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RESUME 

Le présent travail peut être divisé en deux parties : 

 

Partie I 

  Effet prolifératif et antiprolifératif du Carvacrol, composé majoritaire de l’huile 

essentielle de thym, sur les cellules cancéreuses P815 : Corrélation avec l’expression 

intracellulaire de la phosphatase alcaline. 

Dans un premier temps, les effets cytotoxiques in vitro de l’extrait acétate de 

Nigelle et l’huile essentielle du thym ont été évalués sur deux lignées cancéreuses, il s’agit 

de la lignée adhérente BSR et de la lignée non adhérente P815. Dans ces expériences, la 

vincristine est utilisée comme test positif. La modulation de l’activité phosphatase alcaline 

(APAL) dans les cellules tumorales par la présence des extraits et/ou drogues cytotoxiques 

utilisés dans le présent travail apparaît comme certaine. Ceci est particulièrement vrai pour 

la vincristine et pour l’extrait de Nigelle qui montrent une corrélation entre l’effet 

antiprolifératif et la stimulation de l’APAL intracellulaire dans les deux lignées tumorales 

P815 et BSR utilisées. En revanche, l’effet répresseur du Carvacrol comme celui de l’huile 

essentielle de thym sur l’APAL intracellulaire est un résultat nouveau, jamais détecté ou 

signalé auparavant lors de la stimulation ou l’inhibition de la prolifération des cellules 

cancéreuses ou cellules normales. La possibilité de l’implication de cette enzyme dans le 

contrôle prolifératif/antiprolifératif des cellules tumorales, soulève une fois de plus le rôle 

central que pourrait jouer cette activité phosphatase alcaline dans le développement du 

cancer.  

Dans un deuxième temps, nous avons voulu approfondir notre approche 

expérimentale afin de comprendre au niveau moléculaire l’action du Carvacrol sur les 

cellules cancéreuses ainsi que les cellules mononucléaires humaines du sang périphérique 

(PBMC). Ces travaux ont montré que l’inhibition de l’APAL par le Carvacrol, à faible 

concentration, est corrélée avec la stimulation de la prolifération des cellules cancéreuses 

P815. Le même phénomène a pu être observé dans les PBMC avec une sensibilité moindre 

(5 fois moins sensible). Les effets observés après 24 à 48 h d’incubation (cycle cellulaire) 

suggèrent fortement une régulation/inhibition au niveau de la transcription des gènes 

codant pour la ou les phosphatases alcalines dans les cellules cancéreuses P815. Cet effet 

prolifératif qui apparaît concomitant à l’effet répresseur du Carvacrol sur l’APAL, suggère 
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que lorsque cette activité enzymatique est réprimée les cellules tumorales P815 prolifèrent 

mieux. En revanche, à forte dose, le Carvacrol induit l’apoptose tout en réprimant l’APAL. 

Contrairement aux extraits ou drogues cytotoxiques qui montrent une corrélation entre 

l’effet antiprolifératif et l’augmentation de l’APAL. De plus, l’effet du Carvacrol à faible 

dose apparait similaire à celui obtenu par l’action de l’agent mitogène pookweed (facteur 

de croissance) utilisé dans le présent travail. Cette propriété mitogen-like du Carvacrol 

renforce notre approche expérimentale et pourrait nous ouvrir une autre voie différente et 

nouvelle pour contrer ce fléau « le cancer » qui ne cesse de proliférer.  

Tout naturellement dans un troisième temps, nous nous sommes servis de nos 

connaissances en culture cellulaire et les difficultés rencontrées pour évaluer l’effet 

cytotoxique des drogues et/ou des extraits (plantes ou autres) in vitro, pour mettre au point 

une nouvelle méthode d’appréciation de l’effet anti-cancéreux des drogues pures ou 

extraits en utilisant un colorant spécifique. Ce teste de viabilité qui donne les mêmes 

résultats que ceux obtenus par la méthode MTT (préconisée), présente des avantages 

indiscutables. 

 

Partie II Evaluation de l’effet cytotoxique et antioxydant des différentes molécules 

nouvellement synthétisées, famille des dihydropyrimidinones, les dérivés Hydrazones 

et les Systèmes Hétérocycliques Nitré, sur les différentes lignées tumorales.  

Les résultats obtenus sont très encourageants pour certaines molécules avec des 

effets anticancéreux (IC50) aussi bien, si non mieux, que le cisplatine (anticancéreux de 

référence). Parallèlement, un effet antioxydant est systématiquement déterminé par le teste 

DPPH. Certaines molécules possèdent un pouvoir antioxydant comparable à celui de la 

vitamine C (teste positive). Ces travaux vont nous permettre de sélectionner les molécules 

« tête de série » et d’envisager une relation structure activité afin d’orienter la synthèse 

chimique. 

 

Mots-clefs : cellules cancéreuses (P815, MCF-7, MDA-mb468), Carvacrol, proliférative, 

antiproliférative, effet biphasique, phosphatase alcaline, cytotoxicité, anti oxydant, 

dihydropyrimidinones, dérivés hydrazones, hétérocycliques nitrés. 
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PREAMBULE 

 

Dans la première partie de ce travail, nous présenterons tous d'abord une revue 

bibliographique (chapitre I) des connaissances actuelles concernant ce fléau « le cancer » 

qui ne cesse de progresser dans le monde. Le deuxième chapitre sera consacré aux 

substances naturelles : source potentielle de chimiothérapie anticancéreuse et enfin 

l’implication de la phosphatase alcaline dans le développement des cellules tumorales 

(chapitre III). Quand si possible, nous ferons allusion à notre approche expérimentale 

préconisée dans le présent travail de recherche. Dans la deuxième partie, nous déclinerons 

les résultats et une discussion générale puis nous clôturons ce document par une conclusion 

et des perspectives. 

Le cancer est une maladie intrinsèque de la cellule, inhérente à la nature même de sa 

propre machinerie enzymatique. Contrairement à de nombreuses maladies qui sont dues à 

un désordre métabolique ou au développement au sein de notre organisme d’un agent venu 

de l’extérieur (virus, bactéries, parasites), le cancer provient du fait que certaines de nos 

propres cellules ont perdu la capacité de contrôler leur prolifération consécutive à des 

causes chimiques, physiques ou biologiques, et ont réussi à contourner les mécanismes de 

surveillance qui, dans ces circonstances, les conduiraient normalement à la mort. Les 

cellules cancéreuses, devenues immortelles et insensibles aux signaux venus de l’extérieur, 

ne cessent de se diviser et finissent par envahir l’organisme entier. 

Durant les deux dernières décennies, d'énormes efforts ont apporté l'espoir d'améliorer 

le traitement des maladies cancéreuses. De nombreuses alternatives de traitements ont été 

découvertes incluant des agents cytotoxiques nouveaux, des combinaisons d'agents 

multiples, des analogues hormonaux, la thérapie génique, de l’enzymothérapie, la thérapie 

ciblée etc. Parmi ces différentes approches thérapeutiques, la chimiothérapie curative reste 

un des moyens le plus utilisé « efficace » pour le traitement des maladies cancéreuses 

avancées. 

La majorité des principes actifs utilisés en chimiothérapie anticancéreuse ont pour 

origine les plantes médicinales, citons à titre d’exemple les anthracyclines, l’adriamycine, 

la vincristine et la vinblastine. Le développement des molécules actives possédant des 

structures voisines ne peut que favoriser les phénomènes de résistance, d’où l’intérêt 
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d’exploiter de nouvelles cibles pharmacologiques avec de nouvelles molécules originales 

avec un mécanisme d’action original. C’est dans cette optique que nous avons lancé un 

programme de recherche des principes actifs, anticancéreux, à partir de plantes médicinales 

marocaines.  

Dans le présent travail, nous nous sommes intéressés dans un premier temps à l’effet du 

carvacrol pur, à faible et à forte concentration, sur la multiplication des cellules tumorales 

ainsi que les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC). Les résultats obtenus 

montrent très clairement que le comportement des cellules tumorales est différent selon la 

concentration du carvacrol dans le milieu d’incubation. Ainsi à forte concentration le 

carvacrol montre un effet inhibiteur alors qu’à faible concentration, il devient stimulateur 

de la croissance des cellules cancéreuses utilisées. Dans un deuxième temps, on a pu 

corréler cet effet stimulateur de la croissance cellulaire à la répression de l’activité 

phosphatase alcaline intracellulaire par le carvacrol (résultat inédit). L’agent mitogène 

pookweed (facteur de croissance) donne les mêmes résultats que le carvacrol. Cette 

propriété mitogen-like du carvacrol renforce notre approche expérimentale et pourrait nous 

ouvrir une autre voie différente et nouvelle pour contrer ce fléau « le cancer » qui ne cesse 

de proliférer. La phosphatase alcaline de type proliférative (PAL-pr) serait probablement 

responsable et/ou impliquée fortement dans une voie de «signalisation intracellulaire», 

contrôlant ainsi la prolifération des cellules cancéreuses via un mécanisme impliquant la 

répression du gène codant pour PAL-pr. Cette activité PAL-pr pourrait être une enzyme 

particulière (iso-enzyme de la famille des phosphatases alcalines) et lorsqu’elle est 

réprimée de manière spécifique, directement ou indirectement, conduirait à la prolifération 

cellulaires cancéreuses. Dans cette hypothèse, la PAL-pr constituerait une cible potentielle 

pour l’immunothérapie et la chimiothérapie. 

Les méthodes utilisées lors de la sélection initiale des anticancéreux potentiels doivent 

être suffisamment sensibles pour détecter de petites différences dans le nombre de cellules; 

mais suffisamment reproductibles sous diverses conditions expérimentales. C’est dans ce 

sens que nous avons mis au point et proposé le test DCPIP (2-6 DiChloroPhenol-

Indophenol). Cette nouvelle approche qui est simple à mettre en place et qui assure des 

données fiables, constitue une bonne alternative et / ou complémentaire à la méthode MTT 

[3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide]. 

Parallèlement, nous avons entrepris une étude d’évaluation de l’effet cytotoxique et 
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antioxydant des différentes molécules nouvellement synthétisées, famille des 

dihydropyrimidinones, les dérivés Hydrazones Hétérocycliques et les systèmes 

Hétérocycliques Nitré. L’objectif étant de sélectionner des molécules ‘tête de série’ et 

d’envisager une étude relation structure-activité permettant l’orientation de la synthèse 

chimique afin d’améliorer l’efficacité cytotoxique. 
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Chapitre I 

INTRODUCTION GENERALE 

 

1.  Le cancer 

Le cancer est un terme qui englobe une grande diversité de maladies pouvant toucher 

l’ensemble des organes de l’organisme. Il est le résultat de la prolifération de cellules d'un 

type différent à partir de cellules normales de l’organisme. La prolifération peut être rapide 

ou lente. Une cellule cancéreuse n’obéit pas aux règles complexes d'architecture et de 

fonctionnement qui régissent d'habitude l’emplacement et le comportement des cellules 

dans un tissu. Les nouvelles cellules résultantes peuvent former une tumeur maligne (un 

néoplasme) ou se propager à travers le corps et former des métastases. 

L'apparition d'un cancer s'effectue selon un processus en plusieurs étapes au cours 

desquelles l'accumulation d'anomalies sur différents gènes, au fil des divisions cellulaires, 

confère un avantage sélectif au clone malin. Les cellules, toutes issues d'une première 

cellule mutée (clone), forment une tumeur (Fig. 1). Celle-ci devient de plus en plus 

agressive pour son environnement et échappe progressivement à tout contrôle [1]. 

 

 

Figure 1 : La transformation d'une cellule normale en cellule cancéreuse 
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Il est désormais acquis que le cancer est dû à une grave perturbation de la 

communication cellulaire. Il se caractérise par une prolifération cellulaire anarchique et 

indéfinie d’un clone cellulaire, une perte de la différenciation et une absence de mort 

cellulaire. Cette prolifération conduit à la destruction du tissu originel, ainsi que des tissus 

environnants. Sans traitement, l’envahissement conduit à la mort de l’individu [1]. 

Le cancer est causé par des modifications (mutations) de l'ADN dans les cellules. 

L'ADN est formé d’un grand nombre de gènes individuels, chacun d'entre eux contenant un 

ensemble d'instructions indiquant à la cellule ses fonctions, ainsi que les méthodes de 

croissance et de division. Des erreurs dans les instructions peuvent empêcher la cellule de 

fonctionner normalement et permettre à une cellule de devenir cancéreuse.  

Il existe un certain nombre de facteurs favorisant le développement d’un cancer. Parmi 

ceux-ci, on distingue : 

a. les facteurs biologiques : 

 Hérédité : certaines variétés de cancer du sein ou de cancer du côlon sont plus 

répandues dans les familles à risques. Dans ces familles, une personne peut recevoir de ses 

parents et transmettre à ses enfants un gène, présent dans toutes ses cellules, qui favorise le 

mécanisme de développement d’un cancer. 

 Virus : certain virus possèdent parfois un gène, dit oncogène viral, capable de 

transformer les cellules saines en cellules malignes. C’est pour cette raison qu’on appelle 

souvent, par opposition, les oncogènes normaux des cellules humaines des proto 

oncogènes cellulaires. 

L’alimentation joue un rôle important dans l’apparition des cancers. En effet la 

consommation de graisses et des nitrites provenant du sel, utilisés comme conservateur 

alimentaire, sont accusés comme facteur favorisant le cancer de l’estomac. En revanche, la 

consommation régulière des fruits et des légumes diminue le risque de nombreux cancers. 

 

b. les facteurs physiques 

Les rayonnements ionisants (beta) et non ionisants (UV), responsables de modifications 

de l’ADN, déclenchent les mécanismes de la carcinogenèse qui se traduirait par un cancer 

après quelques années de latence [2]. 



 

 

 

 

 

20 

 

 

c. Les facteurs chimiques  

L’abus chronique de l’alcool favorise les cancers de la gorge, de l’œsophage et de foie. 

Les cancers de la peau et des poumons surviennent chez les travailleurs de l'arsenic et 

l’amiante. D'autres substances minérales pouvant induire un cancer sont signalées : le 

chrome et les sels de nickel induisent des tumeurs pulmonaires alors que le cadmium induit 

des tumeurs de la prostate. Les substances organiques aromatiques, comme le goudron de 

houille à base de noyaux anthracénique et phénanthrène, peuvent induire des cancers de la 

peau et du col utérin [2]. 

 

1.1. Incidence et mortalité dues au cancer  

Selon les estimations de l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en 2015, le cancer 

est considéré comme la première ou la seconde cause de décès avant l'âge 70 ans dans 91 

pays sur 172, et se classe troisième ou quatrième sur 22 autres pays [3]. 

Les données disponibles [3], concernant l'incidence du cancer et la mortalité selon une 

répartition géographique dans 20 régions du monde, présentent une estimation de 18,1 

millions de nouveaux cas de cancer et 9,6 millions de décès par le cancer en 2018 dans 185 

pays. Dans les deux sexes réunis, le cancer du poumon est le plus souvent diagnostiqué 

(11,6% du total des cas) et la cause principale de décès (18,4% du total des décès par 

cancer), suivi par le cancer du sein chez les femmes (11,6%), cancer de la prostate (7,1%), 

cancer colorectal (6,1%), cancer de l'estomac (8,2%) et en fin le cancer du foie (8,2%) [3]. 

1.2. La carcinogenèse 

La carcinogenèse décrit tous les mécanismes et les facteurs impliqués dans la 

transformation de la cellule. Plusieurs types d’inducteurs et de nombreuses étapes sont en 

cause dans la cancérisation d’une cellule saine [4]. L'oncologie actuelle reconnaît trois 

phases principales : phase d'initiation, phase de la promotion et la phase de progression [5]. 

 

Initiation : consiste essentiellement à des modifications irréversibles des cellules 

somatiques. L'initiation implique une ou plusieurs modifications cellulaires stables 

apparaissant spontanément ou induites par l'exposition à un cancérogène. Ceci est 
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considéré comme la première étape de la cancérogenèse, où le génome cellulaire subit des 

mutations, créant un potentiel de développement néoplasique et prédispose la cellule 

affectée et ses progénitures à la transformation néoplasique ultérieure [6,7]. Les séquences 

d'ADN humain responsables de la transformation s'appellent des oncogènes. Plusieurs des 

oncogènes actifs ont été isolés par clonage [5]. Une défaillance des mécanismes de 

réparation qui interviennent pour empêcher la transmission d’un matériel génétique altéré 

et une division cellulaire non contrôlée doivent se produire pour que l’initiation survienne. 

Les cellules qui ne sont pas initiées vont mourir soit par apoptose ou par nécrose : 

 

- Apoptose : est une forme « physiologique » de mort cellulaire, hautement régulée et qui 

est indispensable à la survie des organismes multicellulaires. C’est le processus par lequel 

des cellules déclenchent leur autodestruction en réponse à un signal précis. Elle est en 

équilibre constant avec la prolifération cellulaire. La cellule émet des signaux, en 

particulier l’exposition sur le feuillet externe de sa membrane plasmique de la 

phosphatidylsérine (phospholipide normalement constitutif de son feuillet interne) qui 

permettra sa phagocytose par les globules blancs (Fig. 2) [8]. 

 

- Nécrose : est une mort cellulaire dite "accidentelle" qui survient lors d'un dommage 

tissulaire et qui implique des groupes de cellules. Lors de la nécrose, la cellule gonfle puis 

la membrane cellulaire éclate déversant le contenu cellulaire dans le tissu environnant et 

provoquant localement une inflammation (Fig. 2). Cette inflammation est provoquée par la 

présence d'enzymes et de substances inflammatoires présentent dans le cytosol. Les 

organelles (notamment les mitochondries et le noyau) restent intactes tout au long de ce 

processus [8]. 
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Figure 2 : Illustration des principales caractéristiques de l'apoptose et de la nécrose 

 

Promotion : la cellule transformée (initiée) peut rester inoffensive, à moins qu'elle soit 

stimulée pour continuer à proliférer, ce qui perturbe l'équilibre cellulaire. Les 

modifications ultérieures d'une cellule initiée conduisant à une transformation néoplasique 

peuvent impliquer plusieurs étapes et nécessitent des expositions répétées et prolongées à 

des stimuli promoteurs. Le développement néoplasique est influencé par l'environnement 

intra et extracellulaire. L’expression de la mutation initiale dépend non seulement de 

l’interaction avec d’autres mutations oncogènes, mais également des facteurs susceptibles 

de modifier temporairement les schémas d’expression de gènes spécifiques, par exemple : 

les cytokines, les métabolites lipidiques et certains esters de phorbol [5]. Ceci peut 

entraîner un accroissement du potentiel de croissance cellulaire et / ou un découplage des 

processus de communication intercellulaire qui restreignent l'autonomie cellulaire et 

coordonnent ainsi le maintien et le développement des tissus [6,9]. 

Progression : processus par lequel des modifications successives de la tumeur donnent 

lieu à des sous-populations de plus en plus malignes. Les mécanismes moléculaires de la 

progression tumorale ne sont pas entièrement compris, mais des mutations et des 

aberrations chromosomiques peuvent être impliquées. Le processus peut être accéléré par 

des expositions répétées à des stimuli cancérogènes ou par des pressions de sélection 

favorisant les dérivés clonaux autonomes. Les cellules initiées prolifèrent, provoquant une 

augmentation rapide de la taille de la tumeur. À mesure que la taille de la tumeur grossit, 



 

 

 

 

 

23 

 

les cellules peuvent subir d'autres mutations, ce qui entraîne une hétérogénéité croissante 

de la population cellulaire [5]. 

 

1.3. Mécanismes moléculaires de l’oncogenèse 

Le gène est une unité d’information constituée d’une séquence ADN utilisée comme 

matrice pour synthétiser une protéine ou un ARN qui aura un rôle dans le fonctionnement 

de la cellule. Chez l’humain la taille du génome humain est de 3 200 000 000 paires de 

base (pb) [10]. La taille moyenne d’un gène est d’environ 3 000 pb, mais elle peut être très 

variable. 100 000 000 pb est une approximation rapide de la taille totale de l’ADN 

correspondant à des protéines. Cette petite portion du génome (environ 3 %) est qualifiée 

de codante. La majeure partie du génome humain est donc constituée de séquences non-

codantes, qui correspondent notamment à des régions régulatrices de l’ADN [11]. 

Les dommages génétiques responsables d'un cancer peuvent survenir de diverses façons 

: des translocations génétiques peuvent juxtaposer deux gènes de telle manière que leur 

fonction n'est plus régulée, des mutations peuvent activer des gènes qui causent le cancer 

ou inactiver des gènes qui le préviennent, enfin des modifications épigénétiques des 

protéines qui s'associent à l'ADN peuvent modifier l'expression des gènes essentiels. 

Parfois, la première étape est la mutation des gènes qui empêchent normalement les 

mutations d'autres gènes, les cellules subissent alors rapidement des mutations 

supplémentaires qui à la suite d'une sélection naturelle morbide, produisent finalement le 

clone mutant qui génère une tumeur maligne [12]. 

 

1.3.1.  les gènes impliqués dans l'oncogenèse 

Les gènes associés au cancer ont été classés en deux catégories sur la base de leurs 

caractères cancérogènes ou protecteurs [4]. 

1.3.1.1. Les oncogènes  

Les oncogènes sont des gènes cellulaires normaux qui participent à la stimulation des 

voies de croissance et deviennent anormalement activés en cas de cancer. Les mutations 

ponctuelles qui activent une enzyme de manière constitutive, les délétions qui suppriment 

les régions régulatrices négatives des protéines, ou l'augmentation de l'expression qui 

résulte de la dérégulation du promoteur ou de la multiplication du nombre de copies du 
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gène (amplification) [13] peuvent rendre les protéines correspondantes indifférentes aux 

signaux de régulation négative (Tableau I). 

 

Tableau I : Les proto-oncogènes impliqués dans les tumeurs humaines 

Proto-oncogenes Type d’anomalie Exemples de tumeurs 

impliquees 

ERBB1(EGFR) Surexpression ou mutation 

activatrice  

Nombreux carcinomes 

ERBB2(HER2) Amplification Carcinomes mammaires et 

ovariens 

FLT3 Mutation activatrice Leucémies aigues 

myéloïdes 

RET Mutation activatrice Carcinomes thyroïdiens 

PDGFR Mutation activatrice Sarcomes, gliomes 

KIT Mutation activatrice Tumeurs stromales gastro-

intestinales 

KRAS Mutation activatrice Carcinomes coliques, 

bronchiques, pancréatiques 

NRAS Mutation activatrice Leucémies, mélanomes 

BRAF Mutation activatrice Mélanomes 

ABL Translocation Leucémie myéloïde 

chronique 

CMYC Translocation Lymphome de Burkitt 

NMYC Amplification Neuroblastomes 

CYCLINE D Translocation Lymphomes du manteau 

CDK4 Mutation activatrice Mélanomes 

 

1.3.1.2. Les gènes suppresseurs de tumeurs (tumor suppressor genes) (TSGs) 

Les TSGs agissent en sens inverse des oncogènes. Ce sont des régulateurs négatifs de la 

prolifération cellulaire. Leur inactivation n’empêchant plus la prolifération cellulaire et 

favorise donc la survenue des cancers. Certains TSGs sont spécifiques de certains cancers 

(Tableau II). Ainsi le gène RB1 est impliqué dans le développement du rétinoblastome. 

Les gènes BRCA1 et BRCA2 sont impliqués dans les cancers du sein [14], APC dans les 
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cancers du colon [15], WT1 dans les cancers du rein [16]. D’autres ont un spectre 

d’inactivation plus large comme TP53 ou CDKN2A qui sont inactivés dans un grand 

nombre de types de cancer [17,18].  

 

 

Tableau II : Exemples de gènes suppresseurs de tumeurs impliqués dans les cancers 

humaines 

Genes suppresseurs Exemples de tumeurs impliquees 

TP53 Nombreux cancers 

NF1 Tumeurs des nerfs périphériques 

NF2 Méningiomes 

APC Carcinomes digestifs 

WT1 Néphroblastome (tumeur de Wilms) 

 

 

1.3.1.3. Les gènes de réparation de l’ADN 

L’ADN est continuellement soumis aux activités métaboliques intrinsèques à la cellule 

et à des facteurs environnementaux externes qui portent atteinte à son intégrité. Les 

facteurs environnementaux peuvent être de nature physique (rayonnements), chimique 

(radicaux libres, médicaments) ou biologique (toxines, virus). On estime entre mille et plus 

d’un million le nombre de lésions par cellule et par jour [19]. Beaucoup de ces lésions 

provoquent des dommages tels que la cellule elle-même ne peut se reproduire ou donne 

naissance à des cellules-filles non viables. Les gènes de réparation de l’ADN sont capables 

de détecter et de réparer les lésions de l’ADN et prévenir cet état anormal. Les mécanismes 

de réparation de l’ADN garantissent la stabilité du génome. La capacité de réparation de 

l’ADN d’une cellule est essentielle à l’intégrité de son génome, et donc à son 

fonctionnement normal et à celui de l’organisme [4]. 

