironnement tumoral en se transformant
en macrophages associés a la tumeur qui a leur tour favorisent la croissance, l'angiogenese et la
formation des métastases tumorales. A l'inverse, les lymphocytes peuvent supprimer la prolifération

et la migration des cellules tumorales (Nonomura et al., 2010). Nous avons obtenu avec 1’huile et
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I’extrait des graines totalesde C. sativus une augmentation significative du RLM montrant que cet
extrait aurait la capacité d’interférer avec les enzymes du métabolisme du B(a)P conduisant a
I’inhibition de la tumorigénése.

Le test de viabilité cellulaire effectué dans ce travail a montré que I'exposition des cellules
DU145 pendant 24 heures a I’huile des graines de C. sativus a entraineé une diminution significative
deleur croissance. Ila été également observé une augmentation dunombre des cellules apoptotiques
surtout a la concentration de 100 pug/mL aprés 24 heures d'incubation. Les résultats susmentionnés
corroborent ceux de Tuama et Mohamed, qui ont démontré que C. sativus est riche en composés
bioactifs dotés de pouvoir cytotoxique sur les cellules cancéreuses mammaires et de Qing et al.
(2022) qui ont montré que la cucurbitacine C, un triterpene, identifi¢ dans 1’espéce C. sativus, est
en partie responsable de son activité anticancéreuse sur les cellules DU145. L analyse GC-MS de
I’huile des graines de C. sativus a réveélé la présence des triterpenes ainsi que de I’acide 9,12
octadécadiénoique qui, selon la littérature sont des composés dotés de propriétés cytotoxiques
significatives a I'égard de diverses cellules cancéreuses, y compris les cellules cancéreuses
prostatiques (Qing et al, 2022 ; Alafnan et al., 2023). Les travaux de Montecillo-Aguado et al.
(2023) et de Zhang et al. (2023) ont montré que I’acide 9,12 octadécadiénoique connu sous le nom
de P’acide linoléique inhibe la croissance des cellules cancéreuses en régulant a la hausse
I'expression des protéines proapoptotiques Bax et Bad et en régulant a la baisse I'expression des
protéines antiapoptotiques Bcl-2. 11 en réulte une augmentation de la perméabilité membranaire
mitochondriale et la libération du cytochrome C suivi de I’activation des caspase-9 et -3 et la
réduction les taux d'ATP dans diverses lignées cellulaires cancéreuses (Qing et al., 2022). De meme,
les triterpénes induisent l'arrét de la croissance cellulaire et I'apoptose par activation de la voie de
signalisation PI3K-Akt suivi de la libération du cytochrome C mitochondrial et de ’activation des
caspases 8/9 et 3/7 (Wu et al., 2019). Lamigration et I’invasion cellulaire sont des caractéristiques
déterminantes pour les cellules cancéreuses devant se métastaser (Entschladen et al., 2004). Dans
cette étude, ’huile des graines de C. sativus a inhibé la migration des cellules DU145 du milieu
pauvre en nutriments pour un milieu riche en nutriments, ce qui suggere sa capacité a limiter les
cellules du cancer de la prostate dans une région précise. Les triterpénes sont connus pour inhiber
la migration et I'invasion des cellules via I’inhibition de I'expression des métalloprotéases-9 (Song
et al., 2015) ainsi que I’induction des changements épigéniques de la molécule d’ADN (Varela et
al.,, 2022). Les intégrines sont des proteines transmembranaires également impliquées dans la
migration, I’invasion et 1’auto-développement des cellules métastasiques. Elles interviennent
comme médiateurs dans I'attachement des cellules a la matrice extracellulaire environnante. Il a été
observé au niveau des cellules cancéreuses prostatiques (DU145 et PC3) une augmentation de

I’expression desintégrines 1 et une diminution deI’expression desintégrines B4 (Goel et al., 2008).
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Dans ce travail, ’huile des graines de C. sativus a inhibé de fagon non significative le taux des
intégrines PB1 et augmenté significativement le taux des intégrines B4 surtout a la dose de 100 pg/ml.
Ce qui est en accord avec la diminution de ’adhésion a la matrice extracellulaire au collagéne et a
la fibronectine observée dans cette étude. Tous ces résultats soulignent le potentiel anti-métastatique
de I'huile de graines des C. sativus contre le CaP. Cette inhibition passerait par la capacité de
I’extrait a inhiber les fonctions des récepteurs de I'lGF et de la voie PIK/Akt a travers sa capacité a
antagoniser les intégrines Pi.

Le test anti-androgénique de ’OCDE a été réalisé dans le but d’évaluer si cet extrait
exercerait ses activités par blocage des RA ou par inhibition de la 5a-réductase. La castration a
entrainé une baisse significative des masses relatives de la prostate, des vésicules seminales, du
gland et du gland de tyson. La testostérone administrée aux animaux castrés a entrainé une
augmentation significative de la masse relative de la prostate, des vésicules seminales, du gland et
du gland de tyson. L'augmentation de la masse de la prostate dépend des androgénes tissulaires, a
savoir la DHT (Ajayi et Abraham, 2018). C. sativus tout comme le flutamide administré
concomitamment avec la testostérone chez des rats castrés a réduit considérablement la masse
relative de ces organes. Selon ’OCDE (2009), une réduction significative d’au moins deux des cinq
masses des tissus dépendant des androgenes cibles comparés au traitement par la testostérone seule
peut étre considérée comme un résultat anti-androgénique. C. sativus serait doté des propriétés anti-
androgéniques dues a sa richesse en en acides gras polyinsaturés, composés ayant la capacité
d’inhiber la 5-réductase (Heim et al., 2018).

Les travaux menés sur le réle des phyto-cestrogenes dans 1’étiologie ou la prévention du CaP
sont controversés (Nelles et al., 2016). Les études antérieures ont montré des effets protecteurs des
phytocestrogenes sur la cancérogénése prostatique (Ganry, 2005 ; He et al., 2015). Dans cette étude,
I’administration du fulvestrant et du létrozole a des rats adultes a entrainé une réduction des masses
relatives de la prostate et des vésicules séminales comparés aux animaux non traités. Ces resultats
corroborent ceux de Jasem et Tawfeek (2020) qui ont montré que ’administration du létrozole aux
rats adultes induit une diminution de la masse desorganes androgéno-dépendants. Les inhibiteurs
del'aromatase a I’instar de I’anastrozole et duletrozole sont un groupe de médicaments qui inhibent
la conversion des androgénes en cestrogenes. Le fulvestrant, un antagoniste pur des récepteurs aux
cestrogeénes, agit par inhibition de leur dimérisation, leur translocation et augmente leur dégradation
(Carlson, 2005). L’administration concomittante du letrozole et des cestrogénes a entrainé une
réduction significative de la masse relative de la prostate et une réduction non significative de la
masse des autres organes androgéno-dépendants. Les cestrogénes aussi sont connus pour inhiber la
croissance des organes reproducteurs male et la spermatogenése par rétroaction négative sur le

complexe hypothalamo-hypophysaire (Schulster et al., 2016). Chez les rongeurs et chez ’humain,
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le sous-type B durécepteur des cestrogenes est le plus prédominant. En se fixant sur les récepteurs
B, les cestrogenes induisent des effets antiprolifératifs et pro-apoptotiques dans la prostate (Ajayi et
Abraham, 2018). L’administration concomitante des huiles des graines de C. sativus, des
cestrogeénes et du letrozole a induit davantage une baisse significative de la masse relative des
testicules, de la prostate, des vésicules séminales et du pénis. Selon les travaux menés par Kuhnle
et al. (2009), les plantes de la famille des cucurbitacées comportent jusqu’a 12-13 pg
phytocestrogenes pour 100 g. Il a été démontré que le squaléne parfois appelé spinacéne ou supraene,
triterpéne identifié dans I’huile des graines de C. sativus, constitue une catégorie importante de
phyto-cestrogénes (Kiyama, 2017). Les phytocestrogénes se fixent préférenticllement sur les
récepteurs B aux cestrogénes connus pour leurs propriétés antiprolifératives (Karsli-Ceppioglu et
al., 2015).

Les résultats de la toxicité aigué montrent que I’administration d’une dose unique de 2000
ou de 5000 mg/kg PC de I’huile, du tourteau ou méme des graines totales de C. sativus par voie
orale, méme aprés une répétition de I’expérimentation, n'a entrainé ni mortalité, ni signes
phénotypiques de toxicité aprés 14 jours d’observation, permettant de déduire une DLso supérieure
a 5000 mg/kg PC. Ces résultats sont similaires a ceux de Wahid et al. (2021) qui en évaluant la
toxicité de I'huile des graines, des feuilles et des extraits de fruits de C. sativus ont montré leur
innocuité jusqu'a 5000 mg/kg. Fort de ces observations, les graines de C. sativus peuvent étre
considérées comme une substance trés faiblement toxique (OCDE, 2022).

L’administration répétée dela meilleure dosede I’huile ainsi que I’extrait des graines totales
de C. sativus pendant 90 jours a révélé une diminution significative des masses relatives de la
prostate et des vésicules séminales associée a une augmentation significative de la masse relative
des testicules. En général, ’augmentation de la masse des testicules est un indicateur de son bon
fonctionnement. Les graines de courge contribuent au bon fonctionnement de I'appareil
reproducteur masculin grace a leur richesse en minéraux et surtout en zinc qui est un antioxydant
intervenant dans la réparation de I’ADN et la protection des cellules reproductrices du stress
oxydatif (Stewart et Lephart, 2023). De plus, les phytoestrogénes contenus dans les graines de
courge agiraient par activation de la libération de I’hormone lutéinisante (LH) par I’antéhypophyse
qui en retour stimulerait les testicules a libérer la testostérone (Purnamasari et al., 2021). La
diminution significative de la masse de la prostate serait due a I’action des phytocestrogénes
entrainant une accumulation de la testostérone et une stimulation a la hausse de la masse des
testicules tels que rapporté par Karuna et al. (2023). L’analyse des fonctions rénales et hépatiques
sont d’une importance capitale pour évaluer la toxicité des médicaments et des extraits végétaux
car ces organes interviennent dans la neutralisation des toxines, I’épuration du sang et I’élimination

des déchets. I1a été observé une augmentation significative des taux d’ALAT et de bilirubine totale
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associée a une augmentation significative de la masse relative du foie chez les rats traités avec les
graines de C. sativus comparés aux animaux du groupe contréle. L’analyse histologique des coupes
de foies n’a montré aucun dommage cellulaire ni un signe de toxicité. Ces résultats pouraient
s’expliquer par I’action des hépatotoxines présentes dans les graines de courge. En effet, ’analyse
GC-MS a permis de détecter une teneur élevée en aldéhyde, composé connus pour causer des
dommages hépatiques au niveau moléculaire sans provoquer de changements histopathologiques
significatifs (Tennekoon et al., 1994). De plus, seule une élévation des taux sériques de
transaminases associée a une augmentation du taux de bilirubine deux fois supérieure a la valeur
normale est considérée comme un marqueur de toxicité hépatique (Gupta et Trivedi, 2018). Ce qui
n’est pas le cas dans cette étude. L augmentation de la bilirubine totale ainsi que des taux de ALAT
observée dans notre étude s’est produite dans les limites normales et ne saurait étre considérée
comme toxique (Jacob Filho et al., 2018). 11 est bien connu que le foie est ’organe clé dans la
synthése et I'excrétion du cholestérol. A cet effet tout type d'obstruction dans le foie, soit intra ou
extra-hépatique, s’accompagne d’une augmentation du taux du cholestérol total dans le plasma
(Feki et al., 2021). Une diminution significative des biomarqueurs lipidiques (LDL et triglycérides)
et une augmentation du taux de HDL-cholestérol ont été observées confirmant une absence
d’obstruction du foie. Le systeme hématopoiétique est parmi les cibles les plus sensibles des
toxiques, ce qui en fait un bon systéme de mesure de toxicité d'une substance (Adeneye etal., 2006).
Les médicaments toxiques affectent la moelle osseuse conduisant a la détérioration des cellules
sanguines a I’origine des maladies telles que l'anémie et la leucémie (Singh et al., 2021). 11 a été
observé une diminution significative des pourcentages des monocytes et d ’hématocrite associée a
une augmentation du volume corpusculaire moyen et de la concentration corpusculaire moyenne en
hémoglobine comparés au groupe témoin normal. Cependant, ces variations observées dans notre
étude s’est produite dans les limites normales et ne saurait étre considérée comme indicateur de
I’anémie (Jacob Filho et al., 2018). De plus, les paramétres clés montrant une anémie sont une
diminution significative des concentrations en hémoglobine et en hématocrite corrélée a une
diminution des taux d’hémoglobine corpusculaire moyen et de concentration corpusculaire
moyenne en hémoglobine (Tariq et al., 2023). Dans ce travail aucune modification significative des
taux d’hémoglobine n’a été observée.

Les méthodes d’extraction et de conservation des huiles influencent leur qualité. Cette
dernieére est mesurable en évaluant les caractéristiques physico-chimiques de I’huile. L’évaluation
passe par la détermination de la teneur en acides gras libres, de ’oxydation ainsi que du degré
d’insaturation de cette huile (Singh et Kumar, 2023). Le rendement d’extraction de I'huile des
graines de C. sativus a été de 35,1 %, rendement inférieur a celui obtenu par Fokou et al. (2009).

En effet, I’extraction a froid donne un faible rendement mais elle reste la meilleure méthode car
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permet 1’obtention d’une huile non raffinée riches en phytostérols et en composés phénoliques
connus pour leur efficacité dans le traitement des pathologies variées y compris celles de la prostate
(Singh et Kumar, 2023). L'indice d'acidité décrit la rancidité de I'huile en mesurant la teneur en
acides gras libres. Plus sa valeur est faible plus elle t¢tmoigne de la bonne qualité¢ de I’huile. L’indice
d’acidit¢ de I’huile de C. sativus varient de 2,52 + 0,14 mg de KOH/g d’huile fraiche a 3,92 1,12
mg de KOH/g d’huile apres 3 mois de conservation, valeurs proches de celles obtenues par Achu et
al. (2006) et de Fokou et al. (2009). Une huile fraiche de bonne qualité doit avoir un indice d’acidité
inférieure a 5 mg (Murthy et al., 2022). Nous pouvons donc dire que I’huile des graines de C. sativus
frailchement pressée est de bonne qualité et cette qualité reste conservée apes 3 mois. L'indice de
peroxyde quant a lui indique I'état de I'oxydation primaire dans les huiles et est considéré comme
un important paramétre de controle de la qualité des huiles comestibles (Veronezi ef al., 2015). 11
mesure la quantité d’hydro-peroxydes contenus dans une huile. L'indice de peroxyde de I'huile
fraichement extraite était de 1,85 £ 0,13 meq Oz/kg d'huile tandis que celle conservé aprés 3 mois
au réfrigérateur était de 2,80 = 0,00 meq Oz/kg d'huile (différence non significative). Ces valeurs
sont largement inférieures a celle de Veronezi et al. (2015). Toutefois, ces valeurs sont inférieures
a 10 meq O2/kg d'huile permettant de classer cette huile parmi les huiles de bonne qualit¢ (Murthy
et al., 2022). Dans I’étude des propriétés des huiles, l'indice d'iode représente le paramétre le plus
utile car il renseigne sur le degré d’instauration des acides gras contenus dans une huile donnée. Il
permet en outre de classer les huiles végétales en huiles siccatives, semi-siccatives et non-siccatives.
Ainsi, plus une huile est insaturée, plus son indice d’iode est élevé (Novidzro et al., 2019). Nos
résultats ont montré des valeurs d’indice d’iode allant de 29,21 + 0,635 g 12/100 g d’huile a 48,26
+ 1,27 g [2/100 g d’huile respectivement aprés 3 mois de conservation et 3 jours post-extraction.
Cette huile est classée parmi les huiles non siccatives dont les indices d’iode sont compris entre 0 a
110 g 12/100 g d’huile (Blayo, 2002). L’ensemble de ces résultats montrent que méme apres trois
mois de réfrigération, les huiles de C. sativus restent de bonne qualité et justifieraient donc de la

qualité I’huile de C. sativus utilisée dans le cadre de ce travail.

138



139



Conclusion

La présente étude avait pour but d’évaluer in vitro et in vivo les effets antiprolifératis des
graines de quelques especes de cucurbitacées camerounaises, en occurrence C. sativus sur des
modeles de tumeurs bénignes et malignes de la prostate induit chez le rat de souche Wistar. Il ressort
de cette étude que :

1- Les six especes de graines de courge testées possedent une activité¢ antiproliférative
in vitro sur les cellules cancéreuses prostatiques et in vivo sur ’HBP chez le rat, I’huile extraite des
graines de C. sativus crues administrée quotidiennement pendant 28 jours a de meilleurs effets. Ces
effets ont ét€ marqués par une diminution de la masse relative et du volume de la prostate ainsi que
le taux de protéines totales et de la taille de I’épithélium prostatique ; une diminution du taux de
PSA, des marqueurs pro-oxydants et inflammatoires surtout a la dose de 500 mg/kg pour I’extrait

des graines totales et 170 mg/kg pour la fraction huileuse.
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2- L’huile des graines de C. sativus posséde une activité anticancéreuse car in vitro, elle
inhibe la croissance des lignées cellulaires, avec un effet plus marquant sur les cellules LNCaP
surtout a la concentration de 100 pg/mL. In vivo, elle inhibe la charge, I’incidence et le volume des
tumeurs avec un effet exacerbé a la dose de 170 mg/kg PC.

3- L’huile extraite des graines de C. sativus exercerait ses effets antiprolifératifs in vitro
en induisant une cytotoxicit¢, en stimulant I’apoptose, en inhibant la formation des clones
cellulaires, la migration et I'invasion tumorale. /n vivo, cette huile agirait soit par un effet anti-
androgénique par inhibition de la So-réductase, soit par une action anti-oxydante par inhibition de
la péroxydation lipidique et augmentation du taux de glutathion réduit et de I’activité de la catalase ;
soit par une action anti-inflammatoire par la stimulation de la synthése des cytokines anti-
inflammatoires tels que I'IL10 et inhibition de la synthése des cytokines pro-inflammatoires ; soit
par une action oestrogénique par action sur les récepteurs [ aux cestrogenes situés dans 1’épithélium
prostatique et dans le stroma. Ces effets seraient attribués a ’acide linoléique et au squalene,
composés identifiés dans I’huile de ces graines et connus pour leurs propriétés anti-androgéniques,
anti-inflammatoires, anti-oxydants et anti-hyperlipidémiques.

4- L’huile et I’extrait des graines totales de C. sativus seraient trés faiblement toxiques
en témoigne leur DL 50 > 5000 mg/kg. L’huile utilisée dans le cadre de ce travail serait une huile
de bonne qualité.

Pris dans I’ensemble, ces résultats apportent des bases scientifiques aux pratiques
empiriques et suggerent que I’huile des graines de C. sativus est un alicament aux propriétés

anticancéreuses pouvant faire I’objet d’'une homologation et d’une divulgation sur le marché.

Recommandation
Nous encourageons la population désireuse de prévenir les pathologies liées a la prostate de
consommer la fraction huileuse des graines de C. sativus dans leur salade et autres plutét que la

forme préparée.

Perspectives
Toutefois, il serait nécessaire dans un futur propre :
+ d’isoler et d’évaluer les effets antiprolifératifs des composés majoritaires issus de C. sativus;
+ d’évaluer la possibles effets de I’administration chronique chez des rats ;

+ d’évaluer la stabilité de ces huiles sur une durée d’un an.
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+» Annexe 1 : Questionnaire pour I’enquéte réalisée auprés des consommateurs

Questionnaire pour la collecte des données relatives au rble des graines de courge sur la

protection contre les maladies de la prostate

Objectifs
Ce questionnaire nous permettra de recueillir des informations sur ce que pensent les

femmes de I’ouest du Cameroun sur I’effet protecteur des graines de courge sur les maladies de la

prostate. VVos réponses et votre identité resteront confidentielles. Veuillez répondre a toutes les
questions. Merci pour votre collaboration.

Eléments socio démographiques

Cochez ou remplissez
1- Age, 21-29ans ( ), 30-39 ans ( ), 31-39ans ( ), 40-49 ans ( ), 51-59 ans ( ), 60 ans et plus

().
2- Sexe : a) - Masculin (...... ) ; b) - Féminin (...... )

3- Niveau académique ..............cceenvennns
4- Avez-vous un diplome ? ............ si oui lequel..........
5

A- La perception qu’ont les femmes sur les graines de courge (pistache)

Avez-vous une fonction dans lavie ? ...

NB. Pour chacune des questions ci-dessous, vous répondrez par 1- oui ; 2- non ; 3- Aucune
idée.
Cochez ou entourez le numéro correspondant a votre réponse.

1- Mon voisinage parle de temps en temps des graines de courge (pistache) ? 1 2 3

2- Les enfants mangent beaucoup les graines de courge ? 1 2 3
3- Lesgraines de courge se produisent partout au Cameroun 1 2 3
4- Les graines de courge ne peuvent étre cultivées que par les femmes ? 1 2 3
5- Il existe plusieurs types de graines de courge ? 1 2 3
6- Les graines de courges ont plusieurs couleurs ? 1 2 3
7- La plante qui produit les graines de courge est rampante ? 1 2 3

B- L’importance des graines de courge
1- Les graines de courge sont produites uniquement pour des raisons économiques 1 2 3
2- Les feuilles de courge sont utilisées comme légumes pour la consommation ? 1 2 3
3- Les graines de courge produisent beaucoup d’huile ? 1 2 3
4- Les graines de courge sont efficaces pour la prévention des maladies de la prostate ?
1 2 3



5-  Lesgraines de courge se consomment crues ?
3

6- Vous préparez les graines de courge dans les feuilles de bananier-plantain ?
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s Annexe 6 : Courbe d’étalonnage des cytokines
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Cucumis sativus (Curcubitaceae) inhibits prostate carcinoma cell growth and
prevents the testosterone-induced benign prostatic hyperplasia in Wistar rat
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Curcumis sativus

Pumpkin seeds

Benign prostatic hyperplasia
Antiproliferative
Antioxidant

Pumpkin seeds are claimed to treat prostate tumour/cancer. The in vitro (ability to inhibit cell growth through
MTT assay) and in vivo (ability to prevent testosterone-induced BPH in rats at the doses of 125, 250, 500 and
1000 mg/kg BW) of six edible pumpkin seeds found in Cameroonian were assessed. The endpoints were cell
growth arrest, prostate mass and volume, prostatic epithelium height, prostatic proteins, prostate specific antigen
(PSA) and inflammatory cytokines. In vitro, C. sativus seeds exhibited the most potent antiproliferative effects on

DU145 and PC3 prostate cancer cells and its oil conserved almost all the effects of raw seeds. Further, it pre-
vented the increased of prostate relative mass and volume, prostate epithelium height, PSA and testosterone
dose-dependently compared to normal rats. This effect is thought to be mediated through antiandrogenic, es-
trogenic and anti-inflammatory activities, evidenced by a decreased in IL-1p, IL-6 and TNFa level. Overall, this

results justify its traditional use.

1. Introduction

Cancer is a large family of diseases that involve abnormal cell growth
with the potential to spread to other parts of the body (National Cancer
Institute, 2018). With 1.4 million new cases and 375,000 deaths, pros-
tate cancer was the fifth leading cause of cancer related deaths and the
second most frequent cancer in men worldwide (Sung et al., 2021).
Although not causing as many deaths, benign prostatic hyperplasia
(BPH), remains a major public health challenge worldwide. It is the most
common urogenic disease among men which greatly affects the lifestyle
(Langan, 2019). The symptoms of BPH include but are not limited to
urgency, frequency, nocturia, incomplete urination and weak urinary
stream (McVary et al, 2011). Its etiology is not well understood,

however, genetic factors, dietary, endogenous hormones (androgens
and estrogens), inflammation and oxidative stress have been positively
correlated with BPH (Devlin, 2021).

Several modern therapeutic strategies have been developed nowa-
days and 5a-reductase inhibitors such as finasteride and dutasteride are
the most abundant in the market. Unfortunately, they have limitations
such as dizziness, decreased libido, erectile dysfunction, hypotension,
tachycardia and retrograde ejaculation (Yan et al., 2021). Hence, many
patients rely to natural alternatives and functional foods offer wide
range of health benefits (Singh and Kumar, 2023). The Cucurbitaceae is
a large family distributed worldwide and gathering ~ 130 genera and
800 species including squash, gourds, melons and pumpkins (Sahayi and
Shirali, 2018). Pumpkin seeds promote men fertility, prevent prostate

Abbreviations: ANOVA, Analysis of variance; ATCC, American Type Culture Collection; BPH, benign prostatic hyperplasia; BW, body weight; COX-2, cyclo-
oxygenase-2; FBS, fetal bovine serum; DHT, dihydrotestosterone; HRP, horseradish peroxidase; IFN-y, interferon; MTT, 3 [4,5-dimethylthiazol-2-yl] diphenylte-
trazolium bromide; PSA, prostate specific antigen; SEM, standard error on mean; TNFa, Tumor Necrosing Factor alpha.
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related problems such as benign prostatic hyperplasia and prostate
cancer and improve urinary dysfunction in overactive bladder syndrome
(Paul et al., 2020). However, the pumpkins are distributed differently
over the world and those of the unexplored countries attract the atten-
tion of scientists. In this line, this study sought the rational of using
pumpkin seeds against benign prostatic hyperplasia.

2. Materials and methods
2.1. Substances

Finasteride (Chibroproscart), used as standard drug was obtained
from Pierre Fabre® (Boulogne, France); Enanthate testosterone
(Androtardyl) used to induced BPH was purchased from Bayer Pharma®
(Berlin, Germany). The PSA ELISA kit was obtained from Cusabio
Biotech Co. Ltd (Newark, Delaware, USA).

2.2. Plant material

2.2.1. Pumpkin seeds collection

Cucurbita maxima (CMx), Cucumeropsis manii (CMn), Lagenaria
siceraria (LSi), Cucurbita moschata (CMs), Cucumis sativus (CSt) and
Cucumis melo (CM1) seeds were harvested in Baleng and Bafang (West
Region, Cameroon). They were authenticated by comparison with the
botanical sample deposited at the Cameroon National Herbarium. The
Table 1 depicts information on the selected pumpkin studied as well as
their voucher.

2.2.2. Preparation of the different extracts

The dried seeds were crushed using an electronic grinding. Two (2) g
of powder were mixed with 5 ml of distilled water. The paste obtained
was wrapped in biodegradable sheets and then prepared in a stainless-
steel pot for two hours. The obtained pistachio cake was then weighed
and homogenized in distilled water for animal treatment.

Pumpkin seeds oil was extracted using an oil machine model YD-ZY-
OIC purchased from RPC (Paris, France). For this to be done, 500 g of
Cucumis sativus seeds have been extracted through the machine at low
temperature to preserve all the nutritional properties. This process
yielded 168.65 g of oil (33.73 %) and 317.1 g of cake (63.42 %).

The powder pumpkin seeds obtained as well as the cakes were
administered to the animals after mixing with distilled water, while the
oil was administered by dilution in corn oil.
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2.3. Experimental organisms

2.3.1. Cell lines

DU145 and PC3, which are human androgen-independent prostate
cancer cells and LNCaP, androgen-dependent prostate cancer cells, were
purchased from the American Type Culture Collection (ATCC) (Wesel,
Germany). The cells were cultured in RPMI 1640 medium containing 10
% fetal bovine serum (FBS), 1 % penicillin, 1 % glutamax and 20 mM
HEPES-buffer (all from Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Germany). The
cells were maintained at 37 °C in a humid atmosphere at 5 % COa.
Subcultures from passages 5——22 were used. Before each experiment,
cell viability was determined by trypan blue assay (Gibco/Invitrogen).

2.3.2. Animals

Male Wistar rats weighing ~ 250 g and aged ~ 2.5 months were
obtained from the animal house of the Laboratory of Animal Physiology
(University of Yaounde I, Cameroon). Animals were kept in the plastic
cages and maintained in ambient temperature and humidity with a dark-
light cycle of 12 h. The animals had free access to water and standard
soy-free food consisting of: corn (36.5 %), bone flour (14.6 %), wheat
(36.5 %), fish flour (4.9 %), crushed palm kernel (7.3 %), sodium
chloride (0.3 %) and vitamin complex (Olivitazol® 0.02 %).

2.4. Experiments

2.4.1. MTT cell viability assay

Cell growth was estimated using MTT test (3 [4,5-dimethylthiazol-2-
yl] diphenyltetrazolium bromide) (Roche Diagnostics, Penzberg, Ger-
many). The cells (DU145, PC3 and LNCaP) were seeded in a 96-well
plate at a density of 10,000 cells/well in 50 pL of RPMI-1640 medium.
After 24 h, the cells were treated as follows:

e In the first experiment, all the six (6) pumpkin seeds have been tested
at concentrations from 5 to 200 pg/mL.

o In the second experiment, oil and cake of Curcumis sativus have been
tested at concentrations from 2.5 to 100 pg/mL.