 

1.4. Les traitements du cancer 

Le choix du protocole de traitement dépend essentiellement du type de cancer et de la 

localisation de la tumeur. Le but ultime de tous traitements est de détruire ou de bloquer la 

prolifération des cellules malignes. 
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1.4.1. La chirurgie.  

Elle consiste à enlever la masse tumorale ou les tissus détériorés par le cancer. La 

chirurgie du cancer a des règles et des principes spécifiques pour la maladie néoplasique. 

Cela implique non seulement l'élimination de la tumeur en tant que formation pathologique 

locale, mais également l'implication de tout l'organisme. Dans de nombreuses situations, la 

simple excision avec résection étendue au-delà des limites de la tumeur ne résout pas le 

problème de la récurrence et des métastases. La chirurgie reste une méthode de base en 

oncologie, même s'il existe de nombreuses limites et contre-indications telles que les 

adénopathies, les métastases, etc. [2,20]. 

 

1.4.2. La radiothérapie 

La radiothérapie est basée sur l’irradiation des cellules tumorales. Les rayons X et 

gamma sont capables de pénétrer dans la profondeur du tissu, détruisant les cellules 

tumorales. Elle est utilisée seule ou associée à la chirurgie. La tumeur est traitée de 

l'extérieur ou par des sources radioactives introduites dans l'organisme (curiethérapie). La 

radiothérapie induit des lésions directes dans l'ADN ou des molécules biologiques, qui 

finissent par affecter l'ADN. Ces changements déréglementent la division cellulaire et les 

cellules filles finissent par mourir [2]. 

 

1.4.3. L'immunothérapie 

L’immunothérapie ne vise pas directement la tumeur. Elle agit principalement sur le 

système immunitaire du patient pour le rendre apte à attaquer les cellules cancéreuses. 

L’immunothérapie spécifique consiste à stimuler certaines cellules immunitaires pour les 

rendre plus efficaces ou à rendre les cellules tumorales plus reconnaissables par le système 

immunitaire. Elle repose sur les anticorps monoclonaux, notamment les inhibiteurs de 

points de contrôle, les anticorps bispécifiques, le transfert adoptif de cellules ou encore la 

vaccination anti-tumorale. Nous reviendrons sur cette partie lors qu’on abordera plus tard 

la thérapie ciblée (en 1.4.7.2 et 1.4.7.3) et les vaccins anticancéreux (1.4.8.). 
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1.4.4. L’hormonothérapie  

L'hormonothérapie est un traitement qui consiste à bloquer l'action ou la production 

d'hormones naturelles afin d'empêcher le développement des cellules 

cancéreuses. Contrairement à la chimiothérapie ou à la radiothérapie, qui cherchent à tuer 

rapidement les cellules cancéreuses, l'hormonothérapie vise à entraîner leur mort à plus 

long terme en créant un milieu hormonal qui leur est défavorable. Le développement de 

certaines cellules cancéreuses est stimulé par des hormones qui se fixent sur des récepteurs 

à la surface de ces cellules. Ces récepteurs sont alors activés, déclenchant des réactions à 

l'intérieur de la cellule, comme par exemple une division cellulaire. Différentes stratégies 

ont été développées :  

- Stratégie 1: on bloque la production d'hormones. 

- Stratégie 2: on empêche l'hormone d'agir au niveau de son site (cible) 

- Stratégie 3: on fait les deux à la fois. 

 

1.4.5. La chimiothérapie  

La chimiothérapie consiste à utiliser des entités chimiques pour soigner ou traiter les 

cancers. Ces agents ciblent des processus critiques pour la division cellulaire et notamment 

les cellules cancéreuses en croissance rapide [21]. Bien que les médicaments s'attaquent en 

particulier aux cellules cancéreuses, leur action toxique peut également toucher dans une 

bien moindre mesure les cellules saines. Ainsi, la plupart des chimiothérapies entraînent 

des effets secondaires comme la chute des cheveux, des nausées et des vomissements, la 

baisse des globules rouges et blancs. L’efficacité de la chimiothérapie est limitée 

également par les phénomènes de résistance. En effet, les cellules cancéreuses possèdent 

ou acquièrent la possibilité de contourner les mécanismes d'action des médicaments utilisés 

en chimiothérapie. Certains types de cancers sont naturellement résistants à tous les 

médicaments (exemple : cancers du rein ou de la thyroïde), d’où la recherche de nouvelles 

molécules thérapeutiques synthétisées ou d’origine naturelle et de préférence moins 

toxique vis-à-vis des cellules hôtes. Quand la chimiothérapie est associée à la chirurgie 

et/ou à l'irradiation, on parle de chimiothérapie adjuvante [2]. 
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Les agents cytotoxiques sont classés en fonction de leurs modes d'action [21] 

notamment les agents alkylants, les anti-métabolites, ciblage des microtubules, les 

inhibiteurs d’enzymes (topo-isomérases, etc.) et les antibiotiques (Fig. 3). 

 

 

Figure 3 : Cibles pharmacologiques des médicaments cytotoxiques. 

 

1.4.5.1. Les agents alkylants et les sels de platine  

Les agents alkylants sont les premières molécules non hormonales génotoxiques à être 

utilisées dans le traitement du cancer [22]. Ces médicaments qui affectent les acides 

nucléiques et leur fonction par l’établissement des liaisons directes dans l'ADN et en 

interférant avec la réplication et la transcription entraînent des mutations. De cette manière, 

l'objectif de l'utilisation de ces agents est d'induire des dommages dans l'ADN des cellules 

cancéreuses et d’entraîner éventuellement la mort des cellules (apoptose). Les agents 

alkylants agissent en remplaçant un atome d’hydrogène dans une autre molécule par un 
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radical alkyle [23]. Ces molécules sont divisées en deux groupes : celles qui réagissent 

directement avec les molécules biologiques et celles qui forment d’abord des dérivés 

intermédiaires qui vont par la suite réagir avec les molécules biologiques. 

On distingue les agents alkylants mono-fonctionnels (n'ayant qu'un seul lien chimique 

avec l’ADN) et les agents bi-fonctionnels qui créent de véritables ponts entre différents 

secteurs de l'ADN.  

- Les alkylants monofonctionnels peuvent ne pas entraîner une véritable mort cellulaire 

du fait de l'existence d'enzymes de réparation de l’ADN (ligase, endonucléase, 

polymérase). Ils peuvent au contraire, favoriser l'apparition de l’ADN porteur de 

malformations, susceptibles d’évoluer secondairement en cancers chimio-induits.  

- Les alkylants bifonctionnels comprennent le cyclophosphamide (Endoxan*) (Fig. 4), 

l'Ifosfamide, le melphalan, la procarbazine, le busulfan, le triphosphoramide, 

l'hexaméthylmélamine, la dacarbazine et la chlorméthine. Les moutardes azotées sont les 

premiers agents anticancéreux cliniquement utilisées [24]. Et leurs dérivés tel que le 

cyclophosphamide, qui n’est pas le produit actif mais il subit une activation dans 

l’organisme (Fig. 4) [25]. L’Ifosfamide est l’isomère du cyclophosphamide utilisé dans le 

traitement de sarcome des tissus mous localement avancé ou métastatique [26]. Au milieu 

des années 1980, l’Ifosphamide s’est avéré efficace chez les patients atteints de tumeurs 

germinales réfractaires [27]. 

 

 

Figure 4 : Métabolisme du cyclophosphamide : Le cyclophosphamide est administré sous la forme 

d'un précurseur de médicament hautement stable, qui est transformé en 4 

hydroxycyclophosphamide par l'hydroxylation du cycle oxazaphosphorine sur le 

cyclophosphamide par les systèmes hépatiques de cytochrome P-450. Plusieurs métabolites sont 

générés, mais le 4-hydroxycyclophosphamide est considéré comme le plus important car il se 

distribue dans tout le corps, notamment pour atteindre la tumeur où il est converti 

préférentiellement en moutarde à l'azote actif [28]. 

http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp15.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp16.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp18.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp19.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp32.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp31.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp30.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp29.html
http://www.oncoprof.net/Generale2000/g09_Chimiotherapie/Complements/g09_comp17.html
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Rosenberg et ses collaborateurs ont signalés en 1965 que les complexes de platine 

présents dans le milieu nutritif à de faibles concentrations pouvaient inhiber la division 

cellulaire d'Escherichia coli [29]. Dans les années soixante-dix, l'efficacité chez des 

patients cancéreux a été établie [30]. Plus de 3 000 dérivés du platine ont été synthétisés et 

testés contre des cellules cancéreuses [31]. En raison des effets rénaux et neurotoxiques du 

Cisplaine, des efforts intensifs ont été déployés pour concevoir des analogues présentant 

moins d’effets secondaires graves. 

Aujourd'hui, six composés de platine sont utilisés en clinique : le cisplatine (disponible 

depuis 1978), carboplatine, oxaliplatine et nédaplatine (analogues 2ème génération) et 

lobaplatine et heptaplatine (analogues de 3ème génération) (Fig. 5). Certains complexes de 

platine sont toujours à l’étude clinique, y compris ceux développés pour l’administration 

orale [23]. 

- Cisplaine (cis-diamine dichloroplatine), premier composé du platine approuvé par le 

FDA pour le traitement du cancer en 1978 [32], est un produit majeur dans la 

chimiothérapie anticancéreuse. Il est utilisé pour traiter différents types de cancers : tel que 

le sarcome, cancer des os, des muscles et des vaisseaux sanguins [33]. Les sels de platine 

sont des agents proches des alkylants dans leur mécanisme d'action. Leur mode d'action est 

lié à leur capacité de réticulation avec les bases puriques de l'ADN. Le cisplaine se lie au 

centre réactif N7 sur les résidus de purine et, en tant que tels, peuvent causer des 

dommages à l’acide désoxyribonucléique (ADN). Une telle interférence avec les 

mécanismes de réparation de l'ADN peut induire l’apoptose des cellules cancéreuses 

comme les cellules saines. Le cisplatine nécessite une hydratation pour réagir avec les 

bases. La disposition 'cis' des radicaux chlore et nitrate est indispensable à l'action du 

cisplatine, car elle donne une forme coplanaire à la molécule. Les autres formes (formes 

trans) sont totalement inactives. 
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Figure 5 : Structures chimiques de certains médicaments à base de platine : (A) cisplatine; (B) 

carboplatine; (C) oxaliplatine; (D) dormaplatine; (E) enloplatin [34]. 

 

1.4.5.2 Les Anti métabolites  

Les anti-métabolites sont des agents cytotoxiques développés depuis plus de 65 ans et 

considérés comme un pilier dans la chimiothérapie anticancéreuse. Les anti-métabolites 

peuvent être divisés en fonction de leurs structures et de leurs fonctions. On trouve les 

analogues de l'acide folique, de la purine, de la pyrimidine et les analogues de la cytidine 

[23]. 

a/ Les antagonistes de l’acide folique 

L’acide folique (ou vitamine B9) est une substance indispensable à la synthèse de 

d’ARN et de l’ADN. Les cellules de mammifères n’ont pas la capacité de synthétiser leurs 

propres dérivés de folate réduits et doivent donc les obtenir de sources exogènes (c’est-à-

dire des compléments alimentaires et diététiques). Dans les cellules normales comme 

cancéreuses, l'acide folique est réduit en dihydrofolate (FH2) puis en tétrahydrofolate actif 

(FH4) qui est un cofacteur indispensable fournissant des méthyles pour la synthèse des 

bases puriques (adénine, guanine) et de la thymidine (base pyrimidinique) en présence de 

la thymidylate synthase (TS) (Fig. 7) [35]. La dihydrofolate réductase (DHFR) est bloquée 

par le méthotrexate alors que la TS est inhibée par les métabolites polyglutamates du 

méthotrexate et les métabolites actifs du 5-fluorouracile (5-FU). On va retrouver le 5-FU 

dans les antithymidiniques puisqu’il agit aussi sous la forme d’un faux substrat dans la 

synthèse de l’ADN. Les antagonistes de l’acide folique, encore appelés antifolates, sont 

des drogues cytotoxiques utilisées comme antinéoplasiques, antimicrobiens, anti-
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inflammatoires et comme agents immunosuppresseurs. Ils agissent comme drogues anti-

métaboliques cytotoxiques en interférant avec une ou plusieurs étapes de biosynthèse 

impliquant les co-enzymes folates [22,36]. 

Le méthotréxate, acide 2,4-diamino-N10-méthylpropylglutamique (Fig. 6), agit de 

manière sélective sur la phase S de la réplication cellulaire. Il est l’un des agents 

thérapeutiques largement utilisés dans le traitement des cancers : comme le lymphome, la 

leucémie aigue lymphoblastique (LAL) et l’ostéosarcome.  

 

Figure 6 : Structure chimique du méthotrexate (acide (N-[4-[[(2,4-diamino-6 pteridinyl) 

méthyl]méthylamino]benzoyl]-L-glutamique) et comparaison avec la structure du folate (acide 

ptéroyl-L-glutamique) 

 

De plus, le méthotréxate (MTX) fait partie des schémas chimiothérapeutiques du 

choriocarcinome, du cancer du sein, de la vessie et des cancers de la tête et du cou [37]. Le 

MTX et aussi un médicament utilisé pour le traitement de certaines maladies non 

cancéreuses comme l’arthrite rhumatoïde, le psoriasis et la maladie cutanée du greffon 

contre l’hôte (graft-versus-host dans les tumeurs digestives) [22]. Le MTX qui pénètre 

dans les cellules via un porteur de folate réduit (RFC) ou via la protéine de liaison au folate 

membranaire (FBP) est polyglutamé par la folylpolyglutamate synthétase (FPGS) en MTX 

polyglutamate. Ce dernier peut être conservé dans les cellules pendant des périodes plus 

longues par rapport au MTX [38,39]. La cible principale de MTX et de MTX-

polyglutamate est l’inhibition de l’enzyme DHFR, entraînant une déplétion partielle des 

cofacteurs FH4 nécessaires à la synthèse de nouveaux nucléotides, thymidylate et purines 

(Fig. 7). Par conséquent, la synthèse de l’ADN et de l’ARN diminuera. En outre, les 

polyglutamates de MTX sont également des inhibiteurs d’autres enzymes nécessitant du 

http://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_cellulaire
http://fr.wikipedia.org/wiki/Image:MTX.jpg
http://fr.wikipedia.org/wiki/Amine_(chimie)
http://fr.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9thyle
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_glutamique
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_glutamique
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folate, telles que : TS et deux enzymes liées à la synthèse de novo-purine – la glycinamide 

ribonucléotide transformylase (GART) et l’aminoimidazole carboxamide ribonucléotide 

transformylase (AICART) [38]. Dans les cellules normales, une diminution de la 

polyglutamation est observée par rapport aux cellules malignes, ce qui explique en partie la 

sélectivité du MTX pour le tissu malin [40]. Malgré cette prédilection pour les cellules 

malignes, le MTX peut tuer des cellules normales se divisant rapidement telles que celles 

de l’épithélium intestinal et de la moelle osseuse [41]. Les effets indésirables fréquents 

sont la cytopénie, les infections graves, les lésions hépatiques, les problèmes cutanéo-

muqueux, l’alopécie et la pneumopathie interstitielle allergique [42]. 

 

Figure 7 : Mécanisme d’action des antifoliques : Sites d’action du méthotréxate (MTX) et MTX 

polyglutamates (MTX-glu)n. Le MTX entre dans la cellule soit par le transporteur du folate réduit 

soit par les protéines membranaires de fixation des folates. Le MTX est ensuite polyglutamylé par 

l’enzyme folylpolyglutamate synthétase. Le MTX (glu)n est un puissant inhibiteur de la 

dihydrofolate réductase (DHFR). Les MTX polyglutamates sont hydrolysés en MTX dans le 

lysosome par γ-glutamyl hydrolase (GGH). CH2FH4 = méthylène tétrahydrofolate ; dTMP = 

déoxythymidine monophosphate ; dUMP = déoxyuridine monophosphate/déoxyuridylate ; FH2 = 

dihydrofolate ; FH4 = tétrahydrofolate ; MTX = méthotréxate ; MTX (glu)n = méthotréxate 

polyglutamate avec n résidus glutamate. 

 

Le pemetrexed qui a la capacité de bloquer simultanément plusieurs enzymes, la DHFR, 

la TS et la glycinamide ribonucléotide formyltransférase (GARFT) (Fig. 7) [43] a été 

approuvé par le FDA en 2004 pour le traitement du mésothéliome pleural malin (MPM) et 

du cancer du poumon (cellules mineures avancées ou métastatiques). Actuellement, des 
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essais cliniques évaluent l’efficacité du pemetrexed dans d’autres tumeurs malignes telles 

que les cancers du sein, colorectal, de la vessie, du col utérin, de l’estomac et du pancréas. 

 

b/ Les analogues des bases puriques et pyrimidiques. 

Le développement des analogues des bases puriques et pyrimidiques comme agents 

anticancéreux a évolué depuis qu’on a su que les acides nucléiques sont impliqués dans le 

contrôle de la croissance cellulaire. Ces analogues inhibent la réplication de l’ADN en 

s’incorporant à la place des bases nucléiques (Fig. 8) [36, 44]. Il a été démontré que 

plusieurs médicaments à base de purine et de pyrimidine exercent une activité 

anticancéreuse contre diverses tumeurs solides, leucémies et lymphomes. Parmi les 

médicaments à base de pyrimidine, on trouve les analogues de désoxycytidine, la 

cytarabine, la gemcitabine, la troxacitabine et la sapacitabine, ainsi que le fluorouracile et 

le capecitabine (Fig. 9). Deux autres analogues nucléosidiques à base d’uracile substitué en 

5 (5-fluoro-dUrd [5FdUrd] et 5-trifluorothymidine [TFT]) sont en cours d’approbation 

pour un usage clinique. Parmi les analogues à base de purine, on trouve la thioguanine, la 

mercaptopurine et son précurseur médicamenteux, l’azathioprine et les analogues de la 

désoxyadénosine, fludarabine, cladribine et clofarabine (Fig. 9). Les dérivés de 

désoxyguanosine comme le nélarabine, un promédicament de β-D 

arabinofuranosylguanine, et le 2-difluoroguanosine sont en cours d’évaluation.  

 

Figure 8 : Structure chimique des bases nucléiques. 
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Figure 9 : Structures chimiques des antimitabolites analogues des bases puriques et 

pyrimidiques. 5FdUrd = 5-fluorodésoxyuridine. TFT = 5-trifluorothymidine [45]. 

 

Les différents cancers traités par des médicaments approuvés cliniquement sont montrés 

dans le tableau III [45]. 

Tableau III : Analogues des bases puriques et pyrimidiques et cibles cancéreuses 

Analogues des bases 

puriques 

Cancer ciblé 

Mercaptopurine  Leucémie lymphoblastique aiguë 

Thioguanine Leucémie lymphoblastique aiguë et leucémie myéloïde 

Azathioprine Leucémie lymphoblastique aiguë 

Fludarabine la leucémie lymphocytaire chronique 

Cladribine leucémie à tricholeucocytes lymphome non hodgkinien 

Clofarabine leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) récidivante ou 

réfractaire 

Analogues des bases 

pyrimidiques 

 

Cytarabine Leucémie aiguë lymphoblastique et myéloïde 

Gemcitabine Cancers du pancréas, du poumon, du sein et de la vessie 

Fluoracil Cancers gastro-intestinaux, pancréatiques, de la tête et du 

cou, du rein, de la peau et du sein 

Capecitabine Cancers du sein et cancer colorectal 
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1.4.5.3. Les produits agissant sur l’ADN-topoisomérase 

Les topo-isomérases sont des enzymes clés dans les processus de réplication assurant la 

spiralisation / déspiralisation de l’ADN. Les inhibiteurs de topo-isomérases ciblent les 

cellules cancéreuses en empêchant le déroulement de l’ADN, ce qui est essentiel pour la 

réplication, la transcription et la division cellulaire. Deux principales topo-isomérases sont 

présentes dans les cellules humaines, TOPI et TOPII, et des médicaments qui ciblent l’une 

ou l’autre protéine sont utilisés pour le traitement des cancers. TOPI, ou topo-isomérase de 

type I, effectue des coupures ‘simple brin’ d’ADN, tandis que TOPII permet des coupures 

‘double brin’. La camptothécine, extraite de la plante chinoise Camptotheca acuminate, est 

l’un des premiers inhibiteurs de TOPI identifiés. La camptothécine et ses dérivés : le 

topotécan et l’irinotécan, sont indiqués dans le traitement de tumeurs solides. L’irinotécan 

est une prodrogue métabolisée par le foie en produit actif qui inhibe l’activité de la topo-

isomérase en se liant à l’intermédiaire de la réaction de l’ADN TOPI. Les mécanismes 

d’action des inhibiteurs de TOPII, tels que la doxorubicine, l’étoposide et la daunorubicine, 

incluent l’intercalation dans l’ADN et les modifications enzymatiques. L’étoposide 

possède une activité antitumorale à large spectre à la fois sur les tumeurs d’origine 

hématopoïétique et sur les tumeurs solides. Les anthracyclines, agents intercalants, sont 

aussi des inhibiteurs de la topo-isomérase II [2, 46]. 

 

1.4.5.4. Les agents tubulo-affines 

Les microtubules constituent la cible essentielle pour les produits d’origine naturelle. 

Les agents tubulo-affines perturbent la progression de la mitose et la dynamique du 

cytosquelette. Les vinca-alcaloïdes empêchent la formation de microtubules ou induisent 

une dépolymérisation, tandis que les taxanes stabilisent les microtubules ou augmentent la 

polymérisation. Les vainca-alcaloides sont isolés à l’origine de la pervenche (Catharanthus 

roseus) et ils sont utilisés pour traiter le diabète, l’hypertension artérielle et le cancer. La 

vinblastine, la première vinca alcaloïde décrite, s’est révélée très efficace dans le traitement 

de la maladie de Hodgkin, la leucémie et d’autres cancers chez des modèles murins. 

D’autres vinca-alcaloïdes, notamment la vincristine, la vinorelbine et la vinedésine, sont 

utilisés en clinique pour le traitement de divers cancers. Les taxanes sont utilisés pour 

traiter un certain nombre de cancers, tels que le cancer de l’ovaire, le poumon, le sein et la 
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prostate. Le paclitaxel, le premier taxane caractérisé, est isolé de l’écorce de l’if du 

Pacifique, Taxus brevifolia. Les dérivés semi-synthétiques du paclitaxel, du docétaxel et / 

ou du cabazitaxel sont approuvés par le FDA pour le traitement des cancers avancés de la 

prostate, du sein, de la tête, du cou et du colon [21]. 

 

1.4.5.5. Les antibiotiques  

Les antibiotiques sont principalement des dérivés de la bactérie Streptomyces et, comme 

les autres classes des agents cytotoxiques, ils agissent sur l’ADN pour tuer les cellules 

cancéreuses. Les anthracyclines, qui comprennent la doxorubicine (adriamycine), la 

daunorubicine, l’idarubicine et l’épirubicine, constituent une classe d’agents antibiotiques 

chimiothérapeutiques couramment utilisés dans le traitement de plusieurs cancers. Les 

anthracyclines induisent une cytotoxicité des cellules cancéreuses via quatre mécanismes 

principaux : l’inhibition de la synthèse de l’ADN ou de l’ARN par intercalation entre les 

bases; inhibition de l’enzyme topo isomérase II, génération d’espèces réactives de 

l’oxygène (ROS) et interférence avec l’interaction histones-ADN. La doxorubicine est 

largement utilisée en clinique dans le traitement des cancers du sein, du col utérin, de 

l’estomac et de l’endomètre, ainsi que pour la leucémie aiguë et le lymphome non 

hodgkinien [47]. La daunorubicine est la première anthracycline utilisée dans le traitement 

du cancer, où elle s’est avérée efficace dans la leucémie lymphoïde aiguë chez l’adulte 

[48]. L’un des principaux inconvénients de l’utilisation d’anthracycline pour le traitement 

du cancer est le risque élevé de cardiotoxicité. D’autres agents chimiothérapeutiques 

dérivés de bactéries comprennent l’actinomycine D, la bléomycine, la mitomycine C et la 

mitoxantrone. L’actinomycine D était l’antibiotique le plus ancien utilisé dans le traitement 

du cancer, où il augmentait le taux de survie de la tumeur de Wilms chez l’enfant à 90% 

[21, 49, 50]. 

 

 1.4.5.6. Enzymo-thérapie, Asparaginase (L-ASNase) 

Les L-Asparaginases (L-ASNase) sont des agents antinéoplasiques efficaces, utilisés 

dans le traitement de première intention de divers troubles lymphoprolifératifs et en 

particulier les leucémies aiguës lymphoblastiques (LAL). L-Asparaginase est utilisée en 

association avec d’autres agents, notamment le méthotrexate, la doxorubicine, la 
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vincristine et la prednisone [51]. Actuellement, trois préparations de L-ASNase sont 

disponibles pour une utilisation clinique : enzyme native d’Escherichia coli (Elspar®); une 

L-ASNase de E. coli pégylée (Oncospar®) et une enzyme native erwinia d’Erwinia 

chrysanthemi (Erwinase®). 