In the both experiments, the control cells were incubated with
vehicle (DMSO 0.01 % in RPMI-1640 medium). After 24 h, 48 hand 72 h
of incubation, 10 pL of MTT (0.5 mg/mL in PBS) was added to each well
and plates were incubated for an additional 4 h at 37 °C in the dark. The
MTT was solubilized with 100 pL of a buffer containing 10 % SDS in
0.01 M HCI overnight. The absorbance was subsequently measured at

Table 1
Recapitulative information on the edible pumpkins of Cameroon.
Scientific name Vernacular Parts used Voucher Phytochemical constituent Biological activity References
name

Cucurbita maxima Ppoe tiog Leaves, flowers, Total phenols, flavonoids, total ~ Antioxidant, antimicrobial, anticancer, Wahid et al.,

Duchesne (CMx) seeds and fruit 45526/ carotenoids, terpenoids, anti-inflammatory and anti-diabetic 2021
HNC tannins

Cucurbita poe mélam Seeds, pulp and 25691/SRF Total phenols, flavonoids, Antioxidant, antiobesity, anti-diabetic, Mindjou et al.,
moschataDuchesne fruit CAM tannins anticancer and antibacterial 2021
(CMs)

Lagenaria ndu toit Leaves, fruits 48907/ Alkaloids, glycosides, steroids, Anticancer, anti-hyperlipidemic, anti- Aref et al., 2021
sicerariaStandl and seeds HNC tannins, saponins and inflammatory, analgesic, antioxidant and
(LSi) flavonoids antimicrobial

Cucumis sativus mbotamblio Seeds and 42457/ Alkaloids, glycosides, steroids, Analgesic, anti-inflammatory, antioxidant Wahid et al.,
(CSst) leaves HNC tannins, saponins and antibacterial and cytotoxic 2021

flavonoids

Cucumeropsis ndu nkaok Seeds 42484/ Alkaloids, flavonoids, Antimicrobial, hypoglycemic, antioxidant Adepoju et al.,
maniiNaud HNC glycosides, steroids, and and anti-atherogenic 2021
(CMn) tannins

Cucumis melo ndu Aerial parts, Tannins, alkaloids, saponins, Antioxidant, hypolipidemic, Malathi and
(CMD) fruit, peel and flavonoids, glycosides and hepatoprotective, anti-inflammatory, Vadivelu, 2021

seeds

steroids

antiproliferative and antidiabetic
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550 nm using a microplate ELISA reader (TECAN®, Crailsheim,
Germany).

2.4.2. Testosterone-induced BPH in rat

Rats were acclimatized for 2 weeks and divided into several groups
of 5 rats each. Testosterone enanthate was administered at a dose of 3
mg/kg s.c., reported as optimal dose to induce benign prostatic hyper-
plasia rats (Zingué et al., 2020). Three (3) different experiments were
performed but in all of them, the normal rats (NOR) and the negative
(BPH) control groups received the vehicle (distilled water), while the
positive control (FINAS) group received the finasteride at a dose of 5
mg/kg BW as reported by Njamen et al. (2020) and Zingue et al. (2020).
The test groups vary in function of the experiment as follows:

e For the experiment dealing with the comparative effects of the six
selected edible pumpkin seeds 12 test groups (n = 5) were randomly
distributed and treated at two concentrations (500 and 1000 mg/kg
BW) each seed;

For the experiment dealing with the comparative effects between the
raw and cooked Curcumis sativus (who showed promising effects in
the previous experiment), 8 test groups were treated either with raw
or cooked Curcumis sativus seeds at doses of 125, 250, 500 and 1000
mg/kg BW (doses extrapolated from the daily amount (10 g/day)
recommended by the German commission and framed);

For the experiment dealing with the assessment of the effects of
Curcumis sativus seeds oil 4 test groups were treated with oil at 42, 85
and 170 mg/kg BW [doses extrapolated from the optimal dose (500
mg/kg) by applying the percentage of oil yield, which has been
framed]. One group received the C. sativus raw seed extract at the
dose of 500 mg/kg.

All treatments were done once daily around 8:00 a.m. by gavage for
28 days. At the end of all treatments, rats were sacrificed by decapitation
under light anesthesia with Diazepam (10 mg/kg) and ketamine (50 mg/
kg). Blood was immediately collected in dry tubes and centrifuged at
3000 rpm for 15 min. The collected supernatants were stored at —20 °C
for biochemical analyses. The ventral prostates were removed, weighed
and a part was immediately fixed in 10 % formalin for histological
analysis. The other part was weighed and ground with the teflon-glass
potter on ice in sodium phosphate buffer (0.1 M; pH 7.5) to obtain a
final 20 % homogenate. After centrifugation at 3000 rpm for 15 min at
4 °C, the collected supernatant was stored at —20 °C for the determi-
nation of total protein in the prostate. The prostate wet weight was
calculated as the prostate weight/body weight ratio as described by
Nahata and Dixit (2012). The size of the prostate was measured using a
1 mm precision sliding caliper (IGAGING®) and prostate volumes were
calculated using the formula of Rahul et al. (2014): volume = length x
weight x height x /6.

2.4.3. Evaluation of the anti-androgenic activity of C. Sativus seed oil

The anti-androgenic property of C. sativus was evaluated following
the OECD guideline 441 (2009). Thus, 36 six-week-old rats were accli-
matized and then castrated, while 6 rats underwent sham-operation.
After one week of hormone depletion, the rats were divided into 6
groups of 6 animals each and randomized as follows: a normal control
group receiving vehicle (distilled water) per os and corn oil subcutane-
ously. The negative control group (CAST) received distilled water per os
and testosterone s.c.; while the positive control (FLU) received flutamide
as standard at a dose of 3 mg/kg BW per day per os and testosterone s.c.
(0.4 mg/kg bw/day). The four test groups received C. sativus seed oil at
doses of 42.5, 85 and 170 mg/kg BW as well as the total crude extract
(500 mg/kg BW) per os and testosterone s.c.. The treatment lasted for 10
days, after which the animals were sacrificed by decapitation and
androgen-dependent organs (prostate, seminal vesicles, glans and
Tyson’s glans) were immediately removed and weighed.
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2.4.4. Evaluation of estrogenic activity of c. Sativus seeds oil

Estrogenic activity was evaluated as a possible mode of action of
C. sativus, using a modified protocol based on Jasem and Tawfeek
(2020). Thus, 45 male rats that were 2 months old were acclimatized
and divided into 8 groups of 5 animals each treated as follows: the first
group received the vehicle (corn oil); the second group was treated with
a pure antiestrogen (Fulvestrant) at a dose of 300 ug/kg BW; the third
group received estradiol valerate (E2V) at 400 pg/kg; the fourth group
was co-treated with E;V and letrozole at the fore mentioned doses. The
last four groups received C. sativus seed oil (CSt-oil) at doses of 42.5, 85
and 170 mg/kg, respectively, or the total C. sativus seed extract (CSt) at a
dose of 500 mg/kg, concomitantly with EoV and letrozole at the fore
mentioned doses. The treatment was per os and lasted for 30 days, after
which, the animals were sacrificed and androgen-dependent organs
(prostate, epididymis, seminal vesicles, testes, deferent canal and penis)
were removed and weighed.

2.5. Evaluation of biochemical parameters

2.5.1. Total protein level

Total protein in prostate tissue was evaluated by Bradford methods
(Bradford, 1976). In an acidic environment, the hydrophobic amino acid
residues of the proteins react with Coomassie Blue G250. This reaction
leads to a change color reaction which turns blue and absorbs at 595 nm.
The intensity of the coloration is proportional to the total of protein
residues contained in the homogenate.

2.5.2. PSA activity

The serum level of prostate specific antigen (PSA), the main
biomarker of prostate disease, was measured by an ELISA method
described by Nilsson et al (1997). The PSA ELISA is a non-competitive
solid phase immunoassay based on the direct sandwich technique. Cal-
ibrators, controls and samples were incubated together with a bio-
tinylated anti-PSA monoclonal antibody and a horseradish peroxidase
(HRP)-labeled anti-PSA monoclonal antibody in streptavidin-coated
microtiter strips. Color intensity was determined in the microtiter
plate spectrophotometer at 620 nm.

2.5.3. Serum level of IL-1p, IL-6 and TNF-a

They were measure by the quantitative sandwich enzyme immuno-
assay technique. Antibody specific for Tumor Necrosing Factor alpha
(TNF alpha), interleukin 1 beta (IL-1 beta) and interleukin 6 (IL-6) has
been pre-coated into a microplate, then standards and samples were
pipetted into the wells. The IL-1pf/ IL-6/TNFa present in sample bound
by the immobilized antibody. After removing any unbound substances, a
biotin-conjugated antibody specific for IL-1p/ IL-6/TNFa has been
added to the wells. After washing, avidin conjugated HRP was added to
the wells. Following a wash to remove any unbound avidin-enzyme
reagent, a substrate solution was added into each wells and color de-
velops was proportional to the amount of IL-1f/ IL-6/TNFa bound in the
initial step. The color development is stopped and the intensity of the
color is measured through a multyreader ELISA (“Lumineux MAGpix
Analyzer”, XMAP Technology, USA).

2.6. Histological analysis

The prostates were fixed in 10 % neutral formalin and embedded in
paraffin wax, sectioned into 5-ym slices and stained with hematoxylin
and eosin stain. Microphotographs were captured at 400 x magnifica-
tion using complete Zeiss equipment consisting of a microscope Axi-
oskop 40 connected to a computer. The images were analyzed using
MRGrabl.0 and Axio Vision 3.1 software, all provided by Zeiss (Hall-
bermoos, Germany).
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2.7. Statistical analysis

Results were expressed as mean =+ standard error on the mean (SEM).
Means were compared by analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnet’s posttest using Sigma plot software version 11. The difference
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was considered significant at p < 0.05.
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Fig. 1. Cell growth of Lagenaria siceraria-LSi (A & B), Cucumeropsis manii-CMn (C & D), Cucurbita maxima-CMx (E & F), Cucurbita moschata-CMs (G & H), Cucumis
melo-CMI (I & J) and Cucumis sativus-CSt (K & L) on DU145 and PC3 cells, respectively. Cells were treated with concentrations range from 12.5 to 200 ug/mL and
incubated for 24, 48 and 72 h. Control cells remained untreated. *p < 0.05 and *p < 0.01 versus controls.
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Fig. 1. (continued).
3. Results seeds on DU145 and PC3 cells growth after 24, 48 and 72 h. It can be
observed that CMx exhibited significant inhibition of the both cancer
3.1. Effects of selected pumpkin seeds on cell growth cell lines (p < 0.05) at 100 pg/mL in DU145 cells and 50 and 100 pg/mL
in PC3 cells.
The Fig. 1 depicts the effects of 3 (Lagenaria siceraria-LSi, Cucumer- The Fig. 2 presents the effects of the others selected pumpkin seeds

opsis manii-CMn, Cucurbita maxima-CMx) out of the six selected pumpkin (Cucurbita moschata- CMs, Cucumis melo-CM]; Cucumis sativus-CSt). CMs
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Fig. 2. Cell growth of Cucumis sativus-CSt cake and oil on DU145 (A & B), PC3 (C & D) and LNCaP (E & F) cells. Cells were treated with concentrations range from
12.5 to 200 pg/mL and incubated for 24, 48 and 72 h. Control cells remained untreated. *p < 0.05 and *p < 0.01 versus controls.

and CMI as well as LSi (Fig. 1) did not change the growth of the DU145
and PC3 cells. The Cucumis sativus (CSt) seeds time-depend and con-
centration depend fashion inhibit the both DU145 (p < 0.05 at 100 pg/
mL) and PC3 cells (p < 0.05 at 50 pg/mL and p < 0.01 at 100 pg/mL).

Out of the six samples, Cucumis sativus (CSt) exhibited the most
potent antiproloferative effects in vitro.

3.2. Comparative effects of the six selected pumpkin seeds on BPH
induced in rat

A 28-day administration of testosterone induced significant increase
in the prostate index (p < 0.01), prostatic epithelium height (p < 0.001)
and prostate cells diameter (p < 0.01) (Table 2). The finasteride
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Table 2
Protective effects of the six selected pumpkin seeds from Cameroon against HBP
induced in rats.

Groups  Prostate Prostate Prostate Total Epithelium
wet growth volume protein height (um)
weight inhibition (mm?) level
(mg/kg (%) (mg/mL)

BW)
NOR 1616 + 99 - 292 + 14 85+ 1.4 24+0.1
BPH 2436 + - 332+ 14 88 +£0.8 58 +
T1## 0.1###
FINAS 1889 + 54.4 % 202 + 75 + 3.5 £ 0.1%**
30# 20%* 1.2%%*
LSi 500 2377 + 7.21 % 325+ 15 89+1.9 4.3 £ 0.1%*%*
258
LSi 2385 + 6.22 % 248 +13 89 +0.1 4.3 £ 0.1%**
1000 280

CMn 2451 + 0.0 % 313+ 20 86 + 3.3 4.6 £ 0.2*
500 168

CMn 2390 + 55% 292 + 33 85+ 28 6.8 £0.3
1000 240

CMx 2324 + 13.6 % 260 + 38 78 + 4.4 £ 0.2%*
500 122 4.4*

CMx 2210 + 27.5% 249 + 20 84 +1.4 4.8 £0.1*
1000 187

CMs 2192 + 29.8 % 264 +18 83 +£ 4.4 55+03
500 129

CMs 2493 + 0.0 % 271 £ 43 80+ 09 5+0.3
1000 224

(@1 2454 + 68 21% 327 £ 5 69 + 52+03
500 2.7%%*

CM1L 2418 + 21% 257 £ 12 66 + 5.6+ 04
1000 163 1.6%**

CSt 500 2029 + 96 49.5 % 216 + 74 + 4.4 £ 0.1%*

14:‘:'!: 1.3'«'.“5\".‘:

Cst 2272 + 49 20.3 % 224 + 86 + 1.0 4.3 £ 0.2%**

1000 17*

NOR = Normal rats that received distilled water; BPH = Rats treated with
testosterone enanthate (3 mg/kg) and distilled water for 28 days; FINAS = Rats
co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and finasteride (5 mg/kg); LSi
= Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and Lagenaria siceraria
at 500 and 1000 mg/kg; CMn = Rats co-treated with testosterone enanthate (3
mg/kg) and Cucumeropsis mannii at 500 and 1000 mg/kg; CMx = Rats co-treated
with testosterone enanthate (3 mg/kg) and Cucurbita maxima at 500 and 1000
mg/kg; CMs = Rats co-treated with testosterone enanthate and Cucurbita
moschata at 500 and 1000 mg/kg; CMIl = Rats co-treated with testosterone
enanthate and Cucumis melo at 500 and 1000 mg/kg; CSt = Rats co-treated with
testosterone enanthate (3 mg/kg) and Cucumis sativus at 500 and 1000 mg/kg.
## p < 0.01 and ### p < 0.001: significant difference v.s. normal. *p < 0.05;
**p < 0.01; *** p < 0.001: significant difference v.s. negative control (BPH).

protected against the testosterone-induced the increased in prostate
index (p < 0.05), prostate volume (p < 0.01), prostatic epithelium height
(p < 0.001), prostate cells diameter (p < 0.01) and protein levels in
prostate (p < 0.001). Concerning the selected pumpkin seeds, Lagenaria
siceraria (LSi) at the 500 (p < 0.001) and 1000 mg/kg (p < 0.001);
Cucumeropsis mannii (CMn) at 500 mg/kg (p < 0.001); Cucurbita maxima
(CMx) at 500 (p < 0.01) and 1000 mg/kg (p < 0.05) and Cucumis sativus
at 500 (p < 0.01) and 1000 mg/kg (p < 0.001) significantly decrease the
prostatic epithelium height. Protein levels in prostate was significantly
decreased and Cucumeropsis mannii (CMn) at the dose of 500 mg/kg (p <
0.05); Cucumis melo (CML1) at both 500 and 1000 mg/kg (p < 0.001) and
Cucumis sativus at 500 mg/kg (p < 0.001).

Amongst all the tested pumpkin seeds, Cucumis sativus extract
showed the most potent effect at the dose of 500 mg/kg (Table 2); evi-
denced by a reduction of prostate index (from 2436 + 71 in BPH v.s.
2029 + 96; non-significant), prostate volume (from 332 + 14 in BPH v.s.
216 + 14 mm?; p < 0.01), total protein level (from 88 + 0.8 in BPH v.s.
74 + 1.3 mg/mL; p < 0.001) and epithelium height (from 5.8 + 0.1 BPH
v.s. 4.4 £ 0.1 pm; p < 0.001). The following sample was then retained for
further experiments.

Journal of Functional Foods 114 (2024) 106088
3.3. Effect of raw and cooked C. Sativus seeds on BPH

As expected, the 28-day testosterone administration induced a sig-
nificant increase in the relative prostate weight (p < 0.001), prostate
volume (p < 0.001), total protein level in prostate (p < 0.01) and
prostatic epithelial height compared to normal rats (Table 3). Raw and
cook C. sativus seeds significantly decreased (p < 0.05; p < 0.01; p <
0.001) these parameters compared with the negative control group
mostly at 250 and 500 mg/kg BW. Finasteride at 5 mg/kg BW signifi-
cantly (p < 0.001) prevented the testosterone-induced relative prostate
weight, prostate volume, total protein level in prostate and prostatic
epithelial height as compared to BPH rats (Table 3).

The raw C. sativus seeds extract exhibit potent effects than the cooked
one with the optimal effects at the dose of 500 mg/kg which signifi-
cantly inhibit the testosterone induced the increased in the prostate
weight (from 3690.8 + 127.0 mg/kg in BPH v.s. 2659.6 + 178.9 mg/
kg), prostate volume (from 925.2 + 56.5 mm? in BPH v.s. 387.9 + 54.3
mm®), total protein level in prostate (from 108.7 + 4.4 mg/mL in BPH v.
s. 98.2 + 0.4 mg/mL) and prostatic epithelial height (from 10.6 + 0.4
pm v.s. 9.1 + 0.1 um) as compared to BPH rats.

3.4. Comparative effects of oil and cake from C. Sativus seeds on cell
growth

The Fig. 3 shows that the cake of C. sativus seeds failed to inhibit the
prostate cancer growth in vitro. Interesting the oil of C. sativus seeds
conserved the quasi-total effects of the raw seeds on prostate cancer
cells, materialized by the time- and concentration-dependent inhibition
of DU145, PC3 and LNCaP cells with best effect at 100 pg/mL.

Base on this result, only the oil of C. sativus seeds has been further
tested on BPH in rat.

Table 3
Protective effects of raw and cooked C. sativus seeds against BPH induced in rat.
Groups Prostate wet Prostate Proteins in Prostate
weight (mg/kg  volume prostate epithelium
BW) (mm?®) (mg/mL) height (um)
NOR 1690.8 + 54.4 454.8 + 95.4 + 2.2 6.9 +04
87.9
BPH 3690.8 + 925.2 + 108.7 + 10.6 £ 0.4###
127.0### 56.5### 4.4##
FINAS 2298.2 + 423 + 86.6 £ 2.3%** 7.9 £ 0.4%%*
177.7%%* 48.1%**
CSt-raw 2929.0 + 314.8 451.9 + 113.1 +£3.9 9.4+0.1
125 94.7%**
CSt-raw 2991.6 + 218.3 512.7 + 109.1 + 4.4 8.6 £ 0.1**
250 72.2%*
CSt-raw 2659.6 + 387.9 + 98.2 + 0.4* 9.1 £0.1*
500 178.9** 54.3%**
CSt-raw 3188.1 +169.8 456.2 + 87.9 £ 1.2%%* 9.9+0.2
1000 46.7%**
CSt-cook 3249.3 £+ 345.1 662.8 + 94.1 £ 2.8*%** 9.9+ 0.6
125 74.1
CSt-cook 3004.6 +110.9 536.2 + 91.7 &+ 2.1** 9.1 £0.2*
250 35.2%*
CSt-cook 3040.3 + 163.4 681.1 + 90.5 £ 2.1%** 9.7 £0.2
500 60.7
CSt-cook 2832.8 + 564 + 94.1 + 1.9%* 99+03
1000 269.8* 67.1%*

NOR = Normal rats that received distilled water; BPH = Rats treated with
testosterone enanthate (3 mg/kg) and that received distilled water for 28 days;
FINAS = Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and finasteride
(5 mg/kg); CSt-raw = Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and
raw Cucumis sativus seeds. CSt-cooked = Rats co-treated with testosterone
enanthate (3 mg/kg) and cooked Cucumis sativus seeds. ###p < 0.001; ##p <
0.01: significant difference v.s. normal. *p < 0.05; **p < 0.01: significant dif-
ference v.s. BPH.
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Fig. 3. Protective effects of C. sativus seed oil on morphology (A), prostate relative weight (B), prostate volume (C) and serum PSA level (D) after 28 days of
treatment. Each bar represents the mean + SEM (n = 5). NOR = Normal rats that received distilled water; BPH = Rats treated with testosterone enanthate (3 mg/kg)
and received distilled water; FINAS = Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and finasteride (5 mg/kg); CSt-oil = Rats co-treated with testosterone
enanthate (3 mg/kg) and C. sativus seed oil at 85, 170, and 340 mg/kg; CSt 500 = Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and crude C. sativus raw seed
at 500 mg/kg BW. ###p < 0.001: significant difference versus normal. *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001: significant difference versus negative control (BPH).
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3.5. Effect of oil from C. Sativus seeds in BPH

3.5.1. Effect on relative mass, volume and prostatic epithelium height

Testosterone has induced significant (p < 0.001) increase in the
relative prostate weight and prostate volume in BPH rats compared to
normal rats (Fig. 4). Finasteride significantly (at least p < 0.001)
decreased these parameters compared to BPH group. C. sativus seeds oil
induced a significant dose-dependent decreased in prostate relative mass
(p < 0.05) and prostate volume (p < 0.05) at all the tested doses with
optimal effects at dose of 170 mg/kg. The effects recorded in all prostate
parameters following oil treatment are similar to that observed with the
raw C. sativus seeds at 500 mg/kg.

3.5.2. Effect on PSA level

The Fig. 4D shows the effects of C. sativus seed oil on prostate specific
antigen (PSA) levels after 28 days of treatment. A 28-day consecutive
administration of testosterone resulted in a significant increase in PSA
levels (p < 0.01) compared to the normal control group. Finasteride did
not change the PSA level. Both oil from C. sativus and raw seeds extract
significantly (p < 0.01) prevented the testosterone-induced increased in
the PSA at all tested doses compared to BPH rats.

3.5.3. Effects on cytokines levels

The Table 4 displays the effects of C. sativus oil on some pro-
inflammatory cytokines. Testosterone resulted in a significant (p <
0.01) increase in the levels of TNF alpha, IL-1 beta and IL-6 compared to
the normal rats. Just like finasteride, C. sativus seed oil as well as the raw
seeds extract, significantly (p < 0.001) reduced the serum levels of TNFa
(p <0.05), IL-1B (p < 0.01) and IL-6 (p < 0.01) mainly at the dose of 170
mg/kg and 500 mg/kg BW, respectively compared to BPH rats.

3.5.4. Effects on histo-architecture of the prostate

The cross-sections of the prostates stained by the classical H&E stain
(Fig. 5) showed that C. sativus seeds oil in the light of finasteride reduced
the prostatic epithelium height at a simple layer such as in normal rats.
The measurement of the prostatic epithelium height showed that
testosterone-induced a significant (p < 0.001) increase in prostatic
epithelium height. Finasteride (p < 0.001), oil at all tested dose (p <
0.01 at 42.5 mg/kg and p < 0.001 at 80 and 170 mg/kg BW) and raw
extract (p < 0.001) significantly diminished the prostatic epithelium
height compared to BPH rat.

3.6. Anti-androgenic effect of C. Sativus

Fig. 5 illustrates the anti-androgenic effects of C. sativus seed oil on
the relative weights of the prostate (Fig. 5A), seminal vesicles (Fig. 5B),
glans (Fig. 5C) and Tyson glans (Fig. 5D). Castration resulted in a sig-
nificant reduction (p < 0.05) in the relative weight of the prostate,
seminal vesicles and glans compared to the non-castrated group (SHAM)
after 17 days. Administering testosterone to castrated animals at 0.4
mg/kg for 10 days resulted in a significant (p < 0.001) increase in the
relative weight of these parameters, as well as that of Tyson glan. Similar
to flutamide (3 mg/kg), C. sativus seed oil significantly reduced the
relative weight of the prostate (p < 0.05; p < 0.01), seminal vesicles (p <
0.01), glans (p < 0.05) and Tyson glan (p < 0.001) compared to the
testosterone-only group. The total seed extract significantly reduced
only the weight of the seminal vesicle (p < 0.01) and Tyson’s glans (p <
0.001).

3.7. Estrogenic effect C. Sativus

The estrogen-potentiating effects of C. sativus oil and total seed
extract on the relative weights of the testes, prostate, seminal vesicles,
epididymis, deferens ducts and penis are shown in Table 5. The results
show that fulvestrant significantly reduced the relative weights of the
prostate (p < 0.05) and seminal vesicles (p < 0.01) compared to the
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normal control. Letrozole produced a non-significant reduction in these
parameters compared to the non-castrated rats after 28 days of treat-
ment. Letrozole co-administered with estradiol valerate (E;V) signifi-
cantly reduced prostate weight (p < 0.05) compared with the normal
control. C. sativus seed oil and raw extract potentiated the effects of
estrogen by significantly reducing the relative weights of the testes (p <
0.05), prostate (p < 0.05; p < 0.01), deferens ducts (p < 0.05; p < 0.01),
and penis (p < 0.05) compared to the LETRO group.

4. Discussion

Prostate cancer and benign prostatic hyperplasia are linked by the
uncontrolled proliferation of cells. To scientifically verify the claim on
the beneficial effects of selected pumpkin seeds, they were first assessed
on aggressive prostate cancer DU145 and PC-3 cells through a well
characterize MTT assay, which measure the metabolic activity of cells.
C. sativus seed extract inhibitd DU145 and PC3 cells in a concentration-
dependant manner mainly at 100 ug/mL. These results are in line with
various reports, which showed the antiproliferative and anticancer ef-
fects of pumpkin seeds (Malathi and Vadivelu, 2021; Aref et al., 2021).
BPH is a common male disease caused by excessive proliferation of the
prostate gland and muscle tissue with age under the influence of an-
drogens in particular testosterone (Mobley et al., 2015). Once released
from its plasma carrier protein, testosterone enters into the prostate cell
and is metabolized in dihydrotestosterone (DHT) by 5a-reductase. DHT
bind androgen receptors and induces growth and differentiation of the
prostate cells; which in turn cause hyperplasia of stromal and epithelial
cells and BPH (Seo et al., 2021). Alternatively, in eldery men, abundant
adipocytes increase the amount aromatase which in turn increase the
rate of conversion of androgens to estrogens. These later would act via
estrogen receptors in prostate and activate the proliferation of stromal
and epithelial cell autocrine and paracrine pathways (Devlin, 2021). In
this study, the testosterone administration induced a significant increase
in the prostate relative weight, prostate volume and prostate epithelium
height compared to normal rats, confirming the set up of BPH (Nahata
and Dixit, 2012). In fact, prostate weight and prostate volume are crucial
indicators for the diagnosis of BPH and for the screening of potential
beneficial compounds. This BPH rat model is widely used by the scien-
tific community (Zingué et al., 2020). As expected, the finasteride, a
selective inhibitor of type II 5-a reductase, used as standard in this study
significantly counteracted the effects of testosterone after 28 days of co-
treatment (Evans et al., 2005). Except for Cucumeropsis mannii and
Cucurbita moschata seeds who failed to change the prostate parameters,
the other exhibited protective effects against the testosterone-induced
prostate hyperplasia, suggesting antiproliferative effects. The best ef-
fect was observed with C. sativus seeds. This might be due to its high
content in cucurbitacins, which are well known antiproliferative (Wahid
and Khan, 2021). It is worth noting that all the six pumpkins were tested
at the same doses, which were extrapolated from the daily recom-
mended amount of 10 g/day for human consumption as recommended
by the German commission. Throughout this study, no signs of toxicity
were observed, confirming the pumpkin’s status as food.

Raw and cooked C. sativus seeds mainly at the doses of 250 and 500
mg/kg significantly reduced relative prostate weight mass and prostate
volume as compared to BPH rat. It is well known that the intensity or the
probability of occurrence of the effects is proportional to the quantity of
drug present at the site of action. To generate a detectable effect, the
drug must be able to reach the site of action and be present in sufficient
quantity to interact with the target receptor or enzyme (Brunel et al.,
2021). Moreover, the raw extract was the most active. This observation
is consistent with observation of Olufeko et al. (2020), when evaluating
the effects of the cooking on chemical and phytochemical compositions
of raw and cooked melon as well as walnut seeds demonstrated that
except for the flavonoids, cooking reduced tannin, steroid, terpenoids,
alkaloids and phenol content in melon seeds. Polyphenols including
flavonoids are known to have antiproliferative activity on BPH via the
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Fig. 4. H&E 100 x photomicrographs of prostate section (A) and prostatic epithelium height (B) in BPH rats treated with C. sativus seeds oil. Each bar represents the
mean + SEM (n = 5). NOR = Normal rats that received distilled water; BPH = Rats treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and received distilled water;
FINAS = Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and finasteride (5 mg/kg); CSt-oil = Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and
C. sativus seed oil at 85, 170, and 340 mg/kg; CSt 500 = Rats co-treated with testosterone enanthate (3 mg/kg) and crude C. sativus raw seed at 500 mg/kg BW.
###p < 0.001: significant versus normal. **p < 0.01; ***p < 0.001: significant versus negative control (BPH). Ep = epithelium; Bl = blood vessels; Ct = connective
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Table 4
Protective effects oil from C. sativus seeds in some inflammatory cytokines
against BPH in rat.