Le mécanisme d’action de la L-ASNase repose sur l’hypothèse que les cellules 

tumorales, en particulier les cellules leucémiques, nécessitent une quantité énorme d’acide 

aminé asparagine (Asn) pour maintenir leur croissance maligne rapide. Ces cellules 

manquent de quantités adéquates d’asparagine synthétase et dépendent d’une source 

exogène d’Asn pour leur survie. La L-ASNase catalyse l’hydrolyse de la L-ASN en acide 

L-aspartique et en ammoniac, entraînant ainsi une diminution significative de la quantité 

d’asparagine en circulation dans le plasma [37,52]. 

Comme les médicaments, les enzymes ont aussi des effets indésirables et le plus 

couramment observé sont liés à l’inhibition de la synthèse des protéines et aux réactions 

allergiques. Les réactions d’hypersensibilité peuvent être résolues en utilisant des versions 

modifiées de L-ASNase telles que l’asparaginase (PEG) conjuguée au polyéthylène glycol 

(PEG). La pegasparaginase réduit les réactions immunogènes et possède une demi-vie 

considérablement plus longue, ce qui réduit le nombre d’injections pour le patient. Au 

cours des dernières années, des essais cliniques ont montré l’importance de la 

pegasparaginase dans le traitement de la LAL chez les enfants et les adultes [53,]. 

Néanmoins, la résistance apparaît lors de l’induction de l’asparagine synthétase dans les 

cellules tumorales [54] et l’administration de L-ASNase peut induire le développement 

d’anticorps neutralisant l’enzyme [51, 52, 55]. 

 

1.4.6. La thérapie ciblée 

Le concept thérapeutique ciblé ou moléculairement ciblé implique l’utilisation d’un 

composé médicamenteux pour bloquer et / ou minimiser la croissance des cellules 

cancéreuses. Durant ce processus, les tissus normaux ne sont pas affectés et ce type de 

traitement peut être plus efficace et moins cytotoxique que la chimiothérapie traditionnelle 

non ciblée. Par conséquent, l’objectif principal des thérapies ciblées est de traiter les 

cellules cancéreuses avec moins d’effets secondaires. Les médicaments à petites molécules 
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(SMD), les anticorps monoclonaux (moabs), les anticorps conjugués (ADC) ainsi que les 

vaccins anticancéreux font partie des agents de base largement utilisés [56]. 

 

1.4.6.1. Les médicaments à petites molécules (SMD) 

Les SMD peuvent pénétrer plus facilement la membrane cellulaire et la barrière hémato-

encéphalique. Ils sont de simples molécules organiques de faible poids moléculaire (<1000 

kDa) pouvant être administrées par voie orale ou intraveineuse. Ces médicaments sont 

utilisés comme inhibiteurs d’enzymes dans le traitement du cancer et d’autres maladies. 

a/ Les inhibiteurs de kinase 

Les inhibiteurs de kinase forment un groupe de molécules qui inhibent spécifiquement 

l’action d’une ou de plusieurs protéines kinases. Ils peuvent donc être subdivisés ou 

caractérisés par les acides aminés dont la phosphorylation est inhibée [57]. Ces inhibiteurs 

bloquent la fonction de signalisation cellulaire. L’administration de fortes doses 

d’inhibiteurs de kinases aux patients empêchent les kinases de se lier au système chaperon 

Hsp90-Cdc37, un complexe de molécules qui joue un rôle vital dans la stabilité des 

protéines [58,59]. Quelques exemples des inhibiteurs de tyrosine-Kinase qui sont 

actuellement utilisées : Erlotinib dans le traitement des cancers pulmonaire métastasiques, 

Lapatinib dans le traitement du cancer sein HER2-positif et Sorafenib dans  le traitement 

du cancer du rein. 

b/ Les inhibiteurs du protéasome (IP) 

Les inhibiteurs du protéasome (IP) sont la deuxième classe de SMD. Les cellules 

transformées sont plus sensibles à ce type de médicament que les cellules saines [60, 61]. 

La lactacystine est le premier IP non peptidique. Comme les SMD se sont avérés plus 

efficaces dans le myélome multiple que dans d’autres cancers. Ils sont introduits dans la 

pratique clinique en monothérapie ou en association avec d’autres composés déjà établis 

(carzomzomib, marizomib et MLN9708) [62]. 

c/ Les inhibiteurs de la cyclindependent kinase (CDK) 

Le besoin urgent de nouveaux médicaments anticancéreux ciblés a conduit au 

développement d’un type supplémentaire d’inhibiteur appelé inhibiteurs de la 

cyclindependent kinase (CDK) [63]. Ils fonctionnent en arrêtant les cellules dans la phase 
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G1 du cycle cellulaire. Palbociclib est un nouveau médicament expérimental approuvé par 

le FDA (Food and Drug Administration), sélectif des CDK 4 et 6. Les CDK 4 et 6 sont 

deux kinases étroitement apparentées qui permettent la progression des cellules tumorales 

pendant les phases G1 et S du cycle cellulaire. De nombreux inhibiteurs de CDK à large 

spectre tels que l’avopiridol et l’olomoucine, ainsi que certains inhibiteurs de CDK tels que 

la fascaplysine, la ryuvidine et le purvalanol A, font actuellement l’objet d’études cliniques 

[64]. 

En général, ce type de molécule capable d’inhiber simultanément plusieurs cibles, y 

compris les récepteurs des cellules ou les protéines de la voie de transduction du signal, 

s’est révélé moins spécifique que les anticorps monoclonaux thérapeutiques. Par 

conséquent, l’utilisation de certaines de ces molécules peut augmenter le risque de toxicité 

et de symptômes gastro-intestinaux. En effet, il a été démontré que les thérapies à ciblage 

moléculaire qui sont utilisées en combinaison avec la chimiothérapie cytotoxique 

conventionnelle ou les anticorps monoclonaux (moabs) permettent d’obtenir de meilleurs 

résultats [65]. 

 

1.4.6.2. Les anticorps monoclonaux (moabs) 

En raison de leurs interactions spécifiques aux épitopes, les moabs demeurent l’une des 

stratégies de traitement du cancer les plus prometteuses. Ils ont la capacité de cibler des 

antigènes spécifiques tels que les antigènes de différenciation hématopoïétique, les 

antigènes de matrice extracellulaire, les glycoprotéines des tumeurs solides, les molécules 

nécessaires à la croissance et la différenciation, les inhibiteurs de l’angiogénique et les 

glycolipides et glucides [66,67]. Conformément à leurs caractéristiques fondamentales, les 

moabs reconnaissent simplement les cellules cancéreuses et les rendent visibles au système 

immunitaire. L’ofatumumab (HuMax-CD20), un agent de destruction des cellules B, est un 

moab développé contre la protéine CD20, qui se trouve principalement à la surface des 

cellules B du système immunitaire. Le rituximab (Mabthera) utilisé dans le traitement du 

lymphome non hodgkinien et de l’alemtuzumab (MabCampath) est également un composé 

appartenant à la même catégorie [68-70]. 

Un autre groupe de moabs stimule une réponse immunitaire anticancéreuse en se liant 

aux récepteurs situés à la surface des cellules immunitaires et en inhibant les signaux qui 
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les empêchent d’attaquer les cellules cancéreuses. Le panitumumab (IgG2) et le cétuximab 

(IgG1) sont un type de moab qui cible le récepteur du facteur de croissance épidermique 

(EGFR), bien qu’ils diffèrent par leur isotype et donc par leur mécanisme d’action. Ils 

peuvent également déclencher l’apoptose et activer le système immunitaire pour détruire 

les cellules tumorales [71,72]. 

Le FDA a approuvé un grand nombre d’anticorps monoclonaux et de nombreux autres 

sont en cours d’essais cliniques. Au cours des dernières décennies, une nouvelle génération 

de médicaments à base monoclonale est mise au point à l’aide de méthodes de 

modification de la partie Fc des anticorps monoclonaux et de présentation du phage, ainsi 

que des procédures de transformation du virus d’Epstein-Barr [73,74]. Malgré les 

avantages offerts par ces médicaments, les patients présentent toujours des effets 

secondaires tels que des symptômes pseudo-grippaux, des réactions allergiques graves, des 

lésions d’organes impliquant généralement le cœur, les poumons, reins, foie ou cerveau. 

De plus, leur densité moyenne est généralement inférieure à celle des anticorps 

polyclonaux. En ce qui concerne leur spécificité, les moabs dirigés contre des épitopes 

conformationnels sur des protéines natives peuvent perdre de la réactivité avec des 

antigènes qui sont peu perturbés. Ainsi, ils peuvent parfois présenter des réactions croisées 

inattendues avec des antigènes non apparentés. 

Des chercheurs ont récemment découvert un anticorps monoclonal unique capable de 

pénétrer efficacement dans les cellules cancéreuses, car la plupart des protéines associées 

au cancer sont situées à l’intérieur de la cellule [75]. 

 

1.4.6.3. Les anticorps conjugués 

Les anticorps conjugués (ADC) également appelés immunoconjugués appartiennent à la 

famille des anticorps monoclonaux (moab). La différence entre les moab et les ADC est 

que la molécule ADC consiste en un anticorps lié à un petit composé tel que la toxine 

végétale ou bactérienne, un médicament de chimiothérapie ou une molécule radioactive. Le 

mécanisme d’action est basé sur le fait que le moab (adresse) conduit la toxine dans la 

cellule cancéreuse où elle va manifester son activité cytotoxique (Fig. 10). En fait, le 

processus est plus complexe et lorsque l’ADC pénètre dans la circulation, le lieur qui 

conjugue le moab à la toxine doit être stable pour ne pas être endommagé. Cependant, le 
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moab doit pouvoir se lier spécifiquement à la cible et être intériorisé par la cellule pour 

faciliter une meilleure libération du médicament (sous forme active). Enfin, l’efficacité 

élevée de l’ADC par rapport à la cible sélectionnée est due à sa toxicité [76]. 90Y 

ibritumomab tiuxetan qui est un ADC approuvé par le FDA, cible l’antigène CD20 pour 

délivrer de l’yttrium-90 à des cellules B non radioactives. Un autre ADC est le 

tositumomab 131I, qui cible l’antigène CD20 pour délivrer de l’iode 131 radioactif aux 

cellules de lymphome non hodgkinien. MLN0264 expérimental est conçu pour délivrer 

sélectivement une charge utile cytotoxique extrêmement puissante aux tumeurs exprimant 

la guanyl cyclase C (GCC). MLN0264 consiste en un agent hautement toxique, la 

monométhyl auristatine E (MMAE), lié à un anticorps qui reconnaît la GCC via un lieur 

clivable [77]. 

Dans le cas des ADC, certains inconvénients doivent encore être surmontés. Pour que 

les ADC soient utilisés dans le traitement du cancer, la tumeur doit être testée pour 

l’expression de l’antigène cible. De plus, la charge utile peut devenir toxique à la suite 

d’une libération prématurée. De plus, comme mentionné ci-dessus, une toxicité peut être 

provoquée par une liaison non spécifique à des tissus sains et à des tumeurs solides 

hétérogènes [78]. 
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Figure 10 : Structure du trastuzumab emtansine et mécanismes d’action. Lors de la liaison du 

trastuzumab emtansine (T-DM1) au récepteur 2 du facteur de croissance humain (HER2), le T-

DM1 est internalisé et subit une dégradation lysosomale. Cela entraîne la libération de DM1, qui se 

lie à la tubuline, ce qui entraîne la suppression de l’instabilité dynamique des microtubules et la 

prévention de la polymérisation des microtubules. Il a également été démontré que T-DM1 

conserve les mécanismes d’action du trastuzumab, notamment la perturbation de la transduction du 

signal de HER2 et la cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Trastuzumab 

emtansine : un anticorps conjugué unique en cours de développement pour le cancer du récepteur 

du facteur de croissance épidermique humain 2 positif [79]. 

 

1.4.7.  Les vaccins anticancéreux 

Les vaccins anticancéreux appartiennent à la famille des modificateurs de la réponse 

biologique. Ils sont classés en tant que vaccins préventifs (ou prophylactiques) et vaccins 

thérapeutiques. Dans le domaine du cancer, on utilise des vaccins thérapeutiques destinés 

soit au traitement des cancers déjà développés, soit à la prévention de la maladie. En ce qui 

concerne le mode d’action du système immunitaire, il est capable de réponses spécifiques 

et non spécifiques contre les cellules tumorales. Pour qu’un vaccin anticancéreux soit 

efficace, il doit pouvoir stimuler le système immunitaire pour qu’il agisse principalement 

et d’une manière spécifique sur la tumeur. Dans ce cas, il présenterait des antigènes 
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tumoraux aux cellules immunitaires et activerait les CD4 (également appelés cellules T 

auxiliaires) et les cellules T CD8 (également appelés cellules T cytotoxiques ou tueuses). 

Les cellules T CD8, lorsqu’elles sont activées, tuent directement les cellules tumorales 

[80], tandis que les cellules T CD4 sont activées indirectement par les cellules dendritiques 

et les macrophages [81] pour produire des messagers (cytokines) qui stimulent l’activité 

des cellules T CD8 (tueuses) [82,83]. 

Divers vaccins candidats contre le cancer ont été prometteurs lors d’études cliniques 

préliminaires (phases I et II). Ces vaccins sont dirigés contre le carcinome à cellules 

rénales, le mélanome, le cancer du côlon, du sein et de la prostate, ainsi que le cancer du 

sang (hématologique). Presque tous ont progressé vers des études cliniques de phase III. 

Sipuleucel-T (APC8015, nom commercial Provenge) est le premier vaccin thérapeutique 

anticancéreux approuvé par FDA pour le cancer de la prostate. C’est un vaccin contre les 

cellules dendritiques. Les autres types de vaccins anticancéreux étudiés sont les vaccins à 

cellules tumorales, les vaccins à antigènes et les vaccins à base d’ADN et de vecteurs 

[84,85]. 

A ce stade, il convient de mentionner que ce type d’immunothérapie a des effets 

systémiques et locaux. Des études récentes ont montré que la vaccination avec des cellules 

souches embryonnaires pouvait générer une immunité antitumorale efficace contre le 

cancer de l’ovaire [86]. Les cellules cancéreuses utilisées pour la mise au point de vaccins 

pour le traitement du cancer contiennent une proportion élevée de cibles qui pourraient ne 

pas être spécifiques à un cancer [87]. 

 

1.4.8. Thérapie photodynamique  

La thérapie photodynamique (TPD) est une technologie qui utilise un 

photosensibilisateur activé lors de l’exposition à la lumière visible ou proche infrarouge 

(NIR) et transfère de l’énergie à l’oxygène moléculaire, générant ainsi des espèces 

réactives de l’oxygène (par exemple, oxygène singulet, radicaux libres, peroxydes). 

L’oxydation ultérieure des lipides, des acides aminés et des protéines induit la mort 

cellulaire [88]. Les photosensibilisants approuvés par le FDA absorbent dans les régions 

spectrales visibles en dessous de 700 nm, où la lumière pénètre seulement quelques 
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millimètres dans la peau. La thérapie photodynamique est donc limitée au traitement de 

certains types de cancer de la peau et son efficacité pour d’autres tumeurs n’est pas encore 

confirmée [89, 90]. 

 

1.4.9. Hyperthermie 

L’hyperthermie, en tant que traitement anticancéreux, consiste à chauffer une tumeur 

utilisant des micro-ondes, des ultrasons et des radiofréquences afin d’inhiber la 

prolifération de cellules cancéreuses dans le but de les détruire ou de les rendre plus 

sensibles aux effets des protocoles conventionnels de radiothérapie et de chimiothérapie. 

En fait, l’hyperthermie est actuellement utilisée en tant que traitement d’appoint à la 

radiothérapie et / ou à la chimiothérapie. Lorsque les cellules sont chauffées au-delà de leur 

température normale, elles peuvent devenir sensibilisées aux agents thérapeutiques 

classiques tels que la radiothérapie et la chimiothérapie. Lorsque des températures élevées 

sont utilisées, généralement supérieures à 43 °C, la chaleur provoque des dommages 

irréparables et entraîne la mort des cellules tumorales dans un processus appelé ablation 

thermique. Le succès de l’ablation thermique locale consiste à détruire la totalité de la 

masse tumorale sans endommager les structures vitales adjacentes. Cette exigence est 

particulièrement importante pour les patients ayant des réserves limitées de fonction 

tissulaire [90]. 

 

1.4.10. Thérapie génique 

La thérapie génique consiste à introduire un gène sain (ou gène ‐ médicament) dans 

l’organisme du malade afin de corriger l’anomalie génétique responsable de la maladie. Le 

transporteur du gène‐médicament dans l’organisme est appelé vecteur. Ces vecteurs sont le 

plus souvent des fragments de virus dont on utilise les capacités naturelles à s’introduire 

dans les cellules et à y déposer leur ADN (Fig. 11). Ces fragments sont dérivés de plusieurs 

types de virus (adeno‐associated virus, lentivirus…) et ne contiennent aucun des éléments 

responsables des propriétés pathogènes des virus, pour n’en conserver que les qualités de « 

transporteurs » [91]. 
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Figure 11 : Représentation schématique des principaux types de thérapies géniques et de stratégies 

d’administration pour la thérapie génique du cancer. Le gène de suicide est délivré dans les cellules 

tumorales sous forme d’ADN plasmide, qui exprime des enzymes de conversion de pro-

médicament ou des protéines toxiques par voie intracellulaire. Les produits d’assemblage d’ARNi 

peuvent être introduits dans les cellules tumorales sous forme d’ADN plasmide codant pour un 

ARN en épingle à cheveux court (ARNsh), de petits ARN interférents (ARNsi), de mimétiques de 

micro-ARN (miARN) ou d’oligonucléotide antisens (ASO), qui peuvent ensuite être traités par des 

endonucléases hôtes, ou incorporer directement dans un complexe de silençage induit par l’ARN 

(RISC), ou s’hybrider avec l’ARNm complémentaire pour initier la suppression du gène. Les 

aptamères peuvent se lier directement aux protéines cibles pour moduler la signalisation en aval. 

Les thérapies géniques peuvent être induites dans des cellules tumorales à l’aide de vecteurs viraux. 

L’adénovirus est capable de convertir son ADN en un noyau, qui est ensuite utilisé pour le 

traitement du cancer. Les lentivirus et les rétrovirus peuvent s’intégrer de manière stable dans le 

génome de l’hôte des cellules tumorales après transcription inverse du génome viral. Les cellules 

souches génétiquement modifiées peuvent libérer localement leur charge thérapeutique à la suite de 

leur migration vers le microenvironnement tumoral et de leur incorporation. D’autres vecteurs de 

libération non viraux, comprenant des bactéries et des nano-constructions (nanoparticules 

inorganiques, polymères et liposomes) chargés d’acides nucléiques, peuvent pénétrer dans les 

cellules tumorales et libérer des agents thérapeutiques par endocytose [92]. 
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1.4.11. Autres traitements récents  

Le développement de systèmes d’administration de médicaments à base de 

nanopolymères est un autre type de traitement du cancer. Les produits à base de liposomes 

et de lipides sont devenus des systèmes d’administration de médicaments à libération 

prolongée. Marqibo (Talon) avec le nom générique sulfate de vincristine est utilisé pour le 

traitement des patients atteints de leucémie lymphoblastique aiguë; Myocet (Cephalon), 

une forme de doxorubicine encapsulée dans un liposome, est utilisé pour le traitement du 

cancer du sein. Ce sont deux exemples des nombreux médicaments approuvés par le FDA 

dans cette catégorie [93, 94]. De plus, des méthodes de traitement comprenant des 

combinaisons de modèles thérapeutiques déjà utilisés ont été étudiées [56]. 

 

1.4.12. La phytothérapie 

Consiste a utilisé des produits végétaux pour le traitement des maladies humaines, et qui 

sont parfois toxiques selon le dosage. La phytothérapie tire parti de tous les éléments des 

plantes, les racines et les rhizomes, recueillis pendant la période de dormance, avant la 

reprise de la végétation ; l’écorce des troncs et des branches, prélevée sur des arbres ou des 

arbustes ; feuilles et tiges ramassées, comme les fleurs, au moment de la floraison. Les 

fruits et les baies sont récoltés à maturité. On peut également recueillir des substances 

(gomme, résines...) sur des végétaux en place. On compte environ 2 000 plantes utilisées 

en herboristerie. La médecine par les plantes est l’une des plus vieilles médecines du 

monde. 

 

1.5. Activités pharmacologiques des plantes 

1.5.1. Plantes médicinales anticancéreuses 

Les plantes et leurs composés bioactifs sont dans les pratiques médicinales depuis les 

temps anciens. Plusieurs espèces de plantes médicinales et leurs composés phytochimiques 

inhibent la progression et le développement du cancer [95, 96]. Les plantes ont été toujours 

utilisées pour leur vertus pharmacologiques telles que les activités antibactériennes, 

activités antiparasitaires, antifongiques [97] ou encore les activités antivirales [98]. Il existe 

un certain nombre de plantes qui sont utilisées par les patients cancéreux en médecine 
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alternative ou complémentaire dans un but préventif ou curatif. Les plus importantes sont 

l’astragale, le ginseng, le gui, le thé vert et l’ail [99]. Les plantes dont les constituants ont 

révélé des propriétés antitumorales sont nombreuses et très diversifiées dont voici quelques 

exemples. 

 

1.5.1.1. Berbérine [96] 

La berbérine est un puissant composé anticancéreux en termes d’efficacité et d’essais 

cliniques isolé de la racine et du rhizome de Tinospora cordifolia, Berberis vulgaris, 

Berberis aquifolium et Rhizoma coptidis [100]. La berbérine a été utilisée pour traiter 

divers types de cancers, à savoir : cancer du sein, de la prostate et colorectal [101]. La 

berbérine induit l’apoptose et l’arrêt du cycle cellulaire en phase G2 / M dans les cancers 

du sein, colorectal et du foie. Elle inhibe les protéines anti-apoptotiques c-IAP1 et Bcl-2 et 

active les protéines pro-apoptotiques (p21, p53, caspase-3 et caspase-9) [102]. 

 

1.5.1.2. Le gui 

Le gui est une plante parasite appartenant à la famille des Loranthacées. Le gui blanc 

européen pousse sur différentes espèces d’arbres, les pommiers, les peupliers et, très 

exceptionnellement, les chênes. Le gui blanc a reçu le nom botanique de Viscum album, le 

gui d’Amérique celui de Phoradendron flavescens, et le gui nain celui d’Arceuthobium 

pusillum. Le gui est l’une des plantes les plus utilisées en thérapie anticancéreuse 

alternative en Europe. De récentes études ont confirmé qu’il induit l’apoptose, stimule le 

système immunitaire et protège l’ADN des cellules saines contre la chimiothérapie et les 

radiations. L’activité cytotoxique est attribuée à des glycoprotéines de 50 à 60 kDa 

appelées léctines et aux viscotoxines, groupe de polypéptides basiques de 5 kDa. La 

cytotoxicité ainsi que la composition chimique de l’extrait du gui dépendent du processus 

de fabrication, de l’arbre hôte et de la période de récolte [103]. 

L’extrait aqueux de la plante entière présente un effet anticancéreux aussi bien par voie 

locale que par voie systémique. En effet, en plus de son effet immunostimulant, il inhibe 

l’incorporation d’acides aminés marqués au 3H dans plusieurs lignées cellulaires, la 

croissance des tumeurs ainsi que les métastases pulmonaires [22]. 
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1.5.1.3. La Nigelle 

N. sativa (famille : renonculacées) est une plante médicinale appelée communément 

sous différents noms, tels que graine noire, cumin noir et graine de la bénédiction 

(Habatul-barakah en arabe) [104]. N. sativa pousse principalement dans les régions 

asiatiques telles que le Moyen-Orient, l’Europe méridionale et le nord de l’Afrique. Ses 

fleurs bleues solitaires sont sur de longs pédoncules. Lorsque la capsule du fruit se forme, 

elle se compose de nombreuses graines blanches qui deviennent noires lorsque le fruit est 

mûr et ouvert, exposant les graines noires à l’air [105,106]. 

La plante N. sativa a été traditionnellement utilisée comme tonique pour prévenir les 

maladies et promouvoir la santé. N. sativa et ses composés actifs possèdent également des 

activités antitumorales. Pendant de nombreuses années, des extraits de graines de N. sativa, 

Smilax glabra (rhizome) et Hemidesmus indicus (racine), ont été utilisés pour le traitement 

du cancer au Sri Lanka [107]. 

L’effet anticancéreux de graines de N. sativa, d’extraits de Smilax glabra (rhizome) et 

d’Hemidesmus indicus (racine) a pu être observé et a indiqué que les effets inhibiteurs les 

plus importants sur la synthèse de l’ADN ont été observés avec l’extrait de plante de N. 

sativa (88 ± 3,8%) et cela même à de faibles concentrations (5 mg / mL) [108]. Plus 

récemment, Shafi et al. ont observé que des extraits méthanoliques, de n-hexane et de 

chloroforme de N. sativa étaient capables de tuer des cellules de carcinome cervical 

humain (HeLa) et que les valeurs de la CI50 étaient de 2,28 μg / mL, 2,20 μg / mL et 0,41 

ng / mL, respectivement. Dans cette étude, l’apparition de l’apoptose dans les cellules 

HeLa a été corroborée par l’utilisation de test de fragmentation de l’ADN, des analyses par 

Western blot et des tests de marquage par dUTP-digoxigenin-end (TUNEL) induits par la 

transférase terminale. Sur la base de leurs observations, les auteurs ont conclu que les 

extraits régulaient l’expression des gènes pro- et anti-apoptotiques, indiquant que N. sativa 

serait une plante médicinale thérapeutique pouvant être utilisée dans le traitement du 

cancer du col utérin [109]. 

 

1.5.2. Plantes à effet préventif 

Une des stratégies la plus prometteuse, aujourd’hui, pour la prévention du cancer est 

l’utilisation de la chimioprévention basée sur l’utilisation des substances extraites de 
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plantes. Il a été rapporté que le risque de développer un cancer diminue avec 

l’augmentation de la consommation des fruits et des végétaux [110]. Les plantes dont 

l’étude a montré un effet préventif contre différents types de cancer sont nombreuses, en 

voici quelques exemples : 

 

1.5.2.1 Le thé vert 

Le thé vert est constitué par les feuilles séchées du théier (Camela thea link) qui est un 

arbuste de la famille des théacées. Il est originaire de Chine et du Japon. Au Maroc, il est 

cultivé dans la région de Larache. Le thé étant la boisson la plus consommée au monde, 

avec 3 362 000 tonnes de thé noir et 884 000 tonnes de production de thé vert en 2006 

[111]. Les effets sur la santé du thé et des extraits de thé ont suscité un intérêt considérable. 

Le thé prévient le cancer par ses propriétés antimutagènes et antioxydantes de ses 

composants. Parmi ces derniers, l’epigallocatechine gallate (EGCG) est le plus important. 

Comparé à plusieurs antioxydants (comme le resveratrol, selenium, curcumin, vitamins C 

et E, N-acétyl-L-cystéine, etc.), l’EGCG présente l’effet protecteur de l’ADN contre les 

cassures et contre l’effet mutagène du peroxyde d’hydrogène. L’EGCG peut aussi agir en 

association avec d’autres médicaments à effet préventif. En effet, il possède une activité 

préventive, synergique avec le sulindac et additive avec le tamoxifène [112,113]. Le thé 

vert prévient contre differents types de cancers : tels que le cancer du poumon [114, 116], 

le cancer du sein [117, 118], le cancer du côlon [119], le cancer de la prostate [120, 123] et 

le cancer gastrique [124, 125]. 

 

1.5.2.2 Le safran (Crocetin) 

Crocus sativus L. communément appelé Safran, est une plante herbacée de la famille 

des Iridacées. Originaire de l’orient, il est cultivé au Maroc dans la région de Taroudant. 

Riche en composés anticancéreux puissants, caroténoïdes, crocine, crocétine et safranal 

[126]. Le safran est considéré comme un agent prometteur contre les cancers du poumon, 

du foie, de la peau, du pancréas, du côlon, du cancer colorectal et du sein en régulant 

différents facteurs nucléaires et cellulaires. En effet il inhibe les enzymes iNOS, COX-2, 

réduit le taux sérique de la cycline B, cyclineA et cdk2, régule positivement le rapport Bax 

/ Bcl-2, régule l’expression des caspases-3, 8 et 9, régule négativement l’expression de 



 

 

 

 

 

51 

 

MMP-2, MMP-9, induit l’apoptose, cible les microtubules et inhibe l’invasion des 

métastases [96, 127, 128]. 

 

1.5.2.3. La curcumine 

La curcumine (diferuloylméthane) est l’agent de chimioprévention le plus étudié. Cette 

poudre de curcuma jaune-orange est un polyphénol qui s’accumule dans le rhizome de 

Curcuma longa. En raison de ses capacités à réguler d’importants facteurs de transcription, 

cytokines, protéines kinases, molécules d’adhésion et statut redox, la curcumine peut servir 

d’agent anti-inflammatoire, anti-oxydant, anti-prolifératif, anti-angiogénique et 

antinéoplasique. Ainsi, il a été utilisé pour traiter de nombreuses affections telles que les 

maladies neurodégénératives, maladies cardiovasculaires, diabète, allergies, asthme et 

bronchite, maladies intestinales inflammatoires, polyarthrite rhumatoïde, ischémie rénale, 

psoriasis, sclérodermie, immunodéficience acquise (SIDA), cancer et comme agent anti-

vieillissement [129-133, 157]. 

 

La liste des plantes à effet anticancéreux est loin d’être exhaustive, mais nous nous 

contenteront de ce qu’on a mentionné ci-dessus 

 

1.5.3. Médicaments anticancéreux dérivés de plantes et d’autres sources naturelles. 

Il existe un certain nombre de plantes qui sont utilisées par les patients cancéreux en 

médecine alternative ou complémentaire dans un but préventif ou curatif. Les plus 

importantes sont l’astragale, le ginseng, le gui, le thé vert et l’ail [99]. 

Une analyse du nombre des agents chimio thérapeutiques et de leur source indique que 

plus de 60% sont dérivés de produits d’origine naturelle [134]. Au cours des dernières 

années, les progrès dans le domaine de l’exploration des profondeurs de la mer et des 

technologies de l’aquaculture ont conduit à la découverte d’un nombre important de 

produits dérivés d’organismes marins qui ont fait l’objet d’évaluations précliniques et 

cliniques comme agents anticancéreux potentiels (Tableau IV) [135] 
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    Tableau IV : Médicaments dérivés de plantes, de microorganismes ou d’organismes marins [32] 

Médicament Utilisation Mécanisme daction Source 

Aspirine Analgésique, 

anti-inflammatoire,  

antipyrétique 

 

Inhibition de la cyclo-oxygénase Plante 

Atropine Dilatateur de la 

pupille 

Anti-cholinergique au niveau 

Des récepteurs muscariniques 

 

Plante 

Caféine Stimulant Antagoniste des récepteurs 

adénosine 

Plante 

Codeine Analgésique, anti-

tussif 

Antagoniste des récepteurs opoides Plante 

Digoxine Cardiotonique Inhibition de la pompe membranaire 

N+/K+ ATPase 

 

Plante 

Eugenol Mal de dents Réduction de l’excitabilité des 

nerfs sensoriels 

 

Plante 

Morphine Analgésique Antagoniste des récepteurs opoides Plante 

Pilocarpine Glaucome Antagoniste des récepteurs 

muscariniques 

Plante 

Quinine Prophylaxie de la 

malaria 

Inhibition de la synthèse protéique 

du  parasite 

 

Plante 

Taxol Anticancéreux Antimitotique (se lie aux 

microtubules) 

Plante 

Penicilline Antibiotique Inhibition de la synthèse de 

la paroi cellulaire 

 

Microbe 

Tatracycline Antibiotique Inhibition de la synthèse protéique Microbe 

Cyclosporine A immunosuppresseur Inhibition de la prolifération 

des lymphocytes T 

 

Microbe 

Aurantosides Antifongique Inhibition de la polymérisation de la 

tubuline 

Marin 

Spongistatine antifongique Inhibition de la polymérisation de la 

tubuline 

 

Marin 
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1.6. L’apoptose : nouvelle cible pour la thérapie anticancéreuse 

L’apoptose est le processus de mort cellulaire programmée (PCD). La compréhension 

des mécanismes biologiques impliqués dans le fonctionnement du processus de la mort 

cellulaire qui se produit dans différentes cellules du corps humain serait d’un atout 

considérable. Elle affecte généralement les cellules individuelles dispersées plutôt que 

toutes les cellules d’une zone donnée. Une fois initiée, elle survient rapidement. Par 

conséquent, l’apoptose est un phénomène régulé par un gène qui provoque des 

modifications cellulaires telles que l’altération de la morphologie de la cellule, le retrait 

cellulaire, la condensation de la chromatine, la fragmentation de l’ADN chromosomique et 

la désintégration globale de l’ARNm [136, 137]. L’apoptose joue un rôle important dans 

de nombreuses maladies et troubles neurodégénératifs et auto-immuns, ainsi que dans les 

cancers et le sida [138-140]. L’apoptose est également induite par différents stimuli 

nuisibles tels que l’hypoxie, les radiations, les espèces réactives de l’oxygène, la chaleur et 

les anticancéreux cytotoxiques [138]. 

 

1.6.1. L’apoptose et approche thérapeutique 

Les modifications biochimiques des cellules apoptotiques sont très étendues et 

comprennent le clivage des protéines, la reconnaissance phagocytaire, la réticulation des 

protéines et la fragmentation de l’ADN [141]. Les caspases (protéases cystéine-aspartiques 

ou dirigées par l’aspartate dépendantes de cystéine) constituent une famille de protéases de 

cystéine qui jouent un rôle important en tant que catalyseurs des réactions hydrolytiques 

centrales de l’apoptose, de la nécrose et de l’inflammation [142-144]. Au moins 12 de ces 

enzymes sont connues. Les caspases sont largement exprimées sous forme de proenzyme 

inactive dans la plupart des cellules et peuvent souvent activer d’autres procaspases, 

permettant ainsi l’initiation d’une cascade de protéases [145, 146]. Les voies 

mitochondriales (intrinsèques) et les récepteurs de la mort (extrinsèques) sont deux voies 

apoptotiques majeures identifiées [147]. Ces voies sont en contact et partagent une phase 

finale générale d’apoptose qui démantèle les substrats essentiels à la maintenance cellulaire 

[148]. La figure 12 montre les voies apoptotiques et les médiateurs importants dans le 

processus d’apoptose. 
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Figure 12 : Schéma synthétique des voies apoptotiques proposées  

 

1.6.1.1. Voie Apoptotique (extrinsèque) 

Les récepteurs de la mort cellulaire (récepteurs transmembranaires – interactions 

médiées) qui font partie de la famille des gènes du récepteur du facteur de nécrose 
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tumorale (TNF) jouent le rôle principal dans les voies de signalisation extrinsèques de 

l’apoptose. Les signaux de mort provenant de la surface de la cellule sont envoyés dans 

l’espace intracellulaire avec ces récepteurs qui possèdent des domaines extracellulaires 

riches en cystéine et des domaines cytoplasmiques de 80 acides aminés. Dans cette voie, 

des ligands trimériques, tels que TNFJ, FasL, Apo3L, Apo2L et Apo2L se lient à des 

récepteurs en grappe, après quoi des protéines adaptatrices cytoplasmiques sont recrutées 

pour présenter des domaines de mort correspondants. Cette association entre protéines du 

domaine de mort (FADD) et du récepteur du facteur de nécrose tumorale de type 1 

complexé aux protéines adaptatrices est la conséquence de la liaison du FasL au récepteur 

Fas et du ligand du TNF au récepteur du TNF, respectivement [149, 150]. Une 

combinaison de FADD et de procaspase-8 dans cette voie entraîne la formation du 

complexe de signalisation induisant la mort (DISC) et tend à activer la caspase-8, à la suite 

de laquelle la phase d’exécution de l’apoptose est déclenchée [151]. Un autre ligand 

important pour l’activation de la voie extrinsèque est le ligand induisant l’apoptose liée au 

TNF (TRAIL), y compris le TNF-α et le FasL, dont les activations conduisent à une 

interférence de la mort cellulaire apoptotique via TRAIL-R1 (DR4) et TRAIL-R2 (DR5) 

dans une large gamme de cellules malignes en culture [152]. 

 

1.6.1.2. Voie Apoptotique (Intrinsèque) Mitochondriale 

La voie intrinsèque débute avec des stimuli positifs ou négatifs, et tout stimulus qui ne 

provoque pas la suppression des programmes de mort, y compris l’absence de certains 

facteurs de croissance (cytokines et les hormones), est classé comme un signal négatif. Les 

radiations, l’hypoxie, les toxines, l’hyperthermie, etc., susceptibles de déclencher 

l’apoptose sont un sous-ensemble des stimuli positifs [138]. Les modifications de la 

transition de perméabilité mitochondriale (MPT) entraînent la perte du potentiel 

transmembranaire mitochondrial. Les protéines pro-apoptotiques, telles que le cytochrome 

C, Smac / DIABLO et la sérine protéase (en tant que premier groupe) et HtrA2 / Omi AIF, 

l’endonucléase G et la Dnase activée par la caspase (CAD) (en tant que second groupe), 

sont extraites de l’espace intermembranaire de la mitochondrie [153]. Le premier groupe 

active la voie mitochondriale dépendante de la caspase. Dans cette collection, le 

cytochrome C se lie et active Apaf-1, ainsi que la procaspase-9, formant une «apoptosome» 
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et Smac / DIABLO, et HtrA2 / Omi favorise l’apoptose en inhibant l’activité de l’IAP 

(inhibiteur de la protéine de l’apoptose) [154]. L’activation de la caspase 9 est la principale 

conséquence de la libération de protéines pro-apoptotiques [155].  

Le deuxième groupe de protéines pro-apoptotiques est libéré par les mitochondries lors 

de l’apoptose. L’AIF et l’endonucléase G sont des protéines indépendantes de la caspase 

qui passent (se transfèrent) dans le noyau et provoquent la fragmentation de l’ADN. La 

condensation nucléaire dans cet état, appelée condensation de «stade I», et les protéines 

dépendantes de la caspase qui sont clivées par la caspase-3 produisent une condensation de 

la chromatine avancée, appelée condensation de «stade II» [138, 156]. 
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2. Valorisation des substances naturelles: source potentielle de chimiothérapie 

anticancéreuse 

La chimiothérapie curative reste un des moyens le plus utilisé « efficace » pour le 

traitement des maladies cancéreuses. Cependant, l’apparition des résistances aux médicaments 

disponibles, constitue une menace pour les maladies cancéreuses pour qui les rechutes sont 

fréquentes et l’efficacité des traitements est provisoire pour des raisons complexes. 

Le cancer est une maladie intrinsèque de la cellule, inhérente à la nature même de sa 

propre machinerie enzymatique. Contrairement à de nombreuses maladies qui sont dues à un 

désordre métabolique ou au développement au sein de notre organisme d’un agent venu de 

l’extérieur (virus, bactéries, parasites), le cancer provient du fait que certaines de nos propres 

cellules ont perdu la capacité de contrôler leur prolifération consécutive à des causes 

chimiques, physiques ou biologiques, et ont réussi à contourner les mécanismes de 

surveillance qui, dans ces circonstances, les conduiraient normalement à la mort. Les cellules 

cancéreuses, devenues immortelles et insensibles aux signaux venus de l’extérieur, ne cessent 

de se diviser et finissent par envahir l’organisme entier. 

Normalement, les cellules contrôlent finement leur prolifération en fonction d’une 

multitude de signaux extrinsèques de nature chimique (hormones, cytokines, facteurs de 

croissance, conditions métaboliques) ou mécanique (contacts entre cellules ainsi qu’avec la 

matrice extracellulaire) qui assurent le maintien harmonieux de la taille et de la fonction de 

chaque organe, ainsi que le renouvellement nécessaire de certaines de leurs cellules au cours 

du temps. Le cancer est une maladie de la transduction de ces signaux, c’est à dire des 

processus internes par lesquels les cellules mettent en œuvre et coordonnent les effets 

biologiques qu’induisent ces signaux. Le cancer est également une défaillance des 

mécanismes de surveillance propres à chaque cellule qui normalement veillent à maîtriser ou 

à éliminer les cellules affectées dans ces événements de transduction. Chacune de ces 

déficiences est consécutive à la lésion (mutation ponctuelle, délétion, amplification, 

translocation…) des gènes qui codent pour les fonctions que nous venons d’évoquer. C’est 

l’accumulation de défauts dans plusieurs de ces mécanismes de transduction et de surveillance 

qui permet le développement des cancers, accumulation elle-même favorisée par la 

défaillance des mécanismes qui surveillent le maintien de l’intégrité du génome ; le cancer est 

également une maladie de la stabilité génétique. 
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Durant les deux dernières décennies, d'énormes efforts ont apporté l'espoir d'améliorer le 

traitement des maladies cancéreuses. De nombreuses alternatives de traitements ont été 

découvertes incluant des agents cytotoxiques nouveaux et des combinaisons d'agents 

multiples, des analogues d'hormones, et des agents biologiques. Parmi ces différentes 

approches thérapeutiques, la chimiothérapie demeure un traitement de choix pour les maladies 

avancées. Cependant, il est très fréquent que son efficacité soit provisoire et que la maladie 

réapparaisse après des périodes plus ou moins longues. Les raisons de ces échecs 

thérapeutiques sont multiples et complexes et peuvent être liées, soit à l'hôte (le médicament 

est mal toléré, son métabolisme ou sa pharmacocinétique est modifié, etc.), soit à la tumeur et 

à son micro- environnement. Une tumeur peut être, pour des raisons peu encore élucidées, 

intrinsèquement résistante aux médicaments (c'est le cas fréquent du cancer du colon et du 

cancer du poumon à l'exception de celui à petites cellules) ou elle peut développer, au cours 

du traitement, différents mécanismes de résistance (résistance acquise). Le mécanisme le plus 

étudié de la résistance acquise est la surexpression de la glycoprotéine membranaire P170. 

Cette protéine est capable de refouler certains médicaments, en particulier les anthracyclines, 

du compartiment intracellulaire vers le compartiment extracellulaire [1]. D'autres mécanismes 

de résistance acquise incluent l'expression d'autres protéines de transports membranaires tels 

que MRP (multidrug resistance-associated protein) [2] et LRP (Lung resistance-associated 

protein) [3], une diminution du métabolisme intracellulaire du médicament ou son 

désactivation par des enzymes de détoxication, une altération de la cible cellulaire du 

médicament [4] et une augmentation de la capacité de réparation. Tous ces mécanismes 

permettent à la cellule tumorale d'échapper aux effets toxiques des médicaments et/ou à la 

mort cellulaire programmée (apoptose) attribuée à de nombreux agents anticancéreux. Le 

micro-environnement tumoral peut également jouer un rôle dans la résistance. Ainsi, 

l'hétérogénéité des cellules tumorales, la création de conditions hypoxiques, la présence ou 

l'absence d'interactions entre les cellules ou des changements de la micro-vascularisation 

tumorale peuvent contribuer à la résistance [5-7]. 

De nombreux médicaments anticancéreux, en particulier les agents alkylants et les 

analogues du cis-platine, exercent leurs effets cytotoxiques en formant des adduits et des 

liaisons intra- et intercaténaires au niveau de l'ADN (DNA crosslinks). Ces lésions sont 

capables d'inhiber la transcription, la réplication, et aboutiront à la mort cellulaire. Les 

cellules possèdent des mécanismes de défense assez élaborés qui sont activés par les agents 

génotoxiques, y compris les médicaments. En particulier, les cellules peuvent neutraliser les 
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lésions de l'ADN par des mécanismes de réparation impliquant l'activation et/ou la régulation 

de nombreuses protéines et facteurs de transcription.  

La majorité des principes actifs utilisés en chimiothérapie anticancéreuse ont pour origine 

les plantes médicinales, citons à titre d’exemple les anthracyclines, l’adriamycine, la 

vincristine et la vinblastine. 

Le développement des molécules actives possédant des structures voisines ne peut que 

favoriser les résistances, d’où l’intérêt d’exploiter de nouvelles cibles pharmacologiques avec 

de nouvelles molécules originales avec un mécanisme d’action original. C’est dans cette 

optique que nous avons lancé un programme de recherche des principes actifs, anticancéreux, 

à partir de plantes médicinales marocaines. 

 

2.1. Thymus brossonettii: une source potentielle de chimiothérapie anticancéreuse 

Plus de 200 composés volatiles ont été détectés dans les différentes espèces de thym à 

travers le monde dont les plus importants sont les phénols monotérpèniques (thymol et 

Carvacrol), leurs précurseurs les hydrocarbures monoterpéniques (p-cymène et -terpinène), 

les monoterpènes oxygenés (bornéol et linalol), le 1,8-cinéole, le camphre, le géraniol et le -

caryophyllène. 

Le Thym a été utilisé dans la médecine traditionnelle pendant plusieurs siècles en Afrique 

et en Europe et particulièrement dans le bassin méditerranéen. Cette plante a été utilisée pour 

la prévention ou le traitement de certaines maladies [8]. Le thymol et le Carvacrol, deux 

composés majoritaires de l’huile essentielle du thym, ont été considérés comme responsables 

des activités pharmacologiques du thym, incluant les effets antioxydant [9], antimicrobien 

[10-12] et antifongique [13,14]. D'autre part, l'extrait a été décrit comme un antimutagène 

naturel. Cependant, ces activités ne concernent que des espèces fréquentes en Europe. Thymus 

Brossenettii est une espèce endémique du Maroc et il n'y a pas eu suffisamment d'études 

détaillées sur l'huile essentielle de cette espèce. Nous nous sommes intéressés 

particulièrement à l'activité anti tumorale de l’huile essentielle de Thymus Brossenettii, 

activité jusqu’à maintenant jamais décrite dans la littérature. Nous avons ainsi effectué 

l’extraction et la caractérisation par la technique de chromatographie couplée à la 

spectrométrie de masse de l’huile essentielle de cette plante. Nous avons démontré que l'huile 

essentielle de cette espèce avait une activité cytotoxique contre diverses lignées tumorales 
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[15]. Les lignées tumorales utilisées sont des lignées animales (BHK, Hep, Véro) ou 

humaines (OV1/P) ainsi que ses dérivées sélectionnées in vitro pour leur résistance à la 

chimiothérapie, en particulier à l'adriamycine (OV1/ADR), à la vincristine (OV1/VINC) ou au 

cis-platine (OV1/CP). Ces lignées, OV1/ADR et OV1/VINC, expriment les gènes, MDR1 et 

P-gp, responsables du processus de résistance, et leur sensibilité à l’effet toxique de l'huile 

essentielle de Thymus Brossenettii suggère que les principes actifs responsables de cet effet 

cytotoxique ne sont pas refoulés par la P-gp. Cette étude concernait également d’autres 

lignées cancéreuses du tube digestif humain telle que la lignée HepG2 (adénocarcinome 

hépatique) et HT-29 (carcinome colorectal). Cette activité anti tumorale observée in vitro, a 

été reproduite dans le modèle murin de souris DBA-2 porteuse de tumeur P815 [15]. 

Cependant, les mécanismes et les cibles moléculaires impliqués dans l’inhibition ou la 

régulation de la croissance des cellules tumorales par l’huile essentielle de thym et en 

particulier le Carvacrol (plus active) restent à déterminer. Ainsi nous ne sommes intéressés 

aux mécanismes d’action par lesquels le Carvacrol induit la régulation des cellules tumorales 

P815. 

 

2.2. Carvacrol 

2.2.1. Origine du Carvacrol 

Le carvacrol est un phénolique monoterpénoïde (2-méthyl-5- (1-méthylethyl) -phénol) 

synthétisé et concentré dans les huiles essentielles de certaines plantes médicinales, comme le 

cumin noir (Nigella sativa), l'origan (Origanum compactum), le monarda didyma, l'origanum 

dictamnus, l'origanum microphyllum, l'origanum ornites, l'origanum scabrum, l'origanum 

vulgare, le thym (Thymus glandulosus), la sarriette (Satureja hortensis) [16-19]. Le carvacrol 

est également produit par synthèse chimique et biotechnologique via des microorganismes 

[20,21]. 

- Synthèse chimique du Carvacrol catalysée par UDCaT-5 
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Figure 13 : Synthèse du carvacrol par isopropylation de l’o-crésol avec de l’IPA sur l’UDCaT-5 

 

Le carvacrol est un liquide qui a le même goût que thymol. La densité du carvacrol varie 

de 0,975 à 0,975 à 25 °C, évaporé à -36 ~ - 35 °C. Il est hautement lipophile et très soluble 

dans le tétrachlorure de carbone, l'éthanol, l'éther diéthylique, l'acétone; mais insoluble dans 

l'eau [22]. 

 

2.2.2. Propriétés pharmacologiques 

a/ Effets cytotoxique du carvarol 

Les huiles essentielles, y compris le Carvacrol, deviennent de plus en plus populaires en 

tant qu'agents bioactifs naturels. Le Carvacrol qui est abondant dans l'huile de thym, d'origan 

et de piment fort [16] est connu pour posséder diverses vertus médicinales comme 

antioxydant [23,24], effets antimicrobiens [10-12], antifongique [13,14], analgésique, anti-

inflammatoire, antivirale, anti-angiogénique, anti-oxydante, anti -élastase, insecticide et 

activité antitumorale [25-27]. Il est également utilisé comme agent de saveur dans les 

productions cosmétiques et alimentaires. 