Concentration level in serum (pg/ml)

Group TNFa IL1B IL-6

NOR 142.4 + 9.6 727.9 £+ 50.7 155.1 + 2.2
BPH 221.6 + 6.4## 870.9 £ 10.3## 184.8 + 8.8##
FINAS 142.4 + 6.4** 677.5 + 4.8%** 148.1 + 3.1
CS-oil 42.5 248.1 £ 16.1 832.5 + 25.4 176.2 + 3.5
CS-oil 85 179.2 + 20.1 749.2 + 26.8* 167.8 + 3.2*
CS-0il 170 175.7 + 8.7* 753.6 £ 7.4%* 156.1 + 1.6%*
CS 500 148.1 + 5.2%* 696.5 + 10.3%** 157.6 + 1.2%**

NOR = Normal rats receiving distilled water; BPH = Rats given testosterone
enanthate (3 mg/kg) and distilled water for 28 days; FNS = Rats given testos-
terone enanthate and treated with finasteride (5 mg/kg); CS-oil = Rats given
testosterone enanthate and treated with Cucumis sativus oil; CS = Rats given
testosterone enanthate and treated with Cucumis sativus. PGI = Prostate growth
inhibition. ### p < 0.001; ## p < 0.01: significant difference from normal. * p
< 0.05; ** p < 0.01: significant difference from negative control.

inhibition of 5a-reductase isoenzymes (Mitsunari et al., 2021). In vitro,
the oil better prevented the prostate cancer cells growth than the cake
from C. sativus raw seeds. The difference effect could be due to the
variation in the relative composition of bioactive ingredients in the oil
and in the cakes; oil exhibited the quasi-totality effects of the raw seeds
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extract. In vivo oil significantly decreased the prostate wet weight,
prostate volume and prostatic epithelium height compared to untreated
BPH rats. These results are in line with those of Gossel-Williams et al.
(2006) who showed that the oil extracted from raw C. sativus as well as
C. pepo inhibit prostate hyperplasia through the inhibition of 5a-
reductase. Although we did not assess the effect of C. sativus oil on 5a-
reductase, we can hypothesize than it induces part of its effect through
this pathway. Studies have suggested that the actions of pumpkin seed
oil may also be attributed to its content on phytosterols, which are
known to interfere with the actions of dihydrotestosterone (Carbin et al.,
1990).

PSA is a glycoprotein produced through the phosphorylation of DHT
in the prostatic stromal cells (Kim et al., 2017; Eleazu et al., 2021)
showed that a 28-day consecutive administration of testosterone at 3
mg/kg BW to induce BPH s.c. in rats is characterized by an increase of
the serum PSA level. Concomitant with this observation, the testos-
terone induced significant increase in the PSA level and finastéride as
well as C. sativus seeds oil at all tested doses reduced the serum PSA
level, strengthen their anti-proliferative effects on the prostate. Prostate
cell proliferation in BPH has been shown exacerbate under chronic
inflammation. Inflammation is a physiological response, initiated by the
synthesis of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-12, and
IFN-y) by macrophages in response to inflammatory injury. Inflamma-
tory cytokines amplify the inflammatory response by activating the
expression of various genes like cyclooxygenase-2 (COX-2) by
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Fig. 5. The effects of C. sativus seed oil on the relative weights of prostate (A), seminal vesicles (B), glans (C) and tyson glans (D). SHAM = sham-operated rats
receiving corn oil; CAST = castrated rats receiving corn oil for 10 days; TESTO = castrated rats receiving testosterone at 0.4 mg/kg; FLU = castrated rats co-treated
with testosterone (0.4 mg/kg) and flutamide (3 mg/kg); CSt-oil = castrated rats co-treated with testosterone (0.4 mg/kg) and C. sativus seed oil at 85 and 170 mg/kg
(most potent doses in the previous experiments); CSt = castrated rats co-treated with testosterone (0.4 mg/kg) and C. sativus seed crude extract at 500 mg/kg. (n = 5).
#p < 0.05: significant difference versus normal control; *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001: significant difference versus negative control (CAST).
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Table 5

Antiestrogenic effect of C. sativus on androgeno-dépendent organs.
Groups Testicles Prostate Seminale vesicles Epididyms Deferent ducts Penis
NOR 14.50 + 0.55 0.85 £ 0.15 3.33+£0.45 3.86 £ 0.14 0.67 £ 0.04 1.11 £ 0.05
FASLO 12.56 + 0.93 0.32 + 0.06# 1.56 + 0.24## 3.28 £ 0.20 0.61 + 0.04 0.96 + 0.08
LETRO 14.36 + 0.35 0.65 £+ 0.03 2.91 £0.36 3.55 £ 0.06 0.65 £+ 0.05 1.06 £+ 0.03
LETRO + E2V 11.97 £ 0.73 0.33 £ 0.05* 2.20 £ 0.49 3.51 £0.14 0.62 £ 0.07 1.03 £ 0.03
LETRO + E2V + CS-h 42.5 9.21 + 1.61* 0.34 £ 0.07 3.13+£0.43 3.61 £ 0.28 0.31 £+ 0.06** 0.70 £+ 0.05
LETRO + E2V + CS-h 85 10.30 + 1.25 0.37 £ 0.06 1.73 £0.36 2.65 + 0.42 0.50 £+ 0.07 0.95+0.1*%
LETRO + E2V + CS-h 170 9.75 + 1.02* 0.35 £+ 0.07* 0.85 + 0.07** 3.05 £0.11 0.36 £+ 0.03** 0.76 + 0.06*
LETRO + E2V + CS-500 8.73 + 2.27* 0.21 £ 0.02** 2.24 £ 0.57 3.20 £0.18 0.40 + 0.09* 0.74 + 0.08*

NOR = normal rats treated with corn oil; FASLO = normal rats treated with fulvestrant at 300 ug/150 g; LETRO = normal rats treated with letrozole at 0.5 mg/kg;
LETRO + E2V = normal rats treated with letrozole (0.5 mg/kg) and estradiol valerate (400 pg/kg); LETRO + E2V + CSt-oil = normal rats treated with letrozole (0.5
mg/kg), estradiol valerate (400 ug/kg) and C. sativus seed oil. C sativus seed oil at 42.5, 85 and 170 mg/kg; LETRO + E2V + CSt-500 = normal rats co-treated with
letrozole (0.5 mg/kg), estradiol valerate (400 ug/kg) and C. sativus total crude seed extract at 500 mg/kg. (n = 5). #p < 0.05; ##p < 0.01: significant difference versus
normal control. *p < 0.05; **p < 0.01: significant difference versus negative control (LETRO).

transcription factors (Mitsunari et al., 2021). Immune infiltrating cells
are activated in BPH condition by the production of various inflamma-
tory cytokines including TNF-a, IL-18 and IL-6. These cytokines
contribute to prostate enlargement and growth of epithelial cells as re-
ported by Rho et al. 2020. Similarly, in this study an up-regulation of
TNF-a, IL-1p and IL-6 in BPH rat compared to the normal rats. C. sativus
seeds oil significantly reduced the testosterone-induced up-regulation of
TNF-a, IL-1f8 and IL-6 cytokines. This result is on accordance with the
observation of El-Sherbiny et al. (2021), who demonstrated that diacerin
inhibited the above-mentioned inflammatory cytokine on testosterone-
induced BPH in rat. C. sativus seeds oil contains a high amount of
cucurbitacins A, B, C, D, E and I, which are potent anti-inflammatory
agents acting by inhibition of the cyclooxygenase (COX) enzymes
(Wahid et al., 2021).

The etiology of BPH is not well understood, although various causes
such as anti-inflammatory, antioxidant, androgenic, and estrogenic
factors have been implicated. To assess the anti-androgenic and estro-
genic potential of C. sativus oil, it was evaluated according to OECD
protocols. The administration of testosterone to castrated animals led to
a significant increase in the relative weights of the prostate, seminal
vesicles, glans, and Tyson glans. These findings align with a study by
Kim et al. (2002), which investigated the anti-androgenic effects of
bisphenol-A in immature castrated rats. Both C. sativus and flutamide,
when administered concurrently with testosterone to castrated rats,
significantly reduced the relative mass of these organs, suggesting an
anti-androgenic effect (OECD, 2009). Specifically, the increase in pros-
tate weight is dependent on DHT (Ajayi and Abraham, 2018), and
C. sativus, through its phytoconstituents such as delta-sterols, may
inhibit 5-reductase (Heim et al., 2018). Moreover, the administration of
fulvestrant (a pure anti-estrogen) and letrozole (an aromatase inhibitor)
to normal adult rats resulted in a reduction in the relative weights of the
prostate and seminal vesicles compared to untreated normal animals.
These results support the findings of Jasem and Tawfeek (2020), who
demonstrated that letrozole administration induced a decrease in the
weights of androgen-dependent organs in adult rats. In the etiology of
BPH, estrogens promote inflammation and hyperplasia by binding to
ERa (Ajayi and Abraham, 2018). Fulvestrant, an estrogen receptor
antagonist, inhibits estrogen dimerization and translocation while
increasing estrogen degradation (Carlson, 2005). The co-administration
of letrozole with estrogens led to a significant reduction in the relative
weight of the prostate and a non-significant reduction in the weights of
other androgen-dependent organs. Estrogens are known to inhibit the
growth of male reproductive organs and spermatogenesis through
negative feedback on the hypothalamic-pituitary complex (Schulster
et al., 2016). By binding to ERp, estrogens induce antiproliferative and
pro-apoptotic effects in the prostate by inhibiting apoptosis, increasing
oxidative stress, and decreasing testosterone levels (Ajayi and Abraham,
2018). Concurrent administration of C. sativus seed oil with estrogen and
letrozole resulted in a decrease in the weights of androgen-dependent
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organs compared to normal animals. These findings are consistent
with those of Weber et al. (2001), who demonstrated that the admin-
istration of phytoestrogens, particularly soybean phytoestrogens, to
male rats significantly reduced prostate weight. In fact, Kuhnle et al.
(2009) found that cucurbits contain an average of 12.5 pg of phytoes-
trogens per 100 g. C. sativus phytoestrogens preferentially bind to ERp,
inducing the observed antiproliferative effects in this study (Karsli-
Ceppioglu et al., 2015).

Conclusion

Out of the six Cameroonian edible pumpkin seeds tested in vitro on
prostate cancer cells growth and in vivo on testosterone-induced BPH
C. sativus seeds was the most potent. Furthermore raw C. sativus seeds at
500 mg/kg and its oil at 170 mg/kg significantly reduced prostate
weight, prostate volume, prostate epithelial height, total protein level
and PSA. C. sativus seed oil appears to gather the overall bioactive in-
gredients presents in seeds, and it seems to act through anti-
inflammatory, anti-androgenic and weak estrogenic activities. In sum
C. sativus seeds has antiproliferative effects prostate; which could justify
its use by Cameroonian male against prostate ailments.
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Abstract

Despite enormous progress in modern medicine, prostate cancer (PCa) remains a
major public health problem due to its high incidence and mortality. Although studies
have shown in vitro antitumor effects of cucurbitacins from Cucumis sativus, the
in vivo anticancer effect of the seed oil as a whole, has yet to be demonstrated. The
present study evaluated the in vitro anticancer mechanisms of C. sativus (CS) seed oil
and its possible chemopreventive potential on benzo(a)pyrene (BaP)-induced PCa in
Wistar rat. In vitro cell growth, clone formation, cell death mechanism, cell adhesion
and migration as well as expression of integrins p-1 and B-4 were assessed. In vivo
PCa was induced in 56 male rats versus 8 normal control rats, randomized in normal
(NOR) and negative (BaP) control groups which, received distilled water; the positive
control group (Caso) was treated with casodex (13.5 mg/kg BW). One group received
the total seed extract at the dose of 500 mg/kg BW; while the remaining three
groups were treated with CS seed oil at 42.5, 85, and 170 mg/kg BW. The endpoints
were: morphologically (prostate tumor weight and volume), biochemically (total pro-
tein, prostate specific antigen (PSA), oxidative stress markers such as MDA, GSH, cat-
alase, and SOD) and histologically. As results, CS seed oil significantly and
concentration-dependently reduced the DU145 prostate cancer cell growth and
clone formation (optimum = 100 pg/mL). It slightly increased the number of apopto-
tic cells and inhibited the migration and invasion of DU145 cells, while it decreased

their adhesion to immobilized collagen and fibrinogen. The expression of integrin -1

Abbreviations: ADT, androgen deprivation therapy; AFP, alpha-fetoprotein; ALT, alanine transaminase; AST, aspartate transaminase; ANOVA, analysis of variance; AR, androgen receptor; BaP,
benzo(a)pyrene; BW, body weight; BPH, benign prostatic hyperplasia; Caso, casodex; CCsq, cytotoxic concentration which result in a 50% reduction of the number of cells; CNH, Cameroon
National Herbarium; COX-2, cyclooxygenase-2; DHT, dihydrotestosterone; DNA, deoxyribonucleic acid; FBS, fetal bovine serum; HRP, Horseradish peroxidase; IGF-1, insulin-like growth factor
1; IMDM, Iscoves modified Dulbecco's medium; MDA, malonedialdehide; MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; NOR, normal; NOS, nitric oxide synthase; PAHSs,
polycyclic aromatic hydrocarbons; PC, prostate cancer; PIN, prostatic intraepithelial neoplasia; PCA-3, prostate cancer antigen-3; PSA, prostate specific antigen; PI, propidium iodide; ROS,
reactive oxygen species; rpm, run per minute; SDS, sodium dodecyl sulfate; SEM, standard error on mean; SOD, superoxide dismutase; TBA, thiobarbituric acid.
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1 | BACKGROUND

Prostate cancer (PCa) remains a major public health problem due to
its high incidence and mortality. It is the first urogenital cancer and
the second most common neoplasm in men worldwide, accounting
for 13.5% of all cancer diagnoses in men.! The underlying mecha-
nisms responsible for its initiation and progression are partially
described; however, various environmental and genetic factors such
as age, ethnicity, obesity, smoking, diet, inflammatory mediators,
oxidative stress, and endogenous hormone are associated with
PCa.? Chronic oxidative stress and inflammatory conditions are
involved at the early stage of cancer initiation, including PCa.
Indeed, under oxidative conditions, pro-oxidants prevail over anti-
oxidants, which in turn promote the release of various inflammatory
mediators, recognized for their role in cancer etiology.3 Moreover,
numerous scientific reports have highlighted the key role of andro-
gens (testosterone and dihydrotestosterone (DHT)) and their recep-
tors (AR, androgen receptor) in the pathogenesis of PCa. In its
active form (DHT), the testosterone regulates the prostate growth
via AR binding. When this pathway is either up-regulated or dis-
rupted, it can lead to abnormal activation of the receptors and pro-
duction of oncogenes causing cancer.*>

The recurrent symptoms linked to PCa are lower urinary tract
symptoms including but not limited to weak stream, hesitancy,
urgency, frequency, nocturia, straining, intermittency, incomplete
emptying and various degrees of incontinence that affect consider-
ably patient's live quality.® Several treatments directed against sen-
sitive PC have been developed these last decades; essentially,
surgery (prostatectomy) for the localized disease, active monitoring
and radiotherapy. Unfortunately, many drawbacks have been
reported, for example (i) prostatectomy increases the risk of bleed-
ing, urinary symptoms and erectile dysfunction; (ii) radiation is asso-
ciated with urinary difficulties and pelvic pain.” Chemotherapy and
androgen deprivation therapy (ADT) are used for metastatic PC;
however, their long-term use can led to bone mineral density loss,

sexual dysfunction, hot flushes, cardiac morbidity, thromboembolic

and p-4 was increased in presence of 100 pug/mL CS oil. In vivo, the BaP significantly
elevated the incidence of PC tumors (75%), the total protein and PSA levels, pro-
inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1, and IL-6) and MDA levels compared to NOR. CS
seeds oil significantly counteracted the effect of BaP by decreasing significantly the
PC incidence (12.5%), and increasing the level of antioxidant (SOD, GSH, and cata-
lase) and anti-inflammatory cytokine IL-10 in serum. While in BaP group PCa adeno-
carninoma was the most representative neoplasm, rats treated with 85 and
170 mg/kg prevented it in the light of the casodex. It is conclude that CS may provide
tumor suppressive effects in vitro and in vivo which makes it an interesting candidate

to support the current treatment protocol.

anti-inflammatory, antioxidant, benzo(a)pyrene, Cucumis sativus, prostate cancer

risks, cognitive dysfunction, impotence with decreased libido.® Fur-
thermore, the appearance of drug resistances 3-5 years after the
beginning of treatment, make many treatments inefficient. At this
stage, sensitive PC generally progress to non-sensitive one, for
which no treatment is available.” The search and development for
the new therapeutic strategies is a current need and plants continue
to offer interesting alternatives.

There is a growing interest of natural substances worldwide,
which has been previously abandoned in favor of synthetic alterna-
tives in the pharmaceutical industry. Indeed, chemoprevention is a
method of prophylaxis which consists of using substances of natural
origin to prevent diseases. Natural substances can also be useful for
cancer treatment due to their ability to modulate mitogenic signals,
cell cycles, cell survival, apoptosis, angiogenesis, and metastasis.'°12
They are from plant, animal or microbial origin and have been crucial
to the development of new drugs, most of them being the precursors
for new semi-synthetic derivatives.*>'* Prominent examples include
the anticancer drug known as taxol which is a vinca alkaloid. With
more than 450 000 species of evolved plants, only a tiny percentage
has been investigated chemically, and the number of plants submitted
to biological tests is even smaller. Among these, Pumpkins seeds are
well known to have many virtues and its biological and pharmacologi-
cal properties.

The pumpkins are functional food, for which, many works have
been done. Thus, those of unexplored region therefore attract numer-
ous scientists. In our continuous search of a potent and safe natural
drug to fight cancer, we are interested to a much-consumed pumpkin
seed in Cameroon Cucumis sativus. In fact, C. sativus species belong to
cucurbitaceae family which has approximately 130 genera and
800 species including squash, gourds, melons and pumpkin.*> This
specie is greatly appreciated and consumed by men of the West
region of Cameroon to prevent begin and malign prostate diseases.
Works in the literature describe the in vitro and in vivo anticancer
potential of pumpkin seeds and their isolates, but to the best of our
knowledge, no study have been performed with C. sativus on

PCa.’®1” Based on these prerequisites, this study was undertaken to
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evaluate the anti-prostate cancer effect of the C. sativus seeds oil on
PCa cells and its ability to protect against prostate cancer induced by

benzo(a)pyrene in Wistar rats.

2 | MATERIALS AND METHODS

21 | Substances

The necessary for cell culture: fetal bovine serum (FBS), glutamax,
penicillin and streptomycin were purchased from Gibco/Invitrogen
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) dye reduction assay kit was

(Karlsruhe, Germany). The
from Roche Diagnostics (Penzberg, Germany); The Annexin V-FITC
Apoptosis detection kit was purchased from BD Pharmingen
(Heidelberg, Germany). The standard drug, bilucamide (Cadodex®)
was obtained from Pierre Fabre (Boulogne, France). The carcinogen
benzo(a)pyrene and enanthate testosterone (Androtardyl®) were pur-
chased from Bayer Pharma AG® (Berlin, Germany). The prostatic spe-
cific antigen (PSA) ELISA kit was obtained from Cusabio Biotech
Co. Ltd (Newark, Delaware, USA). The kits for colorimetric analysis of
alanine transaminase (ALT), aspartate transaminase (AST), urea, creati-
nine and total protein were obtained from Pol. Ind. Can Castell
(Canovelles Barcelona, Spain).

2.2 | Plant collection and extraction of C. sativus

seed oil

CS seeds were harvested in Bafang (West Region, Cameroon) and
authenticated by comparison with a botanical sample deposited at the
Cameroon  National Herbarium (CNH) under thevoucher
N°42 457/CNH.

They were dried in the shade, shelled and the seed oil was
extracted using an oil machine model YD-ZY-OIC purchased from the
Retail Performance Company GmbH (Paris, France). For this, 500 g of
CS seeds were passed through the machine at low temperature to
preserve all their nutritional properties. This process yielded 168.65 g
of oil (33.73%) so called in this study CS-Oil.

Alternatively, 5 g of dried seeds were crushed using an electronic

grinder and the obtained powder was diluted in 25 mL of distilled

water.
2.3 | Invitro experiments
2.3.1 | Caellline and cell culture

The DU145 human prostate carcinoma cells (non-sensitive to andro-
gens) were acquired from American Type Culture Collection (ATCC)/
LGC Promochem (Wesel, Germany) and were routinely cultured in
Iscoves Modified Dulbecco's Medium (IMDM) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) supplemented with penicillin 100 U/mL

TOXICOLOGY

and streptomycin 100 pug/mL. Cells were passage every 2 days and
the number of viable cells was assessed before each experiment by

the Trypan blue method.

2.3.2 | MTT cell viability assay

For measuring cell growth, the 3-(4.5-dimethylthiazol-2-yl)-
2.5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) dye reduction assay was used.
A density of 5000 cells/mL was seeded onto 96-well plates. Thereaf-
ter C. sativus seed extract and oil were tested at the concentrations
from 12.5 to 100 pg/mL, while control cells were exposed to the vehi-
cle (DMSO, 0.01%). After 24, 48, and 72 h, MTT (0.5 mg/mL) was
added and incubated for 4 h, afterward the deposit was dissolved
using a detergent solution [consisting to 10% sodium dodecyl sulfate
(SDS) plus 0.01 M of HCI]. The plates were incubated overnight at
37°C, 5% CO; and the absorbance were measured at 570 nm using
an ELISA reader (TECAN®, Crailsheim, Germany). Results were
expressed as mean cell number after deducting background
absorbance.

2.3.3 | Clonogenic assay

Around 500 DU145 cells/well were seeded onto 6-well plates and
treated as above mentioned for 24 h. Then, the cell medium was
replaced with the IMDM free of treatment and cells were cultured for

seven additional days. Only colonies >50 cells were counted.

2.34 | Mechanisms cell death

For measuring apoptosis, the cells were incubated with CS seed oil for
24 h; then they were washed twice with PBS and incubated with 5 uL
of Annexin V-FITC and 5 pL of Pl in the dark for 15 min at room tem-
perature. Cells were then analyzed by flow cytometry using FACS cali-
bur (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) and the number of
apoptotic, or necrotic or viable cells were expressed in percent-

ages (%).

2.3.5 | Wound-healing assay

To assess the potential of C. sativus seed oil to inhibit cell migration,
the DU145 cells were seeded on 12-well plates at a density of
2 x 10° cells/well and incubated for 24 h with the oil at concentra-
tions of 50 and 100 ug/mL, while control cells were exposed to vehi-
cle (DMSO, 0.01%). Afterward, medium was removed and a scratch
wound was created using a pipette tip (100 pL) and then washed
twice with PBS to remove cells mechanically detached. The cells were
further maintained in IMDM medium for 24 h. The variation in recov-
ery of the wounded area by migrating cells was recorded under a fluo-

rescent microscope (40x) Zeiss Axio Observer.Z1 (Hallbermoos,
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Germany). Microphotographs were made every 12 h and area of

wound healing was evaluated by ImageJ® software.

2.3.6 | Cell adhesion to extracellular matrix

The 6-well plates were coated overnight with extracellular matrix
components (collagen or fibronectin from Amsterdam). The cells were
incubated with CS seed oil (same concentration described above) for
24 h. To prevent non-specific cell adhesions, the plates were washed
with 1% bovine serum albumin (BSA) in PBS. Then, prostate tumor
cells were added at a density of 0.5 x 10° to each well for 60 min.
Adherent cells were fixed with 2% glutaraldehyde and counted in five
different fields using a microscope (20 x objective) to calculate the

average cell adhesion rate.

2.3.7 | Chemotaxis assay

To evaluate chemotaxis, the 6-well transwell chambers with 8 um
pores from Greiner (Frickenhausen, Germany) were filled with
500 000 cells DU145 cells for 24 h in serum-free medium, while the
lower chamber contained IMDM medium plus 10% FBS. After incuba-
tion, the upper surface of the transwell membrane was gently cleaned
with a cotton swab to remove non-migrating cells and fixed with 2%
glutaraldehyde. Cells migrated to the lower surface of the membrane
were stained with hematoxylin and counted separately under the

microscope (20 x objective).

2.3.8 | Expression of integrin p-1 and p-4 assay

The integrins B-1 and p-4 expression was measured in DU145 cells by
incubating them with S. sativus seed oil for 24 h. The integrins anti-p1
(IgG1; clone MAR4) and anti-p4 (IgG2b; clone 439-9B) expression
was measured using a FACScan (BD Biosciences, Heidelberg; FL-2H
(log) channel histogram analysis; 1 x 10* cells/scan) and expressed as
mean fluorescence units. Mice 1gG1-PE (MOPC-21) and rat 1gG2b-PE
(R35-38) were used as isotype controls for integrin-p1 and integrin-p
4, respectively. All the antibodies used in this experiment were from

BD Pharmingen (Heidelberg, Germany).

24 | Invivo experiment

241 | Animals

Male Wistar rats weighing 100g and aged ~1.5 months were
obtained from the animal house of the Laboratory of Animal Physiol-
ogy (University of Yaounde I, Cameroon). Animals were kept in the
plastic cages and maintained in ambient temperature and humidity
with a dark-light cycle of 12 h. The animals had free access to water

and standard soy-free food consisting of: corn (36.5%), bone flour

(14.6%), wheat (36.5%), fish flour (4.9%), crushed palm kernel (7.3%),

sodium chloride (0.3%), and vitamin complex (Olivitazol® 0.02%).

242 | BaPinduced prostate cancer in rat

After acclimatization, 56 rats were divided into 7 groups of 8 rats each
randomized as follows: Group |, normal rats receiving the vehicle (corn
oil). PCa was induced in all the groups except group | by a co-
administration of benzo(a)pyrene and testosterone following the mod-
ified protocol of McCormick.*® Rats were injected consecutively with
cyproterone acetate (20 mg/kg) for 5 days, then testosterone propio-
nate (100 mg/kg) for 3 days and finally, a single intra-prostatic injec-
tion of benzo(a)pyrene (50 mg/kg BW). To promote the effect of BaP,
testosterone (10 mg/kg) was weekly injected until the end of the
experiment. The following groups were formed from the BaP-exposed
rats: the Group Il serving as the negative control rats, receiving corn
oil, only; Group lll, serving as positive control rats was treated with
Casodex (13.5 mg/kg BW), which is a reference drug for treatment of
advance localized and metastatic human PCa. The groups IV, V, and VI
were treated with C. sativus seeds oil at the doses of 42.5, 85, and
170 mg/kg; the group VIl was treated with the crude extract of the
seeds at the dose of 500 mg/kg BW. Treatment started 1 week
before the induction of PCa and lasted 32 weeks, during what animals
were weighed and palpated weekly.

At the end of treatments, rats were sacrificed by decapitation
under light anesthesia with diazepam (10 mg/kg) and ketamine
(50 mg/kg). Blood was immediately collected in dry tubes and centri-
fuged at 3000 rpm for 15 min. The collected supernatants were
stored at —20°C for biochemical analyses. The ventral prostates were
removed, weighed and a part was immediately fixed in 10% formalin
for histological analysis. The other part was weighed and ground with
the Teflon-glass potter on ice in sodium phosphate buffer (0.1 M;
pH 7.5) to obtain a final 20% homogenate. After centrifugation at
3000 rpm for 15 min at 4°C, the collected supernatant was stored at
—20°C for the determination of total protein in the prostate. The
prostate wet weight was calculated as the prostate weight/body
weight ratio as described by Nahata.?? The size of the prostate was
measured using a 1 mm precision sliding caliper IGAGING®) and pros-
tate volume was calculated using the formula of Rahul®®:
volume = length x weight x height x /6. The percentage (%) of
tumor incidence in each group was obtained by using the formula: %
tumor incidence = (number of apparent prostate tumor/number of
rats) x 100.

2.5 | Measurement of some biochemical
parameters
2.5.1 | Total protein level

The total protein level in prostate was evaluated by the method of

Bradford.?* Normally, in an acidic environment, the hydrophobic
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amino acid residues of the proteins react with Coomassie Blue G250.
This reaction leads to a blue complex which absorbs at 595 nm. The
intensity of the coloration is proportional to the total of protein resi-

dues in the solution.

2.5.2 | Assessment of oxidative stress status
Malondialdehyde (MDA) is used as an indicator of tissue damage by
free radicals; it was measured in this study thank to the protocol of
Wilbur.2? In fact, carbonyl compounds like MDA from the decomposi-
tion of fatty acid hydroperoxides react with thiobarbituric acid (TBA)
in an acidic and warm environment to give pink chromophores, which
absorbs at 532 nm. The intensity of the coloration is proportional to
level MDA in the solution.

The evaluation of the catalase activity was performed according
to the protocol of Sinha.?® This method is based on the hydrolysis of
hydrogen peroxide into water and oxygen from the action of catalase
present in homogenate tissue. The hydrogen peroxide (H,O,) remain-
ing after the action of catalase, reduces hot potassium dichromate in
the presence of acetic acid in chromium acetate of green color, which
absorbs at 620 nm.

The superoxide dismutase (SOD) activity was measured following
to the method of Misra and Fridovish.>* The method is based on the
inhibition of the oxidation of adrenaline to adrenochrome by the SOD
present in the sample. The variation of the absorbance, which is pro-
portional to the activity of SOD, was recorded every 30 s for 150 s at
an absorbance of 480 nm.

The reduced glutathione (GSH) level was estimated by the colori-
metric method of Ellman,?> on which the thiol group present in sam-
ples react with the disulfide bridge contained in the Ellman reagent
(5,5'-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid) to give a yellow aromatic thiol
derivative of TNB (5-thiol-2-nitrobenzoic acid), which absorbs at
412 nm. The rate of TNB production is proportional to the level of
GSH present in the sample.

253 |
TNF a

Measurement of IL-1p, IL-6, IL-10, and

The aforementioned cytokines were measured by the quantitative
sandwich ELISA technique. The specific antibodies directed against IL-
1p/IL-6/IL-10/TNFa antigens have been pre-coated onto a 96-well
microplate. Standards and samples were therefore pipetted into the
wells and any IL-1p/IL-6/IL-10/TNFa present bound specifically to
the correspondent antibody. After subtracting unspecific bound, a
biotin-conjugated antibody specific for IL-1p/ IL-6/IL-10/TNFa was
added to the wells. After washing, avidin conjugated Horseradish Per-
oxidase (HRP) was added to the wells. Following an ultimate wash to
remove any unbound avidin-enzyme reagent, a substrate solution has
been added the colors, which are proportional to the amount of IL-
1B/IL-6/TNFa present in samples were reads by a multi-reader ELISA
(Wiesbaden, Germany).