L'effet cytotoxique du Carvacrol contre le cancer a été étudié sur différentes lignées 

cellulaires comme les cellules cancéreuses pulmonaires (petites cellules) [28], les cellules 

hépatocellulaires [29], les cellules cancéreuses mammaires métastatiques humaines [30] et les 

cellules leucémiques myéloïdes chroniques [31]. Nous avons précédemment montré qu'un 

extrait brut (huile essentielle) de thym et un de ses composants majeurs, le Carvacrol, sont 

capables de réduire les taux de prolifération in vitro des lignées cancéreuses humaines, 

adénocarcinome ovarien sensible ou résistant à la chimiothérapie [15], MCF7, et la lignée 

cellulaire de mastocytome murin (P815) [32]. De plus, nous avons également montré que 

l'huile essentielle de thym ainsi que le Carvacrol inhibent efficacement la croissance tumorale 
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et retardent la mortalité de modèles de souris DBA2 (H2d) animales portant des tumeurs 

[15,32]. 

Des données récentes suggèrent fortement que de nombreux produits naturels inhibent 

préférentiellement la croissance des cellules tumorales en ciblant une ou plusieurs cascades de 

signalisation cellulaire conduisant à l'induction de l'apoptose [33]. Puisque le déséquilibre 

entre la prolifération cellulaire et l'apoptose est corrélé avec la progression du cancer, alors 

l'identification des agents prolifératifs ou chimio-préventifs est d'une grande importance. Très 

récemment, il a été rapporté que le Carvacrol posséderait un potentiel thérapeutique pour le 

traitement du cancer de la prostate et cela impliquerait une inhibition des canaux TRPM7 et la 

suppression des voies de signalisation PI3K / Akt et MAPK [34]. Cependant, dans les cellules 

cancéreuses leucémiques (cellules HL-60 et Jurkat), le Carvacrol semble induire l'apoptose 

par voie mitochondriale grâce à l'implication de la caspase-3 [35]. 

 

b/ Effets antibactérien du carvacrol 

Les effets antimicrobiens des huiles essentielles sont dûs essentiellement à la présence de 

composés phénoliques, tels que le carvacrol, thymol et eugénol. Les bénéfices (inhibiteur) de 

ces composés phénoliques pourraient être attribués aux interactions entre ces composés 

hydrophobes et les membranes cellulaires des micro-organismes [21]. Le Carvacrol possède 

un spectre d’action antimicrobien large. Ainsi, de nombreuses espèces de microbes tels que 

Pseudomonas, Aspergillus, Salmonella, Streptococcus, Listeria, Bacillus et Fusarium sont 

sensibles au Carvacrol [25, 36,37]. 

Récemment, une étude de modélisation basée sur la structure du pharmacophore a été 

utilisée pour identifier de petites molécules inhibitrices de l'enzyme chorismate mutase (CM) 

issue de la bactérie Mycobacterium tuberculosis. Le Carvacrol, composé principal, qui a 

démontré une bonne activité inhibitrice de l’enzyme CM avec un IC50 de 1,06 ± 0,4 µM, n'a 

pas montré d'activité importante contre la souche bactériènne (CMI = 41,6 µM) (Fig. 14). 

Tous les dérivés du Carvacrol sélectionnés se sont révélés moins puissants que le carvacrol en 

tant que composés antituberculeux, à l'exception du thymol qui est aussi puissant que le 

carvacrol. Par rapport aux antituberculeux de première ligne tels que l'isoniazide (CMI: 0,66 

µM), la rifampicine (CMI: 0,23 µM) et l'éthambutol (CMI: 15,31 µM), tous les composés 

étaient moins actifs. L'absence de traduction du fort pouvoir inhibiteur de l'enzyme en activité 
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antituberculeuse peut être due à l'incapacité de ces molécules de pénétrer dans la paroi 

cellulaire des mycobactéries [38]. 

 

 

 

Figure 14 : Relation structure activité de quelques analogues du Carvacrol 

 

 

c/ Effet anti viral 

Le carvacrol joue un rôle clé en tant que composant antiviral contre le rota virus humain 

(RV). Dans le même contexte, l'extrait et l'huile d'origan mexicain (Lippia gra- veolens) ainsi 

que le composant carvacrol sont capables de réduire / inhiber les maladies virales chez l'animal 

et l'humain. Plus précisément, l'activité antivirale de l'origan et de ses composants phénoliques 

sur le virus de l'herpès simplex résistant à l'acyclovir de type 1 (ACVRHHV-1) et le virus 

respiratoire humain (VRSH) et sur RV a été documentée [21,39]. 
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d/ activité antioxydante et élimination des radicaux libres  

Les radicaux libres ou les intermédiaires réactifs de l'oxygène sont générés par les cellules 

au cours du métabolisme normal. Lorsque des radicaux libres tels que le radical superoxyde 

(O2.-), le peroxyde d'hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyle (OH) s'accumulent 

excessivement, cela entraîne une détérioration des tissus et la privation de nombreuses 

fonctions cellulaires. Le carvacrol en tant qu'antioxydant protège les cellules contre les 

radicaux libres. De plus, les antioxydants inhibent la synthèse des prostaglandines et induisent 

de nombreuses activités biologiques, y compris les enzymes impliquées dans le métabolisme 

des médicaments [21,40]. Certaines études ont confirmé l'efficacité du carvacrol dans le 

piégeage des radicaux libres, à savoir l'oxyde nitrique, les radicaux superoxydes, les radicaux 

peroxyles et le peroxyde d'hydrogène [41,42]. L'existence d'un groupe hydroxyle (OH) lié à 

un cycle aromatique est suggérée comme étant la raison de l'activité hautement antioxydante 

du carvacrol, in vitro comme in vivo [43,44]. La réaction du carvacrol avec un radical libre est 

facilitée par son caractère acide faible, donnant ainsi des atomes d'hydrogène à un électron 

non apparié, produisant un autre radical stabilisé par une diffusion électronique générée par 

une structure de résonance moléculaire [21,42]. 

 

e/ effets anti-cancérigènes et antiplaquettaires 

Certains antioxydants naturels, tels que le carvacrol, exercent des effets antiagrégants et 

antiagrégants plaquettaires [45,46]. L'effet du Carvacrol comme anticancéreux et antiagrégant 

in vivo comme in vitro au cours du carcinome hépatocellulaire, des tumeurs pulmonaires et de 

la cancérogenèse induite par des produits chimiques a été affirmé [47,48]. Plus récemment, il 

a été suggéré que le Carvacrol présente une activité antigénotoxique à des concentrations non 

toxiques (<0,05 mM) [21, 49,50]. 
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3. La phosphatase alcaline et cancer 

 

3.1. La liaison phosphomonoester et son hydrolyse 

La liaison phosphomonoester joue un rôle central dans le fonctionnement cellulaire. Outre 

sa présence dans de nombreuses molécules des êtres vivants (phospholipides, 

phosphoprotéines, énergétique, etc.), la liaison phosphomonoester est associée à de multiples 

aspects de la vie cellulaire : métabolisme énergétique, régulation métabolique, signalisation 

intra- et extra-cellulaire, etc. Ainsi, le système de phosphorylation/déphosphorylation est une 

réaction au coeur de nombreux processus biologiques. D'un point de vue thermodynamique, 

cette réaction d'hydrolyse, schématisée ci-dessous, est une réaction spontanée (∆G0'~-9 

kJ.mo1) mais très lente [1]. 

ROPO3
2- +H2O     ROH+HOP3 

2- 

Dans les systèmes biologiques, cette réaction est catalysée par une famille d'enzymes, 

regroupées sous le terme générique de phosphatases, découverte au début du 20ème siècle. En 

1907, Suzuki et al. [2] observent une augmentation de la quantité de phosphate inorganique 

dans les graines de riz lors de la germination de ces dernières. Ils concluent que la phytine a 

été transformée en inositol et en acide phosphorique par une enzyme qu'ils nomment à 

l'époque "phytase". A la même époque, Harden et Young étudient la fermentation alcoolique 

chez les levures et découvrent une enzyme capable de produire du phosphate inorganique à 

partir d'hexose diphosphate. Ils montrent également que le phosphate inorganique inhibe 

l'activité de cette enzyme. Plus tard, l'hydrolyse de la glycérophosphate et de fructose-1,6-

bisphosphate par des extraits de divers tissus de mammifères a pu être détectée [3]. 

Depuis ces premiers travaux, de nombreuses phosphatases ont été étudiées et cette famille 

compte désormais un grand nombre de représentants, classés en plusieurs subdivisions [1]. La 

classification des phosphatases est basée sur leur mécanisme d'action (certaines utilisent des 

cofacteurs métalliques, d'autres non), par leurs conditions physico-chimiques optimales (en 

l'occurrence, le pH) et par leur spécificité de substrat. En 1992, une classification des 

phosphatases en cinq classes a été proposée [1]: 1- les phosphatases alcalines, 2- les 

phosphatases acides pourpres, 3- les phosphatases acides à bas poids moléculaire, 4- les 

phosphatases acides à haut poids moléculaire, et 5- les protéines Ser/Thr phosphatases. Une 

sixième classe a été décrite en 1996 par Fauman et Saper [4], il s'agit des protéines tyrosine 

phosphatases. Les deux classes concernant les protéines phosphatases peuvent être elles-
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mêmes subdivisées en plusieurs sous-classes. Les classes 1 à 4 correspondent à des 

phosphatases substrat-aspécifiques, tandis que les protéines phosphatases sont des enzymes 

substrat-spécifiques. 

 

3.2. Les phosphatases 

Les phosphatases sont des enzymes omniprésentes dans les processus cellulaires 

fondamentaux. D'après la classification évoquée ci-dessus, il apparaît que les phosphatases 

peuvent être plus ou moins spécifiques vis-à-vis de leurs substrats. Les phosphatases substrat-

spécifiques sont représentées par les protéines phosphatases. Ces dernières jouent un rôle très 

important dans la régulation des processus cellulaires, en déphosphorylant certaines protéines. 

La phosphorylation des protéines sur certains résidus hydroxylés  provoque des changements 

de conformation majeure, pouvant aboutir à des modifications fonctionnelles. Le système de 

phosphorylation-déphosphorylation des protéines agit ainsi tel un interrupteur "marche-arrêt". 

Les protéines kinases sont connues pour avoir un tel rôle dans la régulation de voies 

métaboliques, en phosphorylant certaines protéines [5]. Les phosphatases substrat-

aspécifiques sont notamment classées selon le pH auquel elles montrent leur activité 

maximale. Ainsi, les phosphatases aspécifiques dont 1'activité maximale est observée à des 

pH avoisinant 5 sont appelées "phosphatases acides"; se sont des hydrolases qui catalysent la 

déphosphorylation d’esters ortho phosphoriques organiques. Elles possèdent également une 

activité transférase, assurant le transfert d’un phosphate sur le groupement hydroxyle d’un 

alcool. Une activité phosphatase acide importante est trouvée au niveau de la prostate, du foie, 

de la rate, du pancréas, des os, et au niveau des cellules sanguines circulantes. Il s’agit d’une 

protéine dimérique de masse moléculaire environ 100 000,  secrétée en majeure partie dans le 

liquide séminal et pour une faible partie dans le sang [6]. 

Par opposition, celles qui ont une activité maximale à pH basiques sont nommées 

"phosphatases alcalines" (ortho phosphorique mono ester phosphohydrolase, EC 3.1.3.3). Les 

phosphatases alcalines (PAL) forment une grande famille des enzymes dimériques, 

généralement confinées à la surface des cellules [7,8], et qui hydrolysent divers esters de 

monophosphate avec libération de phosphate inorganique [9,10]. Chez les mammifères, ces 

phosphatases alcalines sont des métallo-enzymes codées par une famille multi-génique et 

fonctionnent comme des molécules dimériques. Trois ions métalliques (deux Zn2+ et un Mg2+) 

dans le site actif  sont essentiels pour l'activité enzymatique. Cependant, ces ions métalliques 
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contribuent également et de manière substantielle à la conformation du monomère PAL et 

régule donc indirectement les interactions entre les sous-unités [11]. Ces glycoprotéines 

métallo-phosphatases, largement distribuées dans la nature, y compris chez les procaryotes et 

eucaryotes supérieurs [12-14], à l’exception de certaines plantes [15]. Elles sont présentent 

dans de nombreux tissus de tous les êtres vivants : les ostéoblastes, les hépatocytes, le rein, la 

rate, le placenta, la prostate, les leucocytes et l’intestin grêle [16]. 

 

3.3. Les iso enzymes de la phosphatase alcaline et leur distribution 

Chez les mammifères, on peut distinguer quatre iso-formes ou iso-enzymes de la 

phosphatase alcaline [17] en fonction de leur spécificité d’expression tissulaire : appelé 

phosphatase alcaline placentaire (PALP ou isozyme de Regan), phosphatase alcaline 

intestinale (PALI), phosphatase alcaline du foie / os / rein (ALP L / B / K), ALP de cellules 

germinales (ALPCG ou iso-enzyme de NAGAO) [18]. Les produits enzymatiques d'au moins 

trois locus de gènes PAL (placentaire, intestinal et L / B / K) [19-21] se distinguent chez 

l'homme par leur variabilité structurelle et par leurs propriétés biochimiques et 

immunologiques [22-24]. 

 

3.3.1. Phosphatase alcaline placentaire (PALP) 

C’est une enzyme thermostable présente à des niveaux élevés dans le placenta et 

considérée comme iso-enzyme à spécificité tissulaire. Des traces de cette isoenzyme peuvent 

être détectées dans des sérums normaux [25] dont une partie provient des neutrophiles. Le 

gène PAL placentaire humain a été cartographié sur le chromosome 2 [26] et une homologie 

de 87% est trouvée avec le gène codant pour la forme intestinale (PALI). Il existe cependant 

des différences au niveau de leur extrémité carboxyle terminale [27]. Le gène PAL placentaire 

qui peut être ré-exprimé par les cellules cancéreuses comme l'isoenzyme de Regan, est une 

enzyme polymorphe avec jusqu'à 18 allélozymes résultant de mutations ponctuelles, 

contrairement aux autres isoenzymes de la PAL [28]. 

 

3.3.2. Phosphatase alcaline intestinale (PALI) 

C’est une forme partiellement thermostable, présente à haut niveaux dans le tissu intestinal 

et elle est considérée comme iso-enzyme à spécificité tissulaire. Contrairement aux autres 
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ALP isoenzymes, les chaînes latérales glucidiques de la PALI ne sont pas terminées par 

l'acide sialique [29]. Différentes PALI peuvent être isolées du tissu intestinal chez l’adulte 

comme chez le fœtus. Cependant, la PALI iso-enzyme isolée chez le fœtus est sialylée 

contrairement à celle trouvée chez l'adulte. De même, des différences notables dans le 

fragment protéique lui-même suggèrant qu’un locus du gène PAL distinct peut exister chez 

l'homme au cours du développement du fœtus. Ainsi, ce gène embryonnaire qui peut être ré-

exprimé (sous une forme modifiée) par les cellules cancéreuses est désigné comme isoenzyme 

de Kasahara [30]. Le gène codant pour la PALI fait partie de la famille des gènes mappant le 

bras long du chromosome 2 [31]. 

 

3.3.3. Phosphatase alcaline de cellules germinales (PALCG) 

Le gène codant pour la PAL des cellules germinales (PALCG, analogue au placenta like 

PAL) a également été cartographié sur le chromosome 2 [32]. C'est un iso-enzyme 

thermostable présent à de faibles concentrations dans les cellules germinales [17], tissus 

embryonnaires et certains tissus néoplasiques [33,34]. Le gène peut être exprimé dans les 

testicules / thymus et peut être exprimé à faible concentration dans le placenta [34]. Dans les 

testicules la PALCG semble être localisée dans la membrane des cellules germinales 

immatures et, comme les autres isoenzymes, elle est attachée à la membrane cellulaire par la 

phosphatidyl-inositol-glycane. la PALCG, comme le gène PAL placentaire, peut être ré-

exprimé par les cellules cancéreuses (ou isoenzyme NAGAO) [36]. 

 

3.3.4. Phosphatase alcaline foie / os / rein ou tissu non spécifique (PALTNS) 

C’est une iso-enzyme thermolabile, présente dans le foie / os / rein ou sous forme de tissu 

non spécifique (PALTNS) [3,17]. Elle est exprimée dans tout le corps et est particulièrement 

abondante dans le tissu hépatique (L), squelettique (os, B) et rénal (K). Une légère différence 

en mobilité électro-phorétique et thermo-stabilité entre les formes L / B / K a pu être observée 

puis attribuée aux modifications post-traductionnelle. Cependant, il est possible que leurs 

fragments protéiques soient codés par des gènes apparentés [24]. Cette phosphatase alcaline 

non spécifique hépatique / osseuse / rénale ou tissu non spécifique est codée en tant que locus 

génétique unique, mappé sur le bras court du chromosome 1 [37,38]. Il a été postulé que le 
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rôle physiologique des fragments de sucres dans les PAL serait la protection de ces enzymes 

contre leur élimination rapide de la circulation, suggérant l’implication des récepteurs 

asialoglycoprotéines du foie [29]. 

 

3.3.5. Gènes des phosphatases alcalines 

Les phosphatases alcalines sont des métallo-enzymes qui sont liées à la membrane. Chaque 

isoenzyme est une glycoprotéine codée par différents locus géniques [39]. Il est probable que 

les gènes humains de la PAL ont évolué à partir d'un seul gène ancestral (Figure ci-dessous 

15) [40].  

 

 

Figure 15. Illustration des relations évolutives postulées entre les gènes du foie, des os, des reins, 

de l'intestin et du placenta. 

 

Trois gènes PAL situés sur les chromosomes 2q34 à 37 sont exprimés essentiellement dans 

des tissus spécifiques et produisent des isoenzymes de type placentaire, like placentaire et 

intestinale (PALP, PALLP et PALI, respectivement). Le quatrième gène codant pour les PAL, 

foie (L) / os (B) / reins (K), est localisé dans le bras court du chromosome humain 1, les 

bandes p34 – p36.1 codant pour une famille de protéines (Tableau V) [8, 39,41]. Une 

glycosylation différentielle de PALTNS donne lieu à des isoformes spécifiques à chaque tissu 

et diffèrents les uns des autres uniquement par modification post-traductionnelle. Ces 

isoenzymes secondaires de la PAL sont présentes partout dans le corps, mais individuellement 

sont plus abondants dans le foie, tissu osseux et rénal [6]. En conséquence, ils sont 



 

 

 

 

 

87 

 

collectivement appelé foie (L) / os (B) / rein (K) ou tissu-non spécifique PAL (PALTNS) 

[13]. Le gène L / B / K semble être au moins cinq fois plus long que chacun des trois autres 

gènes. La différence de longueur globale est due à des introns beaucoup plus longs dans le 

gène L / B / K. Les introns dans les gènes intestinaux, placentaires et de type placentaires sont 

tous assez petits (74 à 425 pb). La séquence complète de cADN de la PAL L / B / K est 

connue et le gène consiste en 12 exons, comparés à 11 dans chacun des autres gènes (Figure 

16). 

 

Tableau V : Nomenclature des isozymes et des gènes humains de la PAL, localisation 

chromosomique, taille du gène et les numéros d'accession. 

Gene Protein name Common name Chromosomal location Access

ion no 

ALPL TNAP Tissue-nonspecific alkaline 

phosphataseTNSALP; 

liver/bone/kidney type AP 

Chr1: 21581174–

21650208 

NM_0

00478 

ALPP PLAP Placentalalkaline phosphatase; PLALP Chr2: 233068964–

233073097 

NM_0

01632 

ALPI IAP Intestinal alkaline phosphatase; IALP Chr2: 233146369–

233150245 

NM_0

01631 

ALPP2 GCAP Germ cell alkaline phosphatase; GCALP Chr2: 233097057–

233100922  

NM_0

31313 

 

 

 

 

Figure 16. Relation entre l'organisation des exons et la structure polypeptidique du gène PAL L / B / 

K. Les exons 1 à 12 du gène PAL L / B / K sont représentés par les grands rectangles. Les régions non 

traduites sont indiquées par la couleur verte. Le peptide signal à l'extrémité N (amine) terminal et 

l'étirement hydrophobe des acides aminés à l'extrémité C (carboxyle) terminal dans les exons 2 et 12, 

respectivement, sont indiqués en jaune. Les régions qui comprennent la poche active sont conservées 

dans la PAL intestinale, la PAL placentaire et la PAL de l’E. coli sont montrés comme suit: les petits 

rectangles au-dessus des exons indiquent les unités conservées de la séquence d'acides aminés qui 

existent sous forme d'unités discrètes de structure secondaire dans E. coli PAL (noir et feuilles, blanc 
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pour α-hélices); les cercles ouverts indiquent les ligands métalliques et les cercles fermés les résidus 

qui interagissent directement avec le substrat entrant. 

 

 

 

3.3.6. Stabilité des phosphatases alcalines 

Les phasphatases alcaline ont un comportement différentiel vis-à-vis de la température. En 

effet, Les PAL intestinales et les formes L / B / K sont rapidement inactivées à la température 

65 °C, bien que la PAL intestinale est un peu plus thermostable que les PAL L / B / K. En 

revanche, les PAL placentaire et like-placentaire peuvent être chauffées pendant une heure à 

65 °C sans perte d'activité et elles sont donc sont qualifiées thermostables [42]. 

 

 

3.3.7. Sensibilité aux inhibiteurs 

Les PAL L / B / K sont plus sensibles à l'inhibition par la L-homoarginine que par la L-

phénylalanine. En revanche, les PAL placentaire, like-placentaire ou intestinale sont environ 

30 fois plus sensibles à l'inhibition par la L-phénylalanine (Phe) que les PAL L / B / K. La 

phénylalanyl-glycyl-glycine (Pgg) provoque une inhibition différentielle entre les PAL 

placentaire, like-placentaire, intestinale et L / B / K. La L-leucine (Leu) inhibe plus fortement 

la PAL placentaire que les autres PAL. Le lévamisole (Leva) est un inhibiteur 

particulièrement puissant de la PAL L / B / K, mais il a peu d'effet inhibiteur sur les autres 

ALP [42]. 

 

 

3.3.8. Études immunologiques 

 

Les études immunologiques ont montré que certains déterminants antigéniques détectés sur 

la PAL placentaire, mais pas tous, sont également présents sur la PAL intestinale. De même, 

la forme placentaire et like-placentaire sont immunologiquement très similaires. En effet, les 

antisérums fabriqués chez le lapin contre PAL placentaire purifiée réagissent de manière 

croisée avec la forme like- placentaire et PAL intestinale, mais pas avec les formes L / B / K. 

Le manque de spécificité étroite des anticorps rend leur utilisation moins évidente dans la 

discrimination entre les différentes formes des PAL [40]. 
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La combinaison de ces différentes techniques biochimiques et immunologiques a été 

utilisée pour mettre au point des méthodes fournissant des informations analytiques précises 

sur les quantités de chacune des PAL lorsqu'elles sont présentes ensemble dans un extrait 

tissulaire ou un liquide organique tel que le sérum ou le liquide amniotique. 

 

 

3.3.9. Formes fonctionnelles des phosphatases alcalines 

a/ forme membranaire : c’est une protéine membranaire ancrée sur la couche externe 

de la membrane plasmique de la cellule par une glycosylphosphatidylinositol (GPI). 

L’utilisation de la phosphatidylinositol-phospholipase C, montre que 60 à 80% de la 

phosphatase alcaline membranaire est liée à la membrane par une glycosyl-

phosphatidylinositol [43]. 

 

 

 

              Figure 17. Formes solubles et insolubles de la phoaphatases alcalines 

         

b/ forme soluble résulte de la libération de la forme membranaire (protéine-GPI) pour 

engendrer la forme soluble de l’enzyme par différents ‘stimuli’, physiologique, chimique et 

physique. 

 

I et II formes insolubles (tétramère) 

III et IV Formes solubles (dimère) 
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3.3.10. La phosphatase alcaline est un marqueur de tumeur: 

L'élévation de l'activité sérique des phosphatases alcalines est observée dans les 

cholestases qu'elles soient extra hépatiques ou intra hépatiques. Une véritable sécrétion 

paranéoplasique des phosphatases alcalines a été décrite dans différents types de cancers 

comme le cancer du poumon, de l'ovaire, séminome du testicule et le carcinome hépato-

cellulaire [44-49]. Dans ces observations, les isoenzymes des phosphatases alcalines 

responsables de l'élévation des taux sériques de l’activité phosphatase alcaline sont de type 

placentaire ou intestinal. Nous rapportons l'observation d'une élévation isolée des 

phosphatases alcalines sanguines de type hépatique secondaire qui est due à un volumineux 

adénome hépatique et ne comprimant pas les voies biliaires. L’expression aberrante des gènes 

PAL dans le cancer a conduit à la suggestion que les isoenzymes PAL pourraient être 

impliqués dans la tumorigenèse [10, 14,50]. Une élévation de l'enzyme en cas de carcinome 

de la prostate est habituellement due à la sécrétion par l'os ou le foie, ou les deux [51]. 