254 | Measurement of prostate specific antigen-
PSA level

The level of PSA, the main biomarker of prostate disease, was mea-
sured in this work by a non-competitive solid phase sandwich ELISA
method described by Nilsson.2® Calibrators, controls and samples
were incubated together with a biotinylated anti-PSA monoclonal
antibody and a horseradish peroxidase (HRP)-labeled anti-PSA mono-
clonal antibody in streptavidin-coated microtiter strips. Color intensity

was determined at 620 nm using a multi-readerELISA.

255 |
levels

Transaminase activity, urea, and creatinine

The effects of benzo(a)pyrene and/or C. sativus seeds on liver and kid-
ney function were evaluated by measuring the alanine aminotransfer-
ase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activities, and urea
and creatinine levels in the serum of rats using colorimetric kits pur-
chased from Bio-diagnostic Co. (Giza, Egypt) according to the manu-

facturer's instructions.

2.6 | Statistical analysis

All the results were expressed as mean + standard error on the mean.
Means were compared by analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnet's posttest using Sigma plot software version 11.00. In vitro the
experiments were performed in triplicate from at least three indepen-

dent experiments. The difference was considered significant at p < .05.

3 | RESULTS

3.1 | Cell growth and cell colony formation

3.1.1 | Cell growth
The effects of CS seed oil and crude extract are depicted in Figure 1A.
The oil significantly and concentration-dependently reduced the
DU145 cells, with a maximum effect observed at the concentration
100 pg/mL (p < .05). The crude extract induced such effect at the
concentration of 200 pg/mL.

3.1.2 | Cell colony formation

The Figure 1C reveals the capability of CS seed oil to inhibit the formation

of DU145 cells, which is in the concentration-dependent fashion

(p < 0.01 at 50 pg/mL and p < .001 at 100 pg/mL). This effect was how-

ever far from that induced by the standard docetaxel (p < .001 at 1 uM).
The photomicrographs illustrated in Figure 1D show the average

size of one clone obtained in one assay out of the three independent
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assays performed. It can be observed that oil in the light of docetaxel,
reduced the number as well as the size of the clones compared to that

of untreated cells (Figure 1D).

3.2 | Cell death mechanism

The 24 h incubation of cells with CS oil led to a slight increase in the
population of apoptotic cells compared to control but this is far lower
than that induced by docetaxel (Figure 1B).

3.3 | Anti-migration/invasion effect

3.3.1 | Results of the wound-healing assay

Figure 2A, B show that CS seed oil inhibit the progression of DU145 cell
into the zone freed of cells after the 12 and 24 h in the concentration-
dependent manner. Effect was similar for the both 50 and 100 pg/mL
concentration after 12 h (p < .05), but after 24 h only the higher con-
centration exhibited significance (p < .01). This effect was lower than
that induced by the docetaxel (p < .001 after 24 h).

3.3.2 | Cell adhesion to extracellular matrix
components

The Figure 2C shows that CS decrease the DU145 cells adhesion for
both collagen and fibrinogen extracellular matrix as compared to con-

trol cells; while docetaxel (1 uM) increased it.

3.3.3 | Chemotaxis

Figure 3A, B depicts that just like the docetaxel (p < .001), the number
of DU145 cells invaded through the membrane of the insert, was sig-
nificantly reduced (p < .05 at 50 pg/mL and p < .01 at 100 pg/mL)

after 24 h incubation with C. sativum seed oil.

3.34 | Expression of integrins B-1 and -4

Figure 3C shows that C. sativus seed oil increases the expression of
integrin p-1 (p <.01) at 50 pg/mL concentration and integrin f-4 at
100 pg/mL (p < .01).

3.4 | Effects of C. sativus on benzo(a)pyrene-
induced PC in rats
34.1 | Effect on body weight

The statistical analysis of body weight progression of rats throughout
the 30 weeks of experimentation shows no significant variation

TOXICOLOGY

between the normal (NOR) and negative (BaP) control groups, except
for week 17 (p < .01); and 18 (p < .05) (Figure 4A). As far as CS oil is
concerned, a significant reduction in body weight was observed at
week 8 (p < .01) with the entire tested dose and at week 13, only with
the dose of 170 mg/kg compared to rats of the negative con-
trol (BaP).

3.4.2 | Effects on prostatic parameters
The Figure 4C, D and Table 1 depict the effects of CS seed on pros-
tate in BaP-induced PCa in rats.

The tumor incidence was 75% in negative control group (BaP) as
compared to normal rats (0%) (Table 1). CS seed oils had a tumor's inci-
dence of 62.5%; 37.5%, and 12.5% for the doses of 42.5, 85, and
170 mg/kg BW, respectively. The rats treated with the crude extract at
the dose of 500 mg/kg showed a tumor incidence of 37.5% (Table 1).

The relative prostate wet weight (p < .01), the prostate volume as
well as the total protein level (p < .01) in the prostate were significantly
increase in negative control group (BaP) compared to normal group
(NOR). The standard, casodex as well as C. sativus seeds (oils and crude
extract) showed a significant (from p < .05 to p < .01) decrease of these

parameters compared to BaP group (Figure 4 and Table 1).

3.4.3 | Effect on PSA level

As demonstrated in the Table 1, the PSA level was significantly
(p < .05) increase in BaP group as compared to normal control group
(NOR). CS seed oil counteracted the effect of BaP by reducing the
PSA level. However, the statistical significance was observed only at
the dose of 170 mg/kg BW (p < .05) compared to BaP group.

3.4.4 | Effects on oxidative stress status in prostate
The rat of the BaP group had a significant decrease in the SOD
(p <.01) and catalase (p <.001) activities, as well as in GSH level
(p <.001) compared to normal control group (NOR). Only the
170 mg/kg dose of C. sativus seed oil just like the casodex, signifi-
cantly increase of GSH level compared to the BaP group (Table 2).

A significant increase in the Na,NO, and MDA level was
observed in rats exposed to BaP only compared to normal rats (NOR).
C. sativus (oil and seeds) such as casodex protected the prostate of
rats against the lipid peroxidation, evidenced by a significant decrease
at all tested dose of these parameters compared to rats of BaP group
(Table 2).

3.4.5 | Effects on some inflammatory cytokines

BaP exposition induced a significant (p < .001) increase in the levels
of TNF-q, IL-1p, and IL-6 in BaP group compared to the normal group
(NOR) (Table 3). CS seed oil and crude extract, induced a significant
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FIGURE 2 Effects of C. sativus on DU145 cells migration (A) and adhesive behavior of DU145 cells (B) after 24 h of treatment. For migration
assay, microphotographs of one assay and graphic representation of three independent wound-healing assays were shown. For adhesion assay,
the plates were coated with collagen or fibronectin overnight. Control = non-treated control cells of the same passage and cell numbers per well;
Doce = positive control cells, treated with docetaxel at 1 uM; CS-Oil 50 and 100 = cells treated with the C. sativus seeds oil at 50and 100 pg/
mL; *p < .05; **p < .01; ***p < .001: significant difference against the untreated cells (control).
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FIGURE 3 Effects of C. sativus on
DU145 cells invasion (A) and expression
of integrin p-1 and $-4 in DU145 cells

(B) after 24 h of treatment. For invasion
assay, microphotographs of one assay and
graphic representation of three
independent assays were shown.

Control = non-treated control cells of the
same passage and cell numbers per well;
Doce = positive control cells, treated with
docetaxel at 1 uM; CS-Oil 50 and

100 = cells treated with the C. sativus
seeds oil at 50and 100 pg/mL; *p < .05;
**p < .01; ***p < .001: significant
difference against the untreated cells
(control).
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reduction of these parameters at 85 mg/kg (p < .01) and 170 mg/kg 500 mg/kg for crude extract) increase of prostate IL-10 level com-
(p<.01 and p <.001) compared to the BaP group. The dose of pared to BaP group (Table 3).
42.5 mg/kg failed to do so, while crude extract reached the p <.001
significance for the above parameters.
Moreover, it was rather observed a significantly decrease of IL-10 34.6 | Histopathology of prostate
level in cancer BaP animal compared to normal group (NOR). Rats
treated with C. sativus seed oil and crude extract showed a significant Hematoxylin and eosin staining was used to investigate the changes
(p < .05 at 85 mg/kg and p < .001 at 170 mg/kg for oil and p < .01 at induced by BaP in prostate glands (Figure 5). Photomicrographs
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350 FIGURE 4 Effects of C. sativus on
(A) Body weight (A), prostate volumes (B),
300 A and prostate photographs (C) in rats
@ exposed to BaP and treated for 32 weeks.
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(40x) revealed a Gleason 8 (4 + 4) adenocarcinoma with peri-
nervous sheathing characterized by altered cellular architecture,
with cellular hypertrophy and dysplasia in the negative control
group (BaP). The prostate sections from the normal and positive
groups showed normal prostate architecture with well identified
acini. Administration of C. sativus seed oil at the low dose (CS-oil
42.5) showed a florid glandular hyperplasia associated with low
grade papillary adenocarcinoma. The highest doses (85 and
170 mg/kg BW) dose protected rats against BaP-induced cancer,
evidenced by a papillary proliferative glandular hyperplasia of stro-
mal cells. However, the dose of 170 mg/kg also presented a florid

CS-0il 170

170 CS 500

CS 500

glandular hyperplasia with different cell sizes and thickened
capsules.

Rats treated with C. sativus seeds crude extract (CS 500) showed
a proliferative glandular neoplasia (Figure 5).

3.5 | Assessment of the side effect on liver and
kidney function

The effects of different treatments on the transaminase (AST and ALT)
activities, as well as creatinine and urea levels are shown in Table 4. BaP

85U017 SUOWIWOD aA1R1D 3(qedljdde au Aq pauseno ae Sapie YO ‘8SN JO S9N 10} Akeid8UlUO A1 UO (SUONIPUCD-pUe-SULBYLIOY A3 | 1M AfeIq 1 [pUl|UO//SANY) SUOTIPUOD pue swie | 8L 885 *[£202/90/7T] uo Ariqi]auljuo As|IM BpLold JO AISRAIUN AQ 0E8EZ X0)/Z0OT OT/I0p/AW0D A8 | 1M Aseiq iUl uoy/Sciy Woiy papeojumod ‘0 ‘8/2.22ST



BAKAM ET AL.

e WILEY-L ®

TABLE 1 Effect of C. sativus on prostate function.

Groups Tumor incidence (%) Prostate wet weight (mg/kg BW) Protein level in prostate (mg/mL) PSA level (mg/mL)
NOR 0 1402.9 £ 111.4 394+3.1 1.20£0.18

BaP 75 28738.0 + 12710.4** 81.1 + 15.8"* 2.10 £ 0.11%

Caso 0 544.6 + 62.8** 30.6 + 7.0** 1.34 +0.11

CS-oil 42.5 62.5 10064.6 + 5390.2 553+ 6.7 1.88 + 0.19

CS-oil 85 37.5 7814.8 + 4394.6* 49.9 + 5.6* 1.34 £ 0.31

CS-oil 170 12.5 1820.2 + 137.0** 46.1 + 8.4* 1.11 £ 0.24*

CS 500 375 2555.6 + 379.6** 39.9 + 4.4** 1.52 £ 0.30

Note: Each value represents the mean + SEM, (n = 8). NOR = normal control rats, which received distilled water; BaP = negative control rats, which
received distilled water; Caso = positive control rats treated with the standard casodex at the dose of 13.5 mg/kg BW; CS-oil 42.5, 85, and 170 = rats
treated with the C. sativus seeds oil at 42.5, 85 and 170 mg/kg; CS 500 = rats treated with the crude extract of the C. sativus seeds at 500 mg/kg.

#p < .05; #p < .01: significant difference against the normal group (NOR); *p < .05; **p < .01: significant difference against the negative control

group (BaP).

TABLE 2 Effect of C. sativus on oxidative status.

Groups Nitrite level MDA Catalase activity SOD activity GSH level
NOR 0.80+0.16 100+ 1.2 735.9 +94.6 4200.6 + 701.5 783+84
BaP 2.59 + 0.47* 48.9 + 3.3 275.3 + 62.6"* 1980.2 + 314.4%* 351+ 7.1%#%
Caso 0.81+0.15** 358+ 7.1* 597.9 + 109.8* 2972.5 £ 549.2 51.5+59
CS-oil 42.5 0.59 + 0.18*** 15.0 £ 1.1*** 305.9 + 54.8 2071.2 + 273.2 288+ 5.9
CS-oil 85 1.17 £ 0.36* 134 + 1.5 420.8 £ 76.3 2220.1 + 186.9 429 +6.2
CS-0il 170 0.84 + 0.60** 21.3 £ 3.2"** 405.7 £ 47.5 24344 + 454.2 61.6+7.9*
CS 500 0.83 +0.24** 21.3+£ 2.7 556.3 + 63.0* 2786.5 £ 526.7 51.1+55

Note: Each value represents the mean + SEM, (n = 8). The biochemical parameters presented in this table were expressed as follows: nitrite concentration
in umol/g of protein; MDA level in umol/g of protein; catalase activity in mM of H,O,/min/g of protein; SOD activity in SOD units/g of protein and GSH

level in umol/g of protein. NOR = normal control rats, which received distilled water; BaP = negative control rats, which received distilled water;

Caso = positive control rats treated with the standard casodex at the dose of 13.5 mg/kg BW; CS-oil 42.5, 85, and 170 = rats treated with the C. sativus

seeds oil at 42.5, 85, and 170 mg/kg; CS 500 = rats treated with the crude extract of the C. sativus seeds at 500 mg/kg. *p < .01; ##p < .001: significant
difference against the normal group (NOR); *p < .05; **p < .01; ***p < .001: significant difference against the negative control group (BaP).