 

 

3.3.11.  Fonctions physiologiques de la PAL  

Depuis sa première description par Suzuki et ses collègues en 1907 [2], la phosphatase 

alcaline (PAL) a été étudiée continuellement et largement. Mais on sait peu de choses sur la 

fonction physiologique des PAL. Cependant, mis à part son rôle dans la minéralisation des os 

normaux, les autres fonctions restent obscures à la fois dans les conditions physiologiques et 

néoplasiques. 

Une carence en PALTNS (PAL tissu non spécifique) conduit à une hypophosphatasie 

(HPP) due à un désordre métabolique (erreur innée) caractérisé par des crises d'épilepsie dans 

les cas les plus graves. Cette anomalie est causée par un métabolisme anormal du pyridoxal-

5’-phosphate (vitamine B6) et par une hypo-minéralisation du squelette et des dents (le 

rachitisme et la perte précoce de dents chez les enfants) ou ostéomalacie et problèmes 

dentaires chez les adultes causés par l'accumulation de pyrophosphate inorganique (PPi) [52]. 

Les cas les plus graves sont mortels en bas âge avec pratiquement l’absence complète de la 

PAL dans tous les tissus [53]. Des formes sévères de maladies sont transmises sous forme 

autosomique récessif et une identification d'une mutation faux-sens dans le gène PALTNS, 
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dans un cas typique de crise périnatale grave d’hypophosphatasie (létale), a établi ce lien entre 

la PALTNS et la minéralisation squelettique [54,55]. 
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4.1. La culture cellulaire 

Les lignées tumorales adhérentes et non adhérentes ont été utilisées pour tester les effets du 

carvacrol sur l’activité phosphatase alcaline. Il s’agit de la lignée non adhérente P815 qui est 

un mastocytome murin immunogène mais très agressif, développé à partir des mastocytes, 

cellules ayant un rôle dans l'immunité. Les lignées adhérentes: - MCF7 est un cancer du sein - 

MDA-mb468 est un cancer du sein triple négatif et - BSR est un Adénocarcinome d’hamster. 

Les lignées cellulaires ont été cultivées en routine dans du milieu complet RPMI 1640 

additionné de 5% de sérum fœtal bovin (Gibco BRL, Sergy Pontoise, France), 1% de 

pénicilline-streptomycine et 2% de L-glutamine. 

Les cellules (105 cellules par ml) ont été ensemencées en triplicate dans des boîtes de 

culture (volume final 6 ml) et incubées à 37°C dans un incubateur avec 5% de C02. Le  

carvacrol, pokeweed mitogène et la cisplatine ou la vincristine aux ont été donné aux cellules 

aux concentrations indiquées a été donné aux cellules pendant  48 h. Carvacrol (60 µl) a été 

mélangé d'abord avec 60 µl de DMSO puis le mélange a été dilué davantage dans du milieu 

de culture RPMI aux concentrations appropriées. La viabilité cellulaire et leur morphologie 

ont été examinées par microscopie optique et après le nombre de cellules a été quantifié en 

utilisant Malassez lame pour chaque expérience. 

 

4.2. Comptage cellulaire 

A 20 μl de la suspension cellulaire, on ajoute 160 μl de milieu de culture et 20 μl d’une 

solution de bleu de trypon. Ce dernier colore les cellules mortes pour ne pas les compter. On 

prend une goutte de ce mélange qu’on met sur une lame Nebouer (ou Malassez). Ensuite, on 

compte au microscope et on calcule le nombre de cellules par ml de suspension 

 

4.3. Préparation et traitement des PBMC 

Des échantillons de sang ont été prélevés chez de jeunes donneurs sains (volontaires). Les 

cellules mononucléaires du sang périphérique ont été isolées par centrifugation en utilisant un 

gradient de densité à base de Ficoll [1]. La fraction de couche blanche a été transférée et lavée 

deux fois avec une solution tamponnée au phosphate (PBS) et ensuite la cytotoxicité  du 
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Carvacrol sur les cellules lymphocytaires a été réalisée en utilisant un dosage colorimétrique 

MTT comme décrit ci-dessous. 

 

4.4. Mesure de la cytotoxicité cellulaire 

a/ Méthode MTT 

Le test au méthylthiazole tétrazolium (MTT) a été utilisé pour déterminer l'effet du 

Carvacrol sur la croissance de la lignée cellulaire de mastocytome murin (P815) et des PBMC 

[2]. Brièvement, les cellules P815 ou PBMC ont été lavées deux fois avec du PBS puis 

incubées dans 100 ul de milieu complet à une densité de 105 cellules / ml dans des plaques de 

microtitrage à 96 puits à fond plat (Bioster, Bastia di Rovolon, Italie). Des dilutions 

appropriées du Carvacrol ont d'abord été réalisées dans 100 μl de milieu complet puis ajoutées 

à la culture cellulaire. Après 48 h d'incubation dans une atmosphère humidifiée à 37 ° C, 5% 

de CO2, 100 µl de milieu ont été soigneusement retirés de chaque puits et remplacés par 20 µl 

de solution de MTT (5 mg / ml de PBS). Après 4 h d'incubation dans les mêmes conditions, le 

clivage du MTT en formazan par des cellules métaboliquement actives a été quantifié à 540 et 

630 nm en utilisant un spectrophotométre multi-scan. La moyenne de trois essais 

indépendants a été déterminée pour analyser l'effet des drogues sur la croissance des cellules 

PBMC et P815. Le pourcentage d'inhibition de la croissance a été évalué en pourcentage par 

rapport aux contrôles négatifs comme suit: 

[(A control – A) / Acontrol]] x 100.  

La vincristine ou le cisplatine ont été utilisés comme contrôle positif. 

 

b/ Méthode DCPIP (nouvellement développée) 

Les cellules non adhérentes P815 ont été lavées deux fois avec du PBS puis incubées dans 

100 µl de milieu complet à une densité de 105 cellules / ml dans des plaques de microtitrage à 96 

puits à fond plat (Bioster, Bastia di Rovolon, Italie). Des dilutions appropriées des drogues ont été 

réalisées dans 100 μl de milieu complet puis ajoutées à la microculture cellulaire.  
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Les cellules adhérentes sont préincubées dans le milieu de culture complet à la densité de 

104 cellules / ml pendant 24 h afin que les cellules adhérent à la plaque. Puis 200 µl des 

différentes drogues, à la dilution appropriée, sont ajoutés à la microculture cellulaire. 

Après 48 h d'incubation dans une atmosphère humidifiée à 37 ° C, 5% de CO2, 100 µl de la 

solution DCPIP (200 mM tampon phosphate, pH 6.8, containing 10 mM succinate et 3% TX-

100) sont additionnés puis les microcultures sont maintenues à  37 °C pendant 3h. La réduction 

de DCPIP, exprimée comme ΔDOλ600nm, par des enzymes actives est quantifiée par 

spectrophotométrie multi-scan (ELISA). La moyenne de trois essais indépendants a été 

déterminée pour analyser l'effet des drogues sur la croissance des cellules adhérentes MCF7 et 

MDA-mb468 et des cellules non adhérentes P815. Le pourcentage d'inhibition de la croissance a 

été évalué en pourcentage par rapport aux contrôles négatifs comme suit: (ΔDOcontrol – 

ΔDOexperiment)/ΔDOcontrol)) x 100.  

 

4.5. Détermination de l’activitée phosphatase alcaline (APAL). 

Les enzymes ALP ont été solubilisées comme décrit précédemment [3]. Brièvement, les 

cellules de chaque boîte de culture ont été lavées avec du PBS en utilisant la centrifugation à 

7000 x g pendant 15 minutes. Les cellules ont été mélangées avec 0,5 ml du tampon (Tris-

HCl 20 mM, MgCl2 1 mM, NaCl 150 mM pH 8)  et  remise en suspension puis solubilisées 

en ajoutant du triton X-100 à une concentration finale de 1%. Au bout de 20 minutes, le 

surnageant acellulaire a été obtenu par centrifugation à 12 000 x g pendant 15 minutes. 

L'activité PAL a été réalisée en utilisant  du  p-nitrophényle phosphate 5 mM dans du tampon 

bicarbonate (HCO-3 50 mM, MgCl2 0,5 mM, pH 10) dans un volume total de 1 ml [4]. Le 

mélange réactionnel a été incubé pendant 2 heures à 37 ° C puis  la réaction est arrêtée  en 

ajoutant 1 ml de NaOH 0,4 M. L'activité de la PAL a été exprimée en micromoles de p-

nitrophénol produites par minute pour 106 cellules ou en pourcentage par rapport au contrôle. 

 

La stabilité de l'enzyme solubilisée à 56 ° C a été surveillée en incubant des aliquotes de 

chaque échantillon (20 µl) dans un bain d'eau à température constante, pendant différents 

intervalles de temps. Les échantillons ont été refroidis sur de la glace et les activités de la 

PAL résiduelles ont été examinées comme décrit ci-dessus. 



 

 

 

 

 

101 

 

L’activité  phosphatase alcaline dans les PBMC a été déterminée  en incubant les cellules 

dans 100 ul de milieu complet à une densité de 105 cellules / ml dans des plaques de 96 puits à 

fond plat (Bioster, Bastia di Rovolon, Italie). Des dilutions appropriées du Carvacrol ont 

d'abord été réalisées dans 100 μl de milieu complet puis ajoutées à la culture cellulaire. Après 

48 heures d'incubation dans une atmosphère humidifiée à 37 ° C, 5% de CO2, 100 ul de 

milieu ont été soigneusement retirés de chaque puits et la solubilisation cellulaire a été 

réalisée en ajoutant du triton X-100 à une concentration finale de 1%. Au bout de 20 minutes, 

l'activité de ALP a été mesurée en utilisant du p-nitrophényle phosphate 5 mM dans du 

tampon bicarbonate (HCO-3 50 mM, MgCl2 0,5 mM, pH 10) dans un volume total de 200 ul. 

Le mélange réactionnel a été incubé pendant 2 heures à 37 ° C. La réaction a été arrêtée en 

ajoutant 150 de NaOH 0,4 M au mélange réactionnel, puis l'absorbance a été mesurée à 405 

nm, dans un lecteur ELISA Multimode Detector. L'activité de l'ALP a été exprimée en 

pourcentage de contrôle. 

 

 

4.6. Effet antioxydant : méthode DPPH 

 

Cette méthode est basée sur l’évaluation de la capacité des antioxydants à piéger le radical 

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil (DPPH ). En présence d’un composé doué d’activité 

antioxydante, le DPPH est réduit à la forme hydrazine (non radical) en acceptant un atome 

d’hydrogène. Cette transformation s’accompagne d’une diminution de l’absorption (DOλ517 

nm) et permet donc une quantification du pouvoir antioxydant de chaque produit [5]. Les 

expériences sont réalisées dans des plaques de 96 puits et les produits sont solubilisés dans du 

DMSO de façon à ce que la concentration soit de 20mg/ml. Pour certains produits une 

dilution préalable de 1/30e dans du DMSO était nécessaire à cause de leur fort effet 

antioxydant. Dans un volume final de 200 µl, 16 µl de chaque produit solubilisé sont 

additionnés au méthanol. Parallèlement 10 µl de la vitamine C (contrôle positif de référence) 

à la concentration 1 mg/ml sont mélangés au méthanol (volume final 200 µl). En suite 100µl 

est transféré dans le puits suivant contenant déjà 100 µl du méthanol (dilution 1/2). La même 

procédure est répétée pour réaliser les dilutions en cascade 1/4e, 1/8e, 1/16e, 1/32e, 1/64e et 

1/128e. La réaction est enclenchée par l’ajout de 150 µL du DPPH (1mg/25 ml méthanol). 

Après une incubation de 30 minutes dans l’obscurité à 37°C, l’absorbance à 517 nm est 

mesurée dans un spectrophotomètre (ELISA). Le blanc est réalisé avec du méthanol, DMSO 
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et le réactif DPPH dans les mêmes conditions expérimentales. Les résultats sont exprimés 

comme étant le pourcentage de l’Activité Anti-Radicalaire (AAR) selon la formule : 

% AAR= (D.O contrôle – D.O échantillon/ D.O contrôle) x 100.  

On peut également déterminer à partir des courbes la concentration nécessaire pour réduire 

de 50% la concentration de DPPH (40µg/ml) utilisée (IC50). Les IC50 sont calculés 

graphiquement. 
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RESULTATS 

Axe de recherche 1 : valorisation des substances naturelles 

5.1. Effet cytotoxique des huiles esentielles de Thym et des extraits de Nigelle sur les cellules cancéreuses P815 et BSR. 
Corrélation avec l’expression de la phosphatase alcaline 

 

[Cytotoxic effect of thyme essential oil and Nigella saliva L extract on P815 and BSR cancer cells: Correlation 

with alkaline phosphatase expression] 

(Article publié, voir ci-dessous) 

 

5.2. Effet biphasique du carvacrol sur la croissance des cellules cancéreuses P815 (mastocytome murin) et son effet 

modélateur négatif sur la phosphatase alcaline 

 

[Biphasic effect of Carvacrol on cell growth of murine mastocytoma cancer cells (P815) and its negative 

modulation on alkaline phosphatase activity] 

(Article soumis, voir ci dessous) 

5.3. Nouvelle méthode d’évaluation in vitro de l’effet cytotoxique des extraits et drogues sur les cellules cancéreuses: 

Méthode rapide, efficace et moins chère que celle préconisée actuellement (MTT teste). 

 

[Rapid and simple chemosensitivity assay for both adherent and non adherent cancer cell lines by using 2-6 

DiChloroPhénol-IndoPhénol (DCPIP)] 

 

(Article soumis, voir ci dessous) 
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5.1.  Effet cytotoxique des huiles esentielles de Thym et des extraits de Nigelle sur les cellules cancéreuses 

P815 et BSR. Corrélation avec l’expression de la phosphatase alcaline 

 

Les plantes aromatiques et médicinales et particulièrement leurs huiles essentielles ont fait 

l’objet de plusieurs recherches. Le genre Thymus largement répandu dans la région 

méditerranéenne (215 espèces) [1] possède un spectre d’activités pharmacologiques très large 

incluant l’effet antispasmodique [2], antimicrobien  [3-5], expectorant [6], antioxydant [1] et 

anti-inflammatoire [7]. Précédemment, nous avons montré qu'un extrait brut (huile 

essentielle) de thym et un de ses composants majeurs, le carvacrol, sont capables de réduire 

les taux de prolifération in vitro des lignées cancéreuses humaines, adénocarcinome ovarien 

sensible ou résistant à la chimiothérapie [8], MCF7, et la lignée cellulaire de mastocytome 

murin (P815) [9]. De plus, nous avons également montré que l'huile essentielle de thym ainsi 

que le carvacrol inhibent efficacement la croissance tumorale et retardent la mortalité de 

modèles de souris DBA2 (H2d) portant des tumeurs [8,9]. 

Des données récentes suggèrent fortement que de nombreux produits naturels inhibent 

préférentiellement la croissance des cellules tumorales en ciblant une ou plusieurs cascades de 

signalisation conduisant à l'induction de l'apoptose [10]. Puisque le déséquilibre entre la 

prolifération cellulaire et l'apoptose est corrélé avec la progression du cancer, alors 

l'identification des agents prolifératifs ou chimio-préventifs est d'une grande importance. Très 

récemment, il a été rapporté que le carvacrol posséderait un potentiel thérapeutique pour le 

traitement du cancer de la prostate et cela impliquerait une inhibition des canaux TRPM7 et la 

suppression des voies de signalisation PI3K / Akt et MAPK [11]. Cependant, dans les cellules 

cancéreuses leucémiques (cellules HL-60 et Jurkat), le carvacrol semble induire l'apoptose par 

voie mitochondriale grâce à l'implication de la caspase-3 [12]. 

 

L’expression de l’activité phosphatase alcaline (APAL) serait associée à une grande 

variété de cancer humain et une telle expression aberrante de cette activité enzymatique dans 

les cellules cancéreuses a suggéré son implication probable dans le développement des 

tumeurs [13]. Dans les lymphocytes B, l’expression de l’activité phosphatase alcaline est 

considérée comme marqueur intrinsèque des cellules B activées alors que cette activité 

enzymatique est absente dans les cellules T [14]. Une augmentation de l’APAL lors de la 

multiplication des cellules cancéreuses (MCF-7 cells, human breast cancer) traitées par du 



 

 

 

 

 

107 

 

dexamethasone, acide rétinoique ou du phorbol 12-myristique 13-acétate est également 

constatée [15]. De manière générale, lorsque les cellules cancéreuses sont stressées par la 

présence des drogues cytotoxiques, APAL augmente [16]. Les hormones stéroïdiennes 

comme les glucocorticoïdes sont également des régulateurs de l’APAL [17-19]. En revanche 

aucune diminution de l’activité APA n’a pu être détectée ou signalée en réponse à une 

stimulation ou inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses ou cellules normales 

dans la littérature, à notre connaissance. Les premières expériences préliminaires entreprises 

au sein de notre laboratoire permettent d’établir une première évaluation de la corrélation 

entre l’effet antiprolifératif (ou prolifératif) des différents extraits et/ou drogues pures et la 

modulation de l’APAL dans deux lignées tumorales, P815 et BSR. 

Bien que les extraits (éthanolique, d’acétate d’éthyle et l’huile essentielle) obtenus à 

partir des plantes médicinales marocaines (graines de Nigelle et le Thym) aient montré des 

effets cytotoxiques sur les cellules tumorales, leur mécanisme d’action comme leur cible 

pharmacologique restent à déterminer. 

L’approche expérimentale dans le présent travail est basée sur l’incubation des cellules 

tumorales pendant 48h (cycle cellulaire) en présence des différents extraits et/ou drogues, 

utilisés à la concentration proche de leur concentration permettant de réduire la prolifération 

cellulaire de 50% (IC50) (Tableau VI, ci après). Après les cellules sont comptées, lysées puis 

l’activité PAL est dosée sur l’extrait cellulaire brut par spectrophotométrie (405 nm) en 

présence du substrat para-nitrophénol-phosphate (PNPP). Parallèlement, l’effet direct des 

différentes drogues ou extraits est évalué sur l’extrait enzymatique PAL, préparé à partir des 

cellules témoins. 
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Tableau VI. Effet cytotoxique, exprimé en IC50, des extraits éthanoliques et/ou d’acétate 

d’éthyle des graines de Nigelle, du thym ainsi que la vincristine et le Carvacrol sur les lignées 

P815 et BSR. IC50 correspond à la concentration permettant la réduction de 50% la 

prolifération des cellules cancéreuses. 

 

Cell 

line 

 

Nigella extract 

(mg/ml) 

 

Thyme Essential Oil  

(mg/ml) 

 

Vincristine 

      (µM) 

 

Carvacrol 

(µM) 

 

P815 

 

9.5 ± 0.45 

 

11 ± 0.4 

 

4  ± 0.2 

 

200 ± 10 

 

BSR 

 

4.5 ± 0.2 

 

4 ± 0.23 

 

7 ± 0.25 

 

_ 

 

Les premiers résultats obtenus montrent clairement que l’incubation des cellules 

tumorales P815 pendant 48h en présence de la vincristine, de l’extrait d’acétate d’éthyle des 

graines de Nigelle, huile essentielle du thym ou Carvacrol pur induisent une inhibition de la 

prolifération cellulaire autour de 50% (Tableau VI). 

Le dosage de l’activité phosphatase alcaline (APAL) après 48h d’incubation révèle que la 

vincristine comme l’extrait d’acétate d’éthyle des graines de Nigelle engendre une 

augmentation de l’APAL cellulaire avec une augmentation de +66 ± 8 pour la vincristine et 

+46 ± 5% pour la Nigelle (Tableau VII). La même activité phosphatase alcaline est 

fortement réprimée par le Carvacrol et l’huile essentiel du thym atteignant -60% et -40% de 

réduction, respectivement (Tableau VII). L’effet direct des différentes drogues ou extraits 

sur l’activité phosphatase alcaline ne révèle pas d’effet significatif. Ceci monte clairement 

que l’effet répressif de l’APAL observé, après 48h d’incubation en présence du Carvacrol, 

ne peut pas être du à une inhibition directe de l’activité enzymatique phosphatase alcaline 

dosée sur les extraits bruts des cellules P815. 

Ces résultats suggèrent fortement une probable corrélation entre la répression de l’activité 

PAL et la prolifération des cellules tumorales P815. Cependant l’augmentation de l’activité 

PA sous influence des agents cytotoxiques (stresse cellulaire) est largement évoquée dans la 

littérature [13, 15,16]  
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Tableau VII : Effet de différentes drogues sur l’activité phosphatase alcaline, exprimé 

en pourcentage d’augmentation ou de diminution par rapport aux témoins. 

 

P815 cell line 

% of control 

 

Vincristine 

(7 µM) 

 

Nigella extract 

(9.5 mg/ml) 

 

Thyme Essential 

Oil (11 mg/ml) 

 

Carvacrol 

(200 µM) 

 

Cell number 

 

-45 ± 4 

 

-52 ± 7 

 

-48 ± 5 

 

-55 ± 5 

 

ALP activity 

After 48 h 

 

+66 ± 8 

 

+46 ± 5 

 

-40 ± 5 

 

-60 ± 7 

 

Direct effect on 

ALP activity 

 

-4 ± 2 

 

-3 ± 2.5 

 

+2 ± 0.5 

 

+4 ± 2 

 

Les mêmes expériences ont été entreprises sur la lignée BSR dans les mêmes conditions 

expérimentales. Tableau VIII, montre que les extraits comme les produits pures, utilisés à la 

concentration IC50 , réduisent la prolifération des cellules BSR de ~50% comme prévu. 

Concernant l’effet sur l’activité phosphatase alcaline après 48 h d’incubation, on constate 

qu’il y a une augmentation de +45 ± 4% pour la vincristine et de +36 ± 5 pour l’extrait de 

Nigelle. En revanche, l’huile essentielle de thym ou Carvacrol réduisent l’APAL de -15 ± 

4% et de -35 ± 5%, respectivement. Cette répression de l’activité PAL semble moins 

importante dans les cellules cancéreuses BSR que dans les cellules cancéreuses P815. 

Tableau VIII : Effet de différentes drogues sur l’activité phosphatase alcaline, exprimé 

en pourcentage d’augmentation ou de diminution par rapport aux témoins 

 

BSR cell line 

% of control 

 

Vincristine 

(7 µM) 

 

Nigella extract 

(9.5 mg/ml) 

 

Thyme essential 

oil (11 mg/ml) 

 

Carvacrol 

(200 µM) 

 

Cell number 

 

 

-51 ± 5 

 

-47 ± 7 

 

-52 ± 5 

 

-55 ± 5 

 

ALPactivity 

After 48 h 

 

+45 ± 4 

 

+36 ± 5 

 

-15 ± 4 

 

-35 ± 5 

 

Direct effect on 

ALP activity 

 

+5 ± 2 

 

+3 ± 1 

 

-2 ± 0.5 

 

+3 ± 1.5 
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La modulation de l’APAL dans les cellules tumorales par la présence des extraits et/ou 

drogues cytotoxiques utilisés dans le présent travail apparaît comme certaine. Ceci est 

particulièrement vrai pour l’extrait de Nigelle et de la vincristine qui montrent une 

corrélation entre l’effet antiprolifératif et la stimulation de l’APAL intracellulaire dans les 

deux lignées tumorales P815 et BSR utilisées (Tableau VII et VIII). Ces résultats sont en 

accord avec les données de la littérature qui évoquent que lorsque les cellules cancéreuses 

sont stressées par la présence des drogues cytotoxiques, l’APAL intracellulaire augmente 

[13, 15,16]. En revanche, l’effet répresseur du Carvacrol comme celui de l’huile essentielle 

de thym sur l’APA intracellulaire est un résultat nouveau, jamais détecté ou signalé 

auparavant lors de la stimulation ou l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses 

ou cellules normales. La possibilité de l’implication de cette enzyme dans le contrôle 

prolifératif/antiprolifératif des cellules tumorales, soulève une fois de plus le rôle central que 

pourrait jouer cette activité phosphatase alcaline dans le développement du cancer. 
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Cytotoxic effect of thyme essential oil and Nigella 
saliva L extract on P815 and BSR cancer cells: 

Correlation with alkaline phosphatase expression 
Houda AYAD and Noureddine ELABBADI1. 