TABLE 3 Effect of C. sativus on some

inflammatory cytokines. Groups IL-18 (pg/ml) TNFa (pg/ml) IL-6 (pg/ml) IL-10 (pg/ml)
NOR 683.3 £245 1588 +5.0 6,28 £0.11 104.1 £ 2.1
BaP 995.3 + 31.2%## 217.2 + 6.7%% 7.24 + 0.10%#* 91.6 + 1.9%#
Caso 754.4 + 18.19*** 160.3 + 6.4*** 6.17 + 0.15*** 108.5 + 1.4***
CS-oil 42.5 937.4 £20.27 2200+ 7.4 7.28 £0.22 873+18
CS-oil 85 876.6 £ 30.0** 180.6 + 9.4** 6.64 +£0.11** 101.3 + 2.9
CS-oil 170 871.9 £ 14.1** 155.5 + 3.6*** 6.17 + 0.08*** 107.8 + 1.4***
CS 500 671.9 £ 28.7*** 156.8 + 7.6*** 6.24 + 0.09*** 103.8 £ 2.9**

Note: Each value represents the mean + SEM, (n = 8). NOR = normal control rats, which received
distilled water; BaP = negative control rats, which received distilled water; Caso = positive control rats
treated with the standard casodex at the dose of 13.5 mg/kg BW; CS-oil 42.5, 85, and 170 = rats treated
with the C. sativus seeds oil at 42.5, 85, and 170 mg/kg; CS 500 = rats treated with the crude extract of
the C. sativus seeds at 500 mg/kg. “#p < 0.001: significant difference against the normal group (NOR);

*p < .05, **p < 0.01, ***p < 0.001: significant difference against the negative control group (BaP).

have induced a significant increase in AST and ALT activities, and creati- reduction of the AST and ALT activities at all tested dose as compared

nine level in the BaP control group compared to the normal control to animals of the negative control group (BaP). However, this extract
group (NOR). Treatment with C. sativus seed oil and crude extract pro- failed to protect rats against the BaP-induced the increase in the creati-

tected against the deleterious effects of BaP on liver by a significant nine level. No change has been observed in the urea level (Table 4).
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FIGURE 5

Effect of C. sativus seed oil on histopathology changes in prostate: 40x prostate section. NOR = normal control rats, which
received distilled water; BaP = negative control rats, which received distilled water; Caso = positive control rats treated with the standard
casodex at the dose of 13.5 mg/kg BW; CS-Oil 42.5, 85, and 170 = rats treated with the C. sativus seeds oil at 42.5, 85, and 170 mg/kg; CS
500 = rats treated with the crude extract of the C. sativus seeds at 500 mg/kg. Ep = Epithelium of prostate cells; Vs, red blood cells; Lg, stroma
of cells; Ca, carcinoma.

Groups AST (UI) ALT (UI) Creatinine (mg/dL)  Urea (mg/dL) TABLE 4 Effect of C. sativus on liver
and kidney function.
NOR 8.29 +0.25 13.75 + 0.99 0.33 +0.00 0.25 + 0.00
BaP 11.96 + 0.96** 22.15 = 0.49"## 0.43 + 0.01## 0.26 = 0.00
Caso 8.92+0.53 13.73 + 0.52** 0.32 +0.00 0.24 + 0.00
CS-oil 42.5 7.03 + 0.52*** 16.47 + 1.99* 0.31+0.01 0.25 + 0.00
CS-0il 85 8.27 + 0.84** 1472 + 1.25** 0.31+001 0.25 + 0.00
CS-oil 170 8.98 + 0.99* 14.93 + 1.08** 0.30 + 0.00 0.25 + 0.00
CS 500 8.50 + 0.79* 16.69 + 1.55* 0.30 + 0.00 0.23 +0.00

Note: Each value represents the mean + SEM, (n = 8). NOR = normal control rats, which received
distilled water; BaP = negative control rats, which received distilled water; Caso = positive control rats
treated with the standard casodex at the dose of 13.5 mg/kg BW; CS-oil 42.5, 85, and 170 = rats treated
with the C. sativus seeds oil at 42.5, 85 and 170 mg/kg; CS 500 = rats treated with the crude extract of

the C. sativus seeds at 500 mg/kg. ###

p < .001: significant difference against the normal group (NOR);

*p < .05; **p < .01; ***p < .001: significant difference against the negative control group (BaP).

3.6 | Effect of C. sativus on relative masse of some

organs

Table 5 describes the effects of C. sativus on the relative mass of
several organs. Exposure to B(a)P resulted in a significant increase
(p < .05) in the relative mass of the spleen as compared to normal
rats. On the other hand, C. sativus seed oil at a dose of 170 mg/kg
significantly reduced (p < .05) this parameter. Casodex treatment
significantly reduced the mass of vesicles (p <.001), epididymis
(p < .05) and penis (p < .05) compared with animals in the normal
and negative control groups. C. sativus seed oil at 170 mg/kg
(p < .01) and total seed extract (p < .05) significantly increased tes-
ticular mass compared with animals in the B(a)P group.

4 | DISCUSSION

C. sativus seed oil induced moderate cell growth arrest of the aggres-
sive and androgen non-sensitive DU145 cell line. It further induced
apoptosis in these cells at the concentration of 100 pug/mL after 24 h
of incubation. The aforementioned results corroborate with those of
Tuama,'® who demonstrated that C. sativus is rich in bioactive com-
pounds endowed with cytotoxic effect. In fact, it exhibited a cytotoxic
concentration which result in a 50% reduction of the number of cells
(CCsp) of 15.6 pg/mL in MCF-7 breast cancer cells. Of note, cucurbi-
tacins, a group of triterpenoids naturally found in cucumber have sig-
nificant cytotoxic properties towards a various cancer cell, including

PCa cells.?” Furthermore, Qing et al.2% showed that cucurbitacin C, a
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TABLE 5 Effects of C. sativus on relative mass of some organs.
Organs NOR BaP Caso CS-oil 42.5 CS-oil 85 CS-oil 170 CS 500
Seminal vesicle 511 +0.15 5.28 £0.22 1.41 £ 0.08*** 5.27 £0.39 492 +042 5.48 £ 0.37 5.99 £0.39
Epididymis 3.08 £ 0.16 3.07 £0.20 2.10+0.13* 3.15 £ 0.32 3.17£0.31 3.29 £0.16 3.44 + 0.25
Testicle 8.98 £ 0.34 8.25+0.20 8.65+0.29 8.38 +0.31 8.59 £ 0.20 9.75 +0.27** 9.52 +0.14*
Penis 0.81 + 0.03 0.87 + 0.03 0.69 + 0.04* 0.83 + 0.06 0.88 + 0.04 0.91 +0.03 0.92 =+ 0.04
Adrenals 0.17 £ 0.02 0.14 +0.01 0.17 £ 0.02 0.21+0.01 0.14 +0.01 0.17 +£0.02 0.18 £ 0.02
Liver 2.64 £ 0.58 2.82 +1.06 2.68 £ 0.93 2.56 £ 0.90 279 +1.72 2.59 £ 0.87 2.67 +1.26
Kidneys 4.66 +0.11 547 £0.39 452 +0.15 5.36 £0.25 523+024 490+0.11 539 +£0.21
Spleen 3.31+0.21 4.38 + 0.29% 3.51+0.18 426 +0.27 3.60 = 0.34 3.20 £ 0.10* 4.01 +0.39
Lung 5.14 +0.27 6.37 £0.36 6.29 £ 0.56 5.98 £ 0.44 6.80 £ 0.37 5.89 £0.28 5.68 £ 0.29
Heart 2.75 £ 0.05 3.03+0.18 2.70 £ 0.08 2.63 +£0.19 2.71+0.13 2.90 £0.12 3.51 £ 0.42

Note: Each value represents the mean + SEM, (n = 8). NOR = normal control rats, which received distilled water; BaP = negative control rats, which
received distilled water; Caso = positive control rats treated with the standard casodex at the dose of 13.5 mg/kg BW; CS-oil 42.5, 85 and 170 = rats
treated with the C. sativus seeds oil at 42.5, 85 and 170 mg/kg; CS 500 = rats treated with the crude extract of the C. sativus seeds at 500 mg/kg.

#p < .05: significant difference against the normal group (NOR); *p < .05, **p < .01: significant difference against the negative control group (BaP).

type of cucurbitacins actually identified in CS are, in part, responsible
for its anticancer activity with a CCsq of 4.16 + 0.42 uM in DU145
cells. The triggering of apoptosis through the down-regulation of the
expression of key caspase-related proteins was proposed by Qing

128 as one of the mechanisms that can explain the anticancer

et a
effect of cucurbitacin C. In addition, Wu?” demonstrated that cucurbi-
tacin C induced cell growth arrest and apoptosis through PI3K-Akt
signaling pathway. Apoptosis could also be trigger in vivo by the natu-
ral substance through the DNA damage and TRAIL pathway.?? Cell
migration/invasion is an important feature for cancer metastasis.*° In
this study CS inhibited the DU145 cells migration into the nutriment-
rich environment suggesting its potential to restrict PCa cells within a
specified region. Cucurbitacins are known to inhibit cell migration and
invasion via numerous pathways out of which the most potent are the
down-regulation of p-STAT3 and MMP-9 expression.3! All these
results highlight the anti-metastatic potential of CS seed oil against
PCa and encourage deep study to identify its mechanism of action.

It is well documented that men, which had steady contact with
hydrocarbon products such as polycyclic aromatic hydrocarbon (PAH)
have a higher incidence to develop PCa.*?%2 In this study, PCa was
induced by a combined administration of cyproterone i.p., testosterone
s.c. and BaP intraprostatic, which are all routinely used in the laboratory
to induce prostate carcinoma in rats. In this mixture, the cyproterone is
an antagonist of the luteinizing hormone that inhibits testicular andro-
gens leading to the atrophy of the prostatic epithelial cells. The testos-
terone, the main circulating androgen, promotes prostatic epithelial cell
proliferation, and the carcinogen BaP initiates the prostate carcinoma.3*
In this study, 75% of rats in BaP group developed prostate tumors,
which was correlated with a significant increase in the prostate wet
weight, prostate volume compared to normal rat. Treatment with CS
seed oil and crude extract decreased prostate cancer index, suggesting a
potential anticancer effects of C. sativus seeds in vivo as well.

In this study, the exposition of rats to BaP significantly increased

the PSA level in serum compared to normal rats. It has been shown

that PSA can cleave insulin-like growth factor binding protein-3 liber-
ating bioactive insulin-like growth factor (IGF-1) that promote the PCa
development by activating signaling pathway.> CS seed oil just like
casodex, prevented BaP-induced the increase in PSA, which is in line
with its effects on prostate mass and volume. About 90%-95% of
PCa are acinar adenocarcinomas that arise from the peripheral pros-
tatic glands.® Our results showed that animals exposed only to BaP
had a Gleason 8 (4 + 4) adenocarcinoma with peri-nervous sheathing
characterized by altered cellular architecture, cellular hypertrophy,
and dysplasia of stromal and epithelial prostatic cells which have lost
the basal membrane. This result is in line with those of Murray®” who
showed that histological diagnosis of PCa is made by assessing the
loss of surrounding basal cells, loss of normal glandular architecture,
including the disruption to the epithelial-stromal basement membrane
and nuclear atypical of luminal cells. Research suggests that PCa begin
as a pre-cancerous condition characterized by a prostate atrophy with
degenerative changes in the acinus. Animals treated with C. sativus
seed oil as well as the crude extract counteracted the BaP-induced
damage in prostate marked by low-grade prostatic intraepithelial neo-
plasia (PIN) characterized by an intraluminal proliferation of prostate
secretory cells.>®

Chronic cell exposition to reactive oxygen species (ROS) can
impair cell defense mechanisms and increases the PCa risks.>? In this
study, exposition to BaP sole, decreased the GSH level as well as SOD
and catalase enzymatic activities in prostate compared to normal rats.
These observations confirm the setup of oxidative stress in the micro-
environment of prostatic cells. Indeed, while metabolizing in toxic
metabolites that can bind and damage DNA, the BaP also generate
ROS, which attacks DNA and lead to mutations, deletions, insertions,
or chromosomal translocations, which in turn might initiate carcino-
genesis by activating oncogenes and inactivating of tumor suppressor
genes.*® GSH and SOD are main endogenous antioxidant that coun-
teracts the side effect of ROS in DNA, inhibiting therefore the carci-
nogenesis through phase Il metabolism. The SOD generally dismutate
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two anions to H,O, and oxygen, whereas catalase transform H,O, to
water.? In this study, this chain of defense was disrupted in rats
exposed to BaP. Moreover, lipids, especially polyunsaturated fatty
acids, are very susceptible to ROS attack leading to lipid peroxidation
disrupting numerous cell functions including cell division. The final
product of lipid peroxidation is MDA, which can initiate or promote
tumors.*! The BaP increased the MDA level, concordant with the dis-
organization of the enzymatic antioxidant defense system of cells. CS
seed oil significantly reduced the lipid peroxidation and increased the
GSH level and SOD and catalase activities in prostate rat compared to
BaP group; highlighting its antioxidant activity, which could at least
account for its beneficial effects against PCa. In addition, its effects
on endogenous antioxidants, studies have shown that these seeds
contain  cucurbitacins, compounds with potent antioxidant
activity. 4?43

The cytokine network balance is a determinant factor to maintain
homeostasis and any disruption in this balance contribute to the
development of various diseases, including cancer.** The immune cells
which infiltrate PCa generally contribute to its initiation and/or pro-
gression. Studies showed that pro-inflammatory cytokines such as
TNF-«a, IL-1, and IL-6 are the most released by macrophages of the

h.45

subtype 1 in PCa growt| Rather, IL-10 is an anti-inflammatory cyto-

kine from macrophage subtype 2, which play a key role in tumor-
induced immune suppression and tolerance in various cancers.***¢ In
this study, BaP induces an up-regulation of pro-inflammatory cyto-
kines TNF-a, IL-1, and IL-6, while it down-regulated the anti-
inflammatory cytokine IL-10 compared to normal group. The HAPs
(e.g., benzo(a)pyrene) contained in charred meat might induce inflam-
mation, which in turn could initiate and/or promote the PCa through
generation of ROS by infiltrating immune cells responsible of DNA
damage and cell injury.*’” CS treatment successfully reduced the TNF-
a, IL-1B, and IL-6 levels and increased IL-10 cytokine level compared
to rats of the BaP group. Wahid*® demonstrated that C. sativus seeds
endow with anti-inflammatory properties due to the presence of tet-
racyclic terpenoids and cucurbitacins. Indeed, cucurbitacins A, B, C, D,
E and | detected in seeds of different varieties of CS have the ability
to suppress the pro-inflammatory cytokines by inhibiting the activity

of cyclooxygenase-2 (COX-2) and nitric oxide synthase (NOS).*®

5 | CONCLUSION

The present study, which aimed to assess the anticancer potential of
C. sativus seed oil was performed in vitro and in vivo. In vitro,
C. sativus seed oil significantly and concentration-dependently
reduced the DU145 cell growth and clone formation. It increased the
number of apoptotic cells and inhibits the migration and invasion of
DU145 cells, while it decreases their adhesion for collagen and fibrin-
ogen extracellular matrix. The expression of integrin p-1 and p-4 were
increase at 100 pg/mL. In vivo, the BaP significantly increase the inci-
dence of PC tumors (75%), the total protein and PSA levels, pro-
inflammatory cytokines (TNF-q, IL-1, and IL-6) and MDA levels com-
pared to the normal group (NOR). C. sativus seeds oil significantly

counteracted the effect of BaP by decreasing significantly the PCa
incidence (12.5%), and increasing the level of antioxidant (SOD, GSH
and catalase) and anti-inflammatory cytokine IL-10 in serum compared
BaP rats. While in BaP group PCa adenocarcinoma was the most rep-
resentative neoplasm, rats treated with 85 and 170 mg/kg prevented
the glandular neoplasia. In sum, C. sativus seed oil has anti-prostate
cancer effect in vitro and in vivo. The present study sheds more might

on the importance of cucumber as a source of bio-anticancer agents.
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