 

Abstract— The anti-tumour effect of thyme (Thymus broussonettii) essential oil and black-seed (Nigella saliva L) ethyl acetate extract 
were first investigated in vitro using P815 and BSR cancer cell lines. The IC50 values ranging from 4 - 5 mg/ml for BSR cells and from 9 - 11 
mg/ml for P815 cells, showed a slight sensitivity of the BSR cell line to the extracts. Carvacrol exhibited IC50 value of 200 ± 10 µM for P815 
while vincristine (positive control) showed values IC50 = 4 ± 0.2 µM and 7 ± 0.25 µM for P815 and BSR cell lines, respectively. Analysis of 
ALP activity shows a clear increasing of this enzyme expression when the cancer cells (BSR and P815) were treated by vincristine or by 
Nigella extract. Conversely, thyme essential oil and carvacrol substantially reduced the expression of ALP activity. Therefore, our findings 
highly suggest that the repression of ALP activity by thyme essential oil and carvacrol, one of its major components, could be responsible 
for the regulation of P815 and BSR cancer cell growth. This study supplies new information on the possible mechanistic and a target by 
which thyme essential oil and pure carvacrol exert their effect on P815 and BSR cancer cells. 

 

Keywords: Nigella extract, Thyme essential oil, P815, BSR, carvacrol; anti-proliferative, alkaline phosphatase, modulation  

——————————      —————————— 

1 INTRODUCTION                                                                      
In last decade, the investigation in medicinal plants and 

their pharmacological active derivatives has increased, in or-
der to find new safe and potent drugs against cancer which 
continue to be a worldwide killer. Plant derived substances 
have recently become of great interest owing to their versatile 
applications [1], [2]. 

 Plants Thymus broussonetti and Nigella saliva L. 
(Ranunculaceae family) has been employed for thousands 
years in traditional medicine. The pharmacological investiga-
tions of Nigella saliva L (black-seed or black cumin) extracts 
reveal a broad spectrum of activities including 
immunopotentiation, anti-histaminic, antidiabetic, anti-
hypertensive, anti-inflammatory, and antimicrobial [3], [4], [5], 
[6]. Many of these activities have been attributed to the qui-
none constituents of the black-seed [7], [8]. Antitumor activity 
of some crude and purified components of N. sativa on Erlich 
ascites carcinoma, Dalton's ascites lymphoma and sarcoma 180 
cells in vitro and in vivo has been reported previously [9], [10], 
[11]. Purified components from black-seed, thymoquinone and 
dithymoquinone, were cytotoxic to all cell lines, including 
parental and multidrug-resistant phenotype-expressing cells 
[9], and their action on the cell death in human colorectal can-
cer cells seems to be correlated with G1 phase arrest of the cell 
cycle, leading to apoptosis process [12]. 

The essential oil of thyme has also a wide spectrum of 
pharmacological properties, anti-inflammatory, antibacterial, 
antifungal, antispasmodic and antioxidant activities [13], [14], 
[15], [16], [17], [18], [19], [20]. We have previously shown that 
a crude extract (essential oil) of thyme and one of its major 
component, carvacrol, are capable of reducing the in vitro pro-
liferation rates of human cancer lines, ovarian adenocarcinoma 
cell sensitive or resistant to chemotherapy [21], MCF7, and 

murine mastocytoma cell line (P815) [22]. Furthermore, we 
have also shown that black-seed extract, thyme essential oil as 
well as carvacrol, were effective inhibiting tumour growth and 
delaying mortality of tumour-bearing animal DBA2 (H2d) 
mice model [11], [21], [22].  

The aberrant expression of Alkaline Phosphatase (ALP) ac-
tivities in cancer cells has led to the suggestion that ALP 
isoenzymes may be involved in tumour development [23]. In 
general, the level of ALP activities in drug treated cancer cells 
was enormously enhanced with a concomitant reducing the 
proliferation rates [24], [25]. 

Based on provided information, the aim of this investiga-
tion is to evaluate whether these natural product extracts as 
well as carvacrol (one of major component of thyme essential 
oil) have anticancer activity and whether this activity is corre-
lated to the modulation of ALP activity in tumour cell lines 
(P815 and BSR) used in the present study. 

2 MATERIALS AND METHODS 
2.1  Chemicals 
 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide 
(MTT), and penicillin-neomycin were purchased from Sigma 
Chemical Co., Saint Quentin, France. The non adherent mu-
rine mastocytoma cell line (P815) as well as the adherent kid-
ney carcinoma cell line of hamsters (BSR) were kindly provid-
ed by Prof. G. Lemaire, Institute of Biochemistry, University of 
Paris XI, France. 

2.2 Preparation of plant extracts [11], [21]. 
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Nigella ethyl acetate extract: (One kilogram N. sativa L. seeds 
was washed, dried, and crushed to a powder with an electric 
micronizer. The powder was exhaustively extracted with 90% 
ethanol at room temperature and the extract was centrifuged 
at 10,000 g for 15 min to remove residual solid debris. The 
clear supernatant was then concentrated under reduced pres-
sure. The concentrated extract was partitioned between 10% 
methanol-water and n-hexane. After removing the n-hexane 
fraction, the aqueous layer was partitioned again with ethyl 
acetate. 

Thyme essential oil extract: Thymus broussonetti was freshly 
collected in Akrach (the region of Rabat-Zeir, Morocco). The 
volatile essential oil of thyme (EOT) was prepared from dried 
leaves and stems using the hydro-distillation method. The 
essential oil was then collected after evaporation of the solvent 
(petroleum ether) under vacuum and stored at 4ºC.  

2.3  Cell lines 

Cell lines were routinely cultured in complete medium RPMI 
1640 supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco BRL, 
Sergy Pontoise, France), 1% penicillin-neomycin and 2% L-
glutamine (complete medium). The cell viability and their 
morphology were examined by optic microscopy and then 
after le cell number were quantified by using Malassez lame 
for each experiment. BSR adherent cell line was first 
trypsinized before counting cell number. 

2.4 Cellular chemosensitivity measurement 

MTT assay [26]: Adherent cells (BSR) were plated out in 100 µl 
of complete medium at a concentration of 104 cells per ml and 
allowed to attach and grow for 24 h. 100 µl of medium con-
taining vincristine, extracts or pure carvacrol at appropriate 
concentrations were then added to the cell culture. After 48 h 
incubation in a humidified atmosphere at 37°C, 5% CO2, 100 µl 
of medium was carefully removed from each well and re-
placed with 20 µl MTT solution (5 mg/ml PBS). After 4 h in-
cubation under the same conditions, the cleavage of MTT to 
formazan by metabolically active cells was quantified by 
scanning the plates at 540 and 630 nm using multi-scan appa-
ratus. The means of three independent assays was determined 
to analyze the effect of drug on cancer cell line (BSR) growth. 
The growth inhibition rate was evaluated as percentage of 
parallel negative controls as follows: [(Acontrol – 
Aexperiment)/Acontrol)] x 100. 
For the non adherent cell line, 100 µl of cultured cells (5 x 104 
cells per ml) were plated out in flat-bottomed 96-well 
microtiter plates. 100 µl of medium containing vincristine, ex-
tracts or pure carvacrol at appropriate concentrations were 
then added immediately and plates were incubated for 48 h. 
Then 100 µl of medium was carefully removed from each well 
and replaced with 20 µl MTT solution (5 mg/ml PBS). After 4 
h incubation under the same conditions, the cleavage of MTT 
to formazan by metabolically active cells was quantified by 
scanning the plates at 540 and 630 nm using multi-scan appa-

ratus.  
 

2.5 Determination of alkaline phosphatase (ALP) activity. 

The cells (105 cells per ml) were seeded in triplicate into cul-
ture dishes (final volume 6 ml) and incubated for 48 h in the 
presence of extracts or compounds at indicated concentrations. 
The ALP enzymes were solubilised as described previously 
[Chang et 1994] [24]. Briefly, the cells from each culture dishes 
(6 ml final volume) were washed with PBS by using centrifu-
gation technique at 7000 x g for 15 min. The cells were mixed 
with 0.5 ml of the re-suspension buffer (20 mM Tris-HCl, 1 
mM MgCl2, 150 mM NaCl pH 8) and then solubilised by add-
ing triton X-100 to a final concentration of 1%. After 20 min, 
the cell-free supernatant was obtained by centrifugation at 
12000 x g for 15 min. The ALP activity was carried out by us-
ing 5 mM p-nitrophenyl phosphate in bicarbonate buffer (50 
mM HCO-3, 0.5 mM MgCl2, pH 10) in total volume of 1 ml 
[27]. The reaction mixture was incubated for 2 h at 37°C and 
then stopped by adding 1 ml of 0.4 M NaOH. ALP activity 
was expressed as micromoles of p-nitrophenol produced per 
minute per 106 cells or as percentage of control. 
 
3 RESULTS 

3.1 In vitro cytotoxicity  

The effect of ethyl acetate extract, thyme essential oil and 
carvacrol was first evaluated against two cancer cell lines: 
adherent tumour cells BSR and non adherent tumour cells 
P815, by MTT assay. Vincristine was used as positive con-
trol. As shown in fig. 1(a,b), a dose dependent decrease in 
the growth of P815 as well as BSR was obtained with in-
creasing concentrations of extracts. The concentrations of 
Nigella ethyl acetate extract (Figure 1) leading to 50% of the 
lytic activity (IC50) were evaluated to be 9.5 ± 0.45 mg/ml and 
4.5 ± 0.2 mg/ml for P815 and BSR, respectively. Also the 
thyme essential oil showed similar cytotoxicity (IC50) which 
was evaluated to be 11 ± 0.4 mg/ml and 4 ± 0.23 mg/ml for 
P815 and BSR, respectively. Parallel, The anti-proliferative 
activity of vincristine on both P815 and BSR, as well as that of 
carvacrol on P815, were also evaluated by MTT assay in simi-
lar conditions. The IC50 was evaluated to be 200 ± 10 µM for 
carvacrol on P815 cancer cell line, which is in agreement with 
those found previously on chronic myeloid leukemia K562 
cells [28]. As control positive, the IC50 for vincristine was 
found to be 4 ± 0.2 µM as previously reported for leukemic cell 
lines, CEM, HL60, U937 and K562 [29]. 
In order to determine whether there is a relationship between 
the observed cytotoxic effect and the expression of ALP activi-
ty, we used extracts and carvacrol as well as vincristine at the 
IC50 concentrations shown in (Table 1). 
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Fig 1. Effect of carvacrol on both BSR and P815 cancer cell 
growth. Cell lines (104cells/ml) were cultured in 96-well culture 
plates for 48 h in the absence or presence of Negilla ethyl acetate 
extract (a) or Thyme essential oil (b) at various concentrations. 
Then the cell growth was evaluated by using the MTT assay as 
described in the methods section. Data are the mean of triplicate 
measurements ± S.D. 
 
 
Table 1.Cytotoxic activity of extracts and compounds on different 
cell lines expressed as the concentration providing 50% inhibition 
(IC50). 

 
Cell lines 

Nigella 
extract 

 (mg/ml) 

Thyme  
essential 

oil  
(mg/ml) 

 
Vincristine 

(µM) 

 
Carvacrol 

(µM) 

 
P815 

 
9.5 ± 0.45 

 

 
11 ± 0.4 

 

 
4  ± 0.2 

 
200 ± 10 

 
BSR 

 
4.5 ± 0.2 

 

 
4 ± 0.23 

 
7 ± 0.25 

 
_ 

 

3.2 Effect on both cell growth and intracellular ALP activity. 
Experiments were carried out by incubation cells (P815 or 
BSR) in 6-well culture plates (final volume of 6 ml, 105 
cells/ml) for 48 h in the presence of different compounds or 
extracts at concentrations corresponding to their IC50 (see 
Methods section). The cell viability and their morphology 
were examined by optic microscopy and then after le cell 
number were quantified by using Malassez lame for each ex-
periment. Than the solubilised cell extract was prepared and 
the ALP activity was determined as described in the methods 
section. By using cell counting by optic microscopy, the IC50 
previously determined by the MTT assay (Table 1) give almost 
the same percentage inhibition of cancer cell lines (Table 2). 
 
Table 2. Effect of extracts and compounds on both P815 cell via-
bility and intracellular ALP activity. P815 cells (105/ml) were cul-
tured in 6-well culture plates for 24 h. The cells were than treated 
with extracts or compounds at the indicated concentrations for 48 
h. The cells were collected, counted and washed with PBS. Than 
the solubilised extract was prepared and the enzyme activities 
were determined as described in the methods section. Data are the 
mean of triplicate measurements ± S.D 

 
P815 

% of control 

 
Vincristine 

(7 µM) 

Nigella 
extract 

(9.5 mg/ml) 

Thyme 
essential oil 
(11 mg/ml) 

 
Carvacrol 
(200 µM) 

 
Cell number 
 

 
-45 ± 4 

 
-52 ± 7 

 
-48 ± 5 

 
-55 ± 5 

 
ALP activity 
After 48 h 

 
+66 ± 8 

 
+46 ± 5 

 
-40 ± 5 

 
-60 ± 7 

Direct effect on 
ALP activity 
  

 
-4 ± 2 

 
-3 ± 2.5 

 

 
+2 ± 0.5 

 
+4 ± 2 

 
Analysis of intracellular solubilised ALP activity shows clearly 
that this enzyme activity was enhanced significantly when the 
cells were treated by vincristine (+ 66%) or by Nigella extract 
(+46%), and at the same time, cell proliferation is inhibited. 
The abnormal increasing proportion of ALP was thought to be 
resulting from P815 cell stress reaction as reported previously 
[24], [25], [30]. Conversely, both thyme essential oil and one of 
its major component carvacrol were able to reduce the P815 
growth cells and substantially reduced the expression of ALP 
activity by 40% and 60%, respectively. These results clearly 
indicate that the inhibition of P815 cell growth by thyme es-
sential oil as well as by carvacrol (at IC50) was not correlated to 
the high expression of ALP activity in response to the toxic 
effects as usually reported for many anticancer agents [24], 
[25], [30]. There was not significant direct effect on ALP (Table 
2). Similar experiments were carried out on the adherent can-
cer cell line (BSR). All extracts and pure compounds used at 
their IC50 were able to reduce significantly the cell growth (Ta-
ble 3). This decrease in cell proliferation is accompanied by an 
increase in intracellular ALP activity in the case of Nigella 
ethyl acetate extract and vincristine treatment. On the other 
hand, thyme essential oil and carvacrol shows a slight nega-
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tive effect, but significant, on intracellular ALP activity, as for 
P815 cell line determined above. Also there was not direct ef-
fect on the solubilised ALP activity (Table 3). 
 
Table 3. Effect of extracts and compounds on both BSR cell viabil-
ity and intracellular alkaline phosphatase activity. BSR cells 
(105/ml) were cultured in 6-well culture plates for 24 h. The cells 
were than treated with extracts or compounds at the indicated 
concentrations for 48 h. The cells were trypsinized, collected, 
counted and washed with PBS. Than the solubilised extract was 
prepared and the enzyme activities were determined as described 
in the methods section. Data are the mean of triplicate measure-
ments ± S.D 

 
BSR 

% of control 

 
Vincristine 

(7 µM) 

Nigella 
extract 

(9.5 mg/ml) 

Thyme 
essential oil 
(11 mg/ml) 

 
Carvacrol 
(200 µM) 

 
Cell number 

 
-51 ± 5 

 
-47 ± 7 

 
-52 ± 5 

 
-55 ± 5 

 
ALPactivity 
After 48 h 
 

 
+45 ± 4 

 
+36 ± 5 

 
-15 ± 4 

 
-35 ± 5 

Direct effect on 
ALP activity 
 

 
+5 ± 2 

 
+3 ± 1 

 

 
-2 ± 0.5 

 
+3 ± 1.5 

 
 
4 DISCUSSION 
 
Based on our previous investigation, the in vitro effect of es-
sential oil of Thymus broussonetti as well as extracts of N. sati-
va L. seeds were found to exert a significant degree of cytotox-
icity against various tumor cell lines. Furthermore, we have 
also shown that these extracts were able to reduce significantly 
the tumour growth and delaying mortality of tumour-bearing 
animal DBA2 (H2d) mice model [11], [21]. It was proposed, 
owing to their lipophilic nature, that plant oil volatile appears 
to accumulate in the microbe cell membrane and increase their 
permeability, resulting in leakage (outflow) of enzymes and 
metabolites [31], [32]. Recent study suggests that tumour-
derived ALP regulates tumour growth in advanced prostate 
cancer [33]. Nevertheless, the coupling mechanism between 
proliferative or anti-proliferative effects of thyme essential oil 
as well as ethyl-acetate Nigella extract and the intracellular 
target is not known and may differ in different cell lines. Thus, 
we investigate the effect of these extracts and carvacrol, one of 
the major components of plant Thymus broussonetti essential 
oil, on the growth pattern of P815 and BSR cells and the intra-
cellular ALP expression.  
All extract fractions used here exhibited a significant cytotoxic 
effect against the tumour cell lines (P815 and BSR) confirmed 
by both methods, MTT test and by cell count (Table 1 and 2). 
Our results agree with previous research in which the Nigella 
ethyl acetate fraction as well as thyme essential oil were found 
to exhibit a strong growth inhibitory effect on all malignant 
cells tested [11], [21]. 
Interestingly, we report here for the first time, that the cytotox-

ic effect of these extracts and pure compounds used is related 
not only to the intracellular ALP expression but also to the 
nature of the tumour cell lines. In fact, The intracellular ALP 
activity was enhanced when the P815 as well as BSR cells were 
treated by vincristine (positive control) and Nigella ethyl ace-
tate extract and this enhancement was accompanied by a sig-
nificant decrease in the cell number, which is in full agreement 
with the literature data concerning the induction of ALP ex-
pression correlates well with the growth inhibition pattern of 
cancer cells under the influence of different cytotoxic agents 
[24], [25], [29]. On the other hand, The intracellular ALP activi-
ty behaved differently when the P815 and BSR cells were 
treated by thyme essential oil and pure carvacrol, showing a 
significant repression of intracellular ALP activity with a con-
comitant high decreasing cell number (Table 2 and 3). There-
fore, our findings highly suggest that the repression of ALP 
activity by thyme essential oil and carvacrol, one of its major 
components, could be responsible for the regulation of P815 
and BSR cancer cell growth. It has been reported that carvacrol 
showed an anti-cancer effect, mainly by inducing apoptosis 
phenomenon [22], [34], [35], [36] and in that regard it would 
be of great interest to know whether ALP activity is involved 
in the modulation of cancer cell growth. 
 
5 CONCLUSION 
 
In the present study, we found out, that thyme essential oil 
and one of its major components, carvacrol, have an anti-
proliferative effect resulting in inhibition of P815 and BSR cell 
growth. Furthermore, this inhibition of cell growth seems to 
be correlated to the negative modulation of ALP activity. This 
study supplies new information on the possible mechanistic 
and a target by which thyme essential oil and pure carvacrol 
exert their effect on P815 and BSR cancer cells.  
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5.2. Effet prolifératif et antiprolifératif du Carvacrol, composé majoritaire de l’huile 

essentielle de thym : Corrélation avec l’expression intracellulaire de la 

phosphatase alcaline. 

 

Biphasic effect of carvacrol on cell growth of murine mastocytoma cancer cells (P815)  

and its negative modulation on alkaline phosphatase activity 

 

(Article soumis, voir ci dessous) 

(Communications orales et par affiches, voir ci-après) 

 

 

 

 

L’inhibition de l’activité phosphatase alcaline (APAL) par le Carvacrol, à faible 

concentration, est corrélée avec la stimulation de la prolifération des cellules cancéreuses 

P815 Tableau IX et Figure 18 [AYAD H et al. 2016 ci-après].  

 

Table IX. Effect of carvacrol on both P815 cell viability and intracellular alkaline phosphatase 

activity. P815 cells (105/ml) were cultured in 6-well culture plates for 24 h. The cells were than treated 

with carvacrol at the indicated concentrations or with cisplatin (2 µM) for 48 h. The cells were 

collected, counted, washed with PBS. Than the solubilised extract was prepared and the enzyme 

activities were determined as described in the methods section. Data are the mean of triplicate 

measurements ± S.D. 
 

 Cisplatin 

(2 µM) 

Carvacrol 

  (200 µM)              (2 µM) 

Cell number variation (% of control) - 45 ± 9 - 59 ± 6 + 140 ± 5 

Alkaline phosphatase activity (% of control) + 165 ± 12 - 68 ± 5 - 60 ± 7 
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(a) Control (b) High concentration 200 µM 

(IC50) 

(c) Low concentration 2 µM  

(IC50/100) 

   

Figure 18 Effect of carvacrol at various concentration on P815 cell viability and morphology after 48 hours of incubation. 

Murine mastocytoma cell line (105 cells/ml) were incubated in 6-well culture plates in the presence of carvacrol at high 

concentration 200 µM (b) and low concentration 2 µM (c). After 48 h, the morphology of the cells was examined using a 

light microscope. The results represent a typical experiment. 

 

Le même phénomène a pu être observé dans les cellules mononucléaires humaines du 

sang périphérique (PBMC) avec une sensibilité moindre (7 fois moins sensible) (Figure 19).  

 

Figure 19. Effect of carvacrol on both cell growth and intracellular alkaline phosphatase activities in 

PBMC. PBMC cells (105/ml) were cultured in 96-well culture plates for 48 h in the absence or 

presence of carvacrol at various concentrations. Then the cell growth and the intracellular ALP 

activities were measured by using the MTT assay and ALP assay, respectively, as described in the 

methods section. Data are the mean of triplicate measurements ± S.D. 



 

 

 

 

 

115 

 

Les effets observés après 24 à 48h d’incubation, cycle cellulaire, suggère fortement une 

régulation/inhibition au niveau de la transcription des gènes codant pour la ou les 

phosphatases alcalines (PAL) dans les cellules cancéreuses P815. Pas d’effet inhibiteur 

direct du Carvacrol sur l’APAL préparée à partir des cellules P815. Cet effet prolifératif 

observé du Carvacrol sur la lignée P815 avec la baisse considérable (-70%) de l’APA 

intracellulaire est un résultat nouveau, jamais détecté ou signalé auparavant lors de la 

stimulation ou l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses ou cellules normales. 

Cet effet prolifératif qui apparaît concomitant à l’effet répresseur du Carvacrol sur l’APAL, 

suggère que lorsque cette activité enzymatique est réprimée les cellules tumorales P815 

prolifèrent mieux. Contrairement aux extraits ou drogues cytotoxiques qui montrent une 

corrélation entre l’effet antiprolifératif et l’augmentation de l’APAL  

 

 

Figure 20. Effect of carvacrol and pokeweed mitogen on P815 cell growth and intracellular alkaline 

phosphatase activity.  P815 cells (105/ml) were cultured in 6-well culture plates for 24 h. The cells 

were than exposed to carvacrol, pokeweed growth factor or cisplatin at the indicated concentrations 

for 48 h. The cells were collected, counted and washed with PBS. Than the ALP activity was 

determined in the TX-100 solubilised fraction as described in the methods section. Data are the mean 

of triplicate measurements ± S.D. 

 

Control      200 µM (IC50)                2 µM (IC50/100) 
 

Carvacrol 

50 µg/ml 
 

Pokeweed mitogen 

        5 µM 
 

Cisplatin (Positive Control) 
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De plus, l’effet du Carvacrol à faible dose apparait similaire à celui obtenu par action de 

l’agent mitogène pookweed (facteur de croissance) utilisé dans le présent travail. En effet, le 

pookweed stimule la prolifération des cellules cancéreuses P815 et au même temps réprime 

l’APA exactement comme le Carvacrol (Figure 20).  

Le fait que le Carvacrol possèderait cette propriété mitogen-like, renforce notre approche 

expérimentale de base, et pourrait nous ouvrir une autre voie différente et nouvelle pour 

contrer ce fléau « cancer» » qui ne cesse de proliférer. La caractérisation de la cible 

phosphatase alcaline, notamment l’isoforme conserné, et son implication probable dans le 

contrôle de la croissance cellulaire serait d’un atout considérable pour le développement de 

cette nouvelle approche thérapeutique. 



 

 

 

 

 

117 

 

 

The 2nd Edition of the International Congress on Cancer in Beni Mellal (ICCBM’2), 

May 19-21, 2016; Beni Mellal 

Communication orale 

Modulation of Alkaline Phosphatase Activity in cancer cell line P815 by Carvacrol 

 

H AYAD and all. 

Laboratryof Biological Engineering team of Natural Substances and cellular & Molecular Immunopharmacology.  Faculty 

of Sciences and Technologies, University Sultan Moulay Slimane,Postal Box 523, 23000 Beni-Mellal, Morocco 

 

Abstract 

The effect of pure Carvacrol, one of the major components of plant Thymus broussonetti 

essential oil, on the growth and alkaline phosphatase activities were examined in cultures of 

Mastocytome Murrin Immunogenic (P815) cell line. Using Carvacrol at low concentration 

(IC50/100) reduce significantly the intracellular alkaline phosphatase activities with a 

concomitant increase in the P815 cell number up to +140%.However,Carvacrol at cytotoxic 

concentration 0.004v/v (IC50) reduced significantly the cell growth by 60% as well as the 

intracellular alkaline phosphatase activities by 68%, indicating that the inhibition of cell 

growth by Carvacrol do not seem to involve ALP activity as usually observed for many 

cytotoxic agents. In addition, inhibitory effects of Carvacrol at lower concentration on the 

intracellular ALP activity with concomitant stimulation of cell proliferation also resembles 

to the effect of growth factor Pok], pointing out the major role of ALP in cell biology. The 

ALP activity was reduced gradually with increasing time of heat inactivation at 56°C, 

reaching a plateau after 10 min treatment, indicating the presence of at least two different 

isoenzymes in the solubilised cells, one heat-labile representing 60% of total ALP activity 

and the other more heat stable (40% of total ALP activity). The inactivation rate constant for 

Carvacrol-treated, Pok-treated, Cisplatine-treated and untreated P815 cells were found to be 

0,175, 0,174, 0,087 and 0,175 min-1, respectively. This may emphasis that the relationship 

between the enhancement growth P815 cells induced by both Carvacrol and growth factor 

Pok could mainly due to the repression of labile ALP form, pointing out the possible interest 

role of thermo-sensitive instable form ALP in P815 growth cells. Interestingly, the 

proportion of the ALP heat stable form was become higher in cisplatine treated cells than 
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those in untreated or Carvacrol- and Pok-treated cells. Therefore, the abnormal increasing 

proportion of thermo-stable ALP isoenzyme was thought to be resulting from stress reaction. 

In that regard, these criteria could be used as diagnostic tools for following the medical 

treatment of specific or general cancer cases 

Keywords: intracellular alkaline phosphatase, Carvacrol, P815, cancer cell, proliferative, 

regulation. 



 

 

 

 

 

119 

 

Biphasic effect of Carvacrol on cell growth of murine mastocytoma cancer cells (P815) 

and its negative modulation on alkaline phosphatase activity 

 

Houda AYAD and all. 

(Article soumis, voir ci-dessus) 

 



1  

Biphasic effect of carvacrol on cell growth of murine mastocytoma cancer cells (P815) 

and its negative modulation on alkaline phosphatase activity 
 
 

Houda AYAD and all. 
1Laboratory of Natural Substances, Cellular and Molecular Immunopharmacology 

Sultan Moulay Slimane University, Faculty of Sciences and Technologies 

Box 523, Beni-Mellal, Morocco 

 
 

Abstract 
 
Background: Essential oils including carvacrol are becoming popular as naturally occurring bioactive agents. Despite many ad-

vances in research, not many literatures have explored the pharmacological effects of carvacrol on the stimulation of cancer cell 

growth. Here we find out, for the first time, that carvacrol induced proliferation of murine mastocytoma cancer cells (P815) as 

well as peripheral blood mononuclear cells (PBMC). 

Methods: Proliferative and antiproliferative activity of carvacrol was determined by MTT assay using cisplatin as a positive con-

trol. The cell viability and their morphology were examined by optic microscopy and the cell number was quantified by using 

Malassez lame for each experiment. Phosphatase alkaline activity was measured by using p-nitrophenyl phosphate as substrat. 

Results: Carvacrol stimulated the growth of P815 cancer cells (+ 160 %) at low concentrations (2 µM) whereas at higher concen-

tration (200 µM) cell growth was inhibited. The stimulation of P815 by carvacrol at lower concentration was similar to that of 

pokeweed mitogen (PWM) and these proliferative effects seem to be correlated to the repression of intracellular ALP activity. 

However, the inhibition of P815 cell growth by carvacrol was not correlated to the high expression of ALP activity in response to 

the toxic effects as usually found for many anticancer agents. The observed effects were not specific for cancer P815 cells, since 

carvacrol similarly induced proliferation at low concentrations (≤ 250 µM) and suppressed proliferation at higher concentrations 

(≥ 500 µM) in cultured PBMC. 

Conclusion: Present study demonstrates a clear biphasic effect of carvacrol on P815 cancer cells as well as on PBMC. Its tumour 

stimulation effect seems to be correlated to the negative modulation of alkaline phosphatase, contrary to its cytotoxic effect 

which is by means of apoptosis phenomenon. 

 
Keywords: P815 cancer cells; PBMC, carvacrol, proliferation, biphasic effect, alkaline phosphatase 

 

——————————      —————————— 

1 INTRODUCTION                                                                     

Essential oils including a monoterpenoid phenolic phytochemical 

carvacrol (2-methyl-5-(1-methylehyl)-phenol) and their components 

are becoming popular as naturally occurring bioactive agents. Car-

vacrol which is abundant in the oil of thyme, oregano and pepper-

wort [1] has been known to possess diverse medicinal values like 

antioxidant [2,3], anti-microbial effects [4-6], antifungeal [7,8], an-

algesic, anti-inflammatory, antiviral, anti-angiogenic, anti-oxydant, 

anti-elastase, insecticidal, and anti-tumor activity  [9-11]. It is also 

used as flavour agent in cosmetic and food productions. 

Cytotoxic effect of carvacrol against cancer has been studied on var-

ious cell lines such as non-small cell lung cancer cells [12], hepato-

cellular carcinoma cells [13], human metastatic breast cancer cells 

[14] and chronic myeloid leukemia cells [15]. We have previously 

shown that a crude extract (essential oil) of thyme and one of its 

major component, carvacrol, are capable of reducing the in vitro 

proliferation rates of human cancer lines, ovarian adenocarcinoma 

cell sensitive or resistant to chemotherapy [16], MCF7, and murine 

mastocytoma cell line (P815) [17]. Furthermore, we have also shown 

that the thyme essential oil as well as carvacrol were effective inhib-

iting tumour growth and delaying mortality of tumour-bearing ani-

mal DBA2 (H2
d) mice model [16,17]. 

Recent evidence highly suggests that many natural products prefer-



 

2  

entially inhibit the growth of tumour cells by targeting one or more 

signalling cascades leading to induction of apoptosis [18]. Since the 

imbalance between cell proliferation and apoptosis are correlated 

with cancer progression, indentifying proliferative or chemo-

preventive agents is of great importance. Besides, carvacrol was 

reported to have therapeutic potential for the treatment of prostate 

cancer through its inhibition of TRPM7 channels and suppression of 

PI3K/Akt and MAPK signalling pathways [19]. However, in leuke-

mic cancer cells (HL-60 and Jurkat cells) carvacrol seems to induce 

apoptosis by mitochondria-mediated pathway through the involve-

ment of caspase-3 [20]. 

The aberrant expression of Alkaline Phosphatase, [(ALP), ortho-

phosphoric monoester phosphohydrolase, EC 3.13.1.] activities in 

cancer cells has led to the suggestion that ALP isoenzymes may be 

involved in tumour development [21] and their expression can be 

modulated by steroid hormones [21-24] as well as a variety of 

agents: paclitaxel [25], cyclosporine A, octreotide, daunomycin, ve-

rapamil [26], dexamethasone, retinoic acid and phorbol 12-myristate 

13 acetate [27]. Studying the regulation of the affected ALP activities 

may disclosed the mechanism of expression of these isoenzymes and 

their roles in cellular functions such as proliferation and anti-

proliferation process. In general, the level of ALP activities in drug 

treated cancer cells was enormously enhanced with a concomitant 

reducing the proliferation rates [27,28]. ALP isoenzymes are widely 

distributed in prokaryote and eukaryote cells. Two forms of these 

enzymes exists: the insoluble membrane anchored proteins form, the 

glycosylphosphatidylinositol-linked membrane proteins, and the 

soluble form which believed to be released from the membrane in 

response to various physiological, chemical and physical stimuli. In 

humans, at least four distinct ALP isoenzymes were identified by 

genetic and biochemical analysis [21, 29]. The isoenzymes from 

placenta or intestine are relatively thermo-stable and specific in 

terms of their tissue expression. The thermo-labile isoenzyme char-

acteristic for liver, bone and kidney is considerate as non specific-

tissue and present in most cell types. The fourth isoenzyme is also 

heat-stable (placental-like form) and present at low levels in adult 

germ cells. The placental isoenzyme is of particular interest because 

of its increased incidence of ectopic or enhanced expression associ-

ated with some human cancers, malignant neoplasia such as a lung 

tumour, ovary tumour, seminoma, or hepatic tumour [21,30]. Recent 

study suggests that tumour-derived ALP regulates tumour growth in 

advanced prostate cancer [31]. 

Despite many advances in research, greater understandings of the 

pharmacological effects of carvacrol on the proliferation process of 

cancer cells have not yet been investigated. Therefore, we examined 

the effect of pure carvacrol on cell growth and on the intracellular 

ALP activity of P815. We find out, for the first time, that carvacrol, 

depending to its concentration, exerts differential effects on this can-

cer cell line. At low concentration (2 µM), carvacrol repression effect 

on intracellular ALP activities was associated with proliferative ef-

fect on cell growth. However, high carvacrol concentration (200 µM) 

inhibits P815 cell growth by mechanism that seems to involve apop-

tosis process but not through ALP activities. This study supplies new 

information on the possible mechanistic and a target by which car-

vacrol exert its biphasic effect on both P815 cancer cells and periph-

eral blood mononuclear cells (PBMC). 

 

2. METHODS 

Chemicals 

Carvacrol, dimethylsulfoxide (DMSO), para-nitrophenylphosphate 

(PNPP), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bro-

mide (MTT), penicillin-neomycin and pokeweed mitogen were pur-

chased from Sigma Chemical Co., Saint Quentin, France. The mu-

rine mastocytoma cell line (P815) was kindly provided by Prof. G. 

Lemaire, Institute of Biochemistry, University of Paris XI, France. 

 

Cell culture and treatment 

Cell lines were routinely cultured in complete medium RPMI 1640 

supplemented with 5% fetal bovine serum (Gibco BRL, Sergy Pon-

toise, France), 1% penicillin-neomycin and 2% L-glutamine. The 

cells (105 cells per ml) were seeded in triplicate into culture dishes 

(final volume 6 ml) and incubated at 37°C in an incubator with 5% 

CO2. After 2 h, carvacrol, pokeweed mitogen or cisplatin at indicated 

concentrations was given to the cells for 48 h. Carvacrol (60 µl) was 

mixed first with 60 µl DMSO and then the vortex-mix was diluted 

further in RPMI culture medium to appropriate concentrations. The 

cell viability and their morphology were examined by optic micros-

copy and then after le cell number were quantified by using Malas-

sez lame for each experiment. 

 

PBMC preparation and treatment 

Blood samples were collected from healthy young donors (volun-

teers). Peripheral blood mononuclear cells were isolated by centrifu-

gation using Ficoll-based density gradient [32]. The white layer frac-
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tion was transferred and washed twice with phosphate buffered solu-

tion (PBS) and then cytotoxicity of carvacrol on lymphocyte cells 

was carried out using MTT colorimetric assay as described below. 

 

Measurement of cellular cytotoxcity 

The methyl thiazole tetrazolium (MTT) test was used to determine 

the effect of the carvacrol on the growth of the murine mastocytoma 

cell line (P815) and PBMC  [33]. Briefly, P815 cells or PBMC were 

washed twice with PBS and then incubated in 100 µl of complete 

medium at a density of 105 cells/ml in flat-bottomed 96-well micro-

titer plates (Bioster, Bastia di Rovolon, Italy). Appropriate dilutions 

of carvacrol were first performed in 100 µl of complete medium and 

then added to the cell culture. After 48 h incubation in a humidified 

atmosphere at 37°C, 5% CO2, 100 µl of medium was carefully re-

moved from each well and replaced with 20 µl MTT solution (5 

mg/ml PBS). After 4 h incubation under the same conditions, the 

cleavage of MTT to formazan by metabolically active cells was 

quantified by scanning the plates at 540 and 630 nm using multi-scan 

apparatus. The means of three independent assays was determined to 

analyze the effect of drug on PBMC and P815 cell growth. The 

growth inhibition rate was evaluated as percentage of parallel nega-

tive controls as follows: [(Acontrol – Aexperiment)/Acontrol)] x 100. Cisplatin 

was used as positive control. 

 

Determination of alkaline phosphatase activities. 

The ALP enzymes were solubilised as described previously [27]. 

Briefly, the cells from each culture dishes were washed with PBS by 

using centrifugation technique at 7000 x g for 15 min. The cells were 

mixed with 0.5 ml of the re-suspension buffer (20 mM Tris-HCl, 1 

mM MgCl2, 150 mM NaCl pH 8) and then solubilised by adding 

triton X-100 to a final concentration of 1%. After 20 min, the cell-

free supernatant was obtained by centrifugation at 12000 x g for 15 

min. The ALP activity was carried out by using 5 mM p-nitrophenyl 

phosphate in bicarbonate buffer (50mM HCO-
3, 0.5mM MgCl2, pH 

10) in total volume of 1 ml [34]. The reaction mixture was incubated 

for 2 h at 37°C and then stopped by adding 1 ml of 0.4 M NaOH. 

ALP activity was expressed as micromoles of p-nitrophenol pro-

duced per minute per 106 cells or as percentage of control. 

The stability of the solubilised enzyme at 56°C was monitored by 

incubating aliquots of each sample (20 µl) in constant temperature 

water bath, for different time intervals. The samples were cooled and 

the residual ALP activities were examined as described above. 

Alkaline phosphatase activities in PBMC were determined by incu-

bating cells in 100 µl of complete medium at a density of 105 

cells/ml in flat-bottomed 96-well microtiter plates (Bioster, Bastia di 

Rovolon, Italy). Appropriate dilutions of carvacrol were first per-

formed in 100 µl of complete medium, as described above, and then 

added to the cell culture. After 48 h incubation in a humidified at-

mosphere at 37°C, 5% CO2, 100 µl of medium was carefully re-

moved from each well and cell solubilisation was carried out by add-

ing triton X-100 to a final concentration of 1%. After 20 min, ALP 

activity was measured by using 5 mM p-nitrophenyl phosphate in 

bicarbonate buffer (50mM HCO-
3, 0.5mM MgCl2, pH 10) in total 

volume of 200 µl. The reaction mixture was incubated for 2 h at 

37°C. The reaction was stopped by adding 150 µl of 0.4 M NaOH to 

the reaction mixture and then the absorbance was measured at 405 

nm in ELISA reader Multimode Detector. ALP activity was ex-

pressed as percentage of control. 

 

3. RESULTS 

 

Effect of carvacrol on both P815 cell growth and intracellular 

ALP activities. 

The anti-proliferative activity of carvacrol as well as that of cisplatin 

on P815 cancer cells was first evaluated by MTT assay. As shown in 

figure 1(a,b), a dose dependent decrease in the growth of P815 was 

obtained with increasing concentrations of carvacrol or cisplatin. The 

IC50 was evaluated to be 200 ± 10 µM for carvacrol, which is in 

agreement with those found previously on chronic myeloid leukemia 

K562 cells [Ravi 2012] [35]. As control positive, the IC50 for cispla-

tin was found to be 2 ± 0.1 µM as previously reported for leukemic 

cell lines, CEM, HL60, U937 and K562 [36]. Then experiments were 

carried out by incubating cancer cell line P815, for 48 h, in the pres-

ence of cisplatin 2 µM or carvacrol 200 µM corresponding to their 

IC50 concentrations. All were able to reduce significantly the cell 

growth (Table 1). Carvacrol at 200 µM reduced the cell P815 growth 

by 59 %, but lower carvacrol concentration (2 µM)  
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Figure 1 Effect of carvacrol on P815 cell growth. P815 cells (105/ml) 

were cultured in 96-well culture plates for 48 h in the absence or pres-

ence of carvacrol (a) or (b) cisplatin at various concentrations. Then the 

cell growth was evaluated by using the MTT assay as described in the 

methods section. Data are the mean of triplicate measurements ± S.D. 

 

induced a clear proliferative effect on the cell growth (+ 140%). The 

cell morphology of P815 in the absence or the presence of carvacrol 

at low concentrations showed no significant difference except that 

the number of cells became higher (Figure 2 a,c). However, when 

carvacrol was used at cytotoxic concentrations, the treated cells after 

48 h of exposure showed typical morphology of death cell via apop-

totic phenomenon (Figure 2b). 

Paralleled, alteration of intracellular ALP activity was measured for 

P815 cells. Cultures were grown in the presence or absence of vari-

ous concentrations of carvacrol and solubilised after 48h for the as-

say of ALP activity as indicated in methods section. As shown in 

Table I, the activity of ALP was enhanced significantly when the 

cells were treated by cisplatin (+ 165%). Conversely, carvacrol at 

high concentration (IC50) and lower concentration (IC50 /100) sub-

stantially reduced the expression of ALP activity by 68% and 60%, 

respectively. 

Table I. Effect of carvacrol on both P815 cell viability and intracel-

lular alkaline phosphatase activity.  

P815 cells (105/ml) were cultured in 6-well culture plates for 24 h. The 

cells were than treated with carvacrol at the indicated concentrations or 

with cisplatin (2 µM) for 48 h. The cells were collected, counted, 

washed with PBS. Than the solubilised extract was prepared and the 

enzyme activities were determined as described in the methods section. 

Data are the mean of triplicate measurements ± S.D. 

 

 Cisplatin 

(2 µM) 

Carvacrol 

(200 µM)    (2 µM) 

Cell number variation 

 (% of control) - 45 ± 9 - 59 ± 6 + 140 ± 5 

Alkaline phosphatase activity 

 (% of control) + 165 ± 12 - 68 ± 5 - 60 ± 7 

 

These results clearly indicate that the inhibition of P815 cell growth 

by carvacrol (at IC50) was not correlated to the high expression of 

ALP activity in response to the toxic effects. However, lower car-

vacrol concentration (2 µM) caused 1.4-fold increase in P815 cell 

number accompanied by a 60% decrease in ALP activity. The mean 

values of the cells growth and the ALP activity in carvacrol-treated 

cells were always significantly different from those of the untreated 

controls after 48 h incubation. 

 

 

(a) Control 

(b) High 

concentration 200 

µM (IC50) 

(c) Low  

concentration  

2 µM  (IC50/100) 

  
 

Figure 2 Effect of carvacrol at various concentration on P815 cell 

viability and morphology after 48 hours of incubation. Murine 

mastocytoma cell line (105 cells/ml) were incubated in 6-well culture 

plates in the presence of carvacrol at high concentration 200 µM (b) and 

low concentration 2 µM (c). After 48 h, the morphology of the cells was 

examined using a light microscope. The results represent a typical 

experiment. 

 

 

Regarding the fact that carvacrol did not show any significant direct 

inhibitory effect on the ALP activity (result not shown), we investi-
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gated the intracellular ALP activity behaves after carvacrol-treated in 

paralleled to the growth factor PWM-treated P815 cells. As shown in 

Figure 3, the single dose treatment of the P815 cells with carvacrol 

(2 µM) or PWM (50 µg/ml) [37] increased significantly the cell 

number up to an average of 150% when compared to the untreated 

cells, while the total solubilised ALP activity of treated cells de-

creased by 57% and 27%, respectively. But elevation of carvacrol 

concentration to 200 µM (IC50) reduced significantly the cell growth 

by 60% (Figure 3), and the growth was further reduced by higher 

concentrations compared to the control cells (not shown). At this 

inhibitory carvacrol concentration, the intracellular ALP activity was 

also reduced by 68%, indicating that the inhibition of cell growth by 

carvacrol do not seem to involve ALP activity as observed for many 

cytotoxic agents [27,28]. However, the intracellular ALP activity 

behaved differently when the cells were treated by 5 µM of cisplatin 

(positive control). As shown in (Figure 3), the intracellular ALP ac-

tivity enhanced to 250% in P815 cells with a concomitant high de-

creased cell number (-65%) under the effect of cisplatin. 

 

 

 

Figure 3 Effect of carvacrol and pokeweed mitogen on P815 cell 

growth and intracellular alkaline phosphatase activity.  P815 cells 

(105/ml) were cultured in 6-well culture plates for 24 h. The cells were 

than exposed to carvacrol, pokeweed growth factor or cisplatin at the 

indicated concentrations for 48 h. The cells were collected, counted and 

washed with PBS. Than the ALP activity was determined in the TX-100 

solubilised fraction as described in the methods section. Data are the 

mean of triplicate measurements ± S.D. 

 

Temperature effect on alkaline phosphatase expressed in P815 

cells 

In order to find out the relationship between a specific isoenzymes 

ALP expression or repression and their probable involvement on cell 

growth, several biochemical methods, including thermo-stability of 

the enzyme were used to differentiate the various isoenzymes of ALP 

[27]. As shown in Figure 4, the ALP activities from carvacrol-treated 

as well as PWM-treated and untreated P815 cells progressively inac-

tivated when the solubilised enzyme fraction was pre-incubated at 

56°C, reaching more than 85% loss of the enzyme activity after 40 

min of pre-incubation.  

 

Figure 4 Effect of heating time on solubilised alkaline phosphatase 

activity in the treated and untreated P815 cells. P815 cells (105/ml) 

were cultured in 6-well culture plates for 48 h in the absence or presence 

of carvacrol at high concentration 200 µM and low concentration 2 µM, 

pokeweed growth factor (50 µg/ml) or cisplatin (5 µM). The solubilised 

cells free extracts were prepared from both control and treated cells. 

Then the thermo-stability of ALP of each pre-incubated sample (20 µl) at 

56°C was assayed for the enzyme activities as described in the methods 

section. All data are the mean of triplicate measurements ± S.D. 

These results highly suggest that the majority of ALP from P815 

cells behaves more like the thermo-sensitive instable form or intesti-

nal-like form. It seems clearly that both carvacrol, at least at lower 

concentration, and growth factor PWM have similar effect, regarding 

their inhibitory effects on intracellular ALP activity which is associ-

ated with increasing P815 cell growth and the thermo-sensitivity 

profile of ALP activity when we compared the inactivation rate of 

the enzyme activity loss at 56°C. However, in cisplatin-treated cells, 

an abnormal proportion of heat stable ALP form was expressed when 

compared with untreated cells (Figure 4). Indeed, The ALP activity 

was reduced gradually with increasing time of heat inactivation at 

56°C, reaching a plateau after 10 min treatment, indicating the pres-

ence of at least two different isoenzymes in the solubilised cells, one 

heat-labile representing 60% of total ALP activity and the other more 

heat stable (40% of total ALP activity). The inactivation rate con-

stant, for carvacrol-treated, PWM-treated, cisplatin-treated and un-

Control 200 µM      2 µM  50µg/ml        5 µM 

    (IC50)            (IC50/100)  Pokeweed        Cisplatin 
 

           Carvacrol   
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treated P815 cells, was found to be 0,175, 0,174, 0,087 and 0,175 

min-1, respectively. This may emphasise that the enhancement 

growth of P815 cells induced by both carvacrol and PWM could 

mainly due to the repression of labile ALP form, pointing out the 

possible interest role of thermo-sensitive instable ALP isoenzyme in 

P815 growth cells. By contrast, the proportion of the ALP heat stable 

form was become higher in cisplatin treated cells than those in un-

treated or carvacrol- and PWM-treated cells. Therefore, the abnormal 

increasing proportion of thermo-stable ALP isoenzyme was thought 

to be resulting from stress reaction. 

 
Effect of carvacrol on PBMC growth. 

PBMC were obtained from human blood as described previously 

[32]. The cells were exposed to various carvacrol concentrations and 

the percentage cell viability after 48 h incubation was monitored by 

MTT test as described in methods section. As shown in Figure 5, 

biphasic effect of carvacrol on PBMC growth cells was also ob-

tained. Carvacrol at high concentrations around IC50 concentrations 

(1500 µM) caused a significant inhibition of the PBMC cell growth 

by 55%, and the inhibition growth was reduced progressively by 

lower carvacrol concentrations, reaching control level (100%) at 

around 500 µM. But lower carvacrol concentrations from 4 µM to 

250 µM enhanced cell growth by as much as 146%. Furthermore, the 

anti-proliferative effect of carvacrol was shifted toward the higher 

concentrations when compared to that found for P815 cells under the 

same conditions (not shown) as observed previously [16]. Indeed, 

the dose inducing a slight human PBMC proliferation (250 µM) ex-

hibited a high cytotoxic effect on tumour P815 cell line. Paralleled, a 

dose-dependent decrease in intracellular ALP activity was also ob-

tained with increasing concentration of carvacrol, reaching -70% at 

2000 µM (Figure 5). These results also suggest that carvacrol could 

be involved in inducing both proliferative and anti-proliferative of 

lymphocyte since PBMC are composed with 80% lymphocytes and 

20% monocytes. Regarding the pattern inhibition profile of carvacrol 

on P815 cancer cells and PBMC growth, it seems clearly that car-

vacrol exerts differential effects depending to its concentration in the 

medi-

um.

 

 
Figure 5 Effect of carvacrol on both cell growth and intracellular 

alkaline phosphatase activities in PBMC. P815 cells (105/ml) were 

cultured in 96-well culture plates for 48 h in the absence or presence of 

carvacrol at various concentrations. Then the cell growth and the intra-

cellular ALP activities were measured by using the MTT assay and ALP 

assay, respectively, as described in the methods section. Data are the mean of 

triplicate measurements ± S.D. 

 

4. DISCUSSION 

The natural isopropyl cresol, carvacrol, which is the main component 

of thyme, oregano and pepperwort essential oils, is known to pene-

trate deeply into most tissues [38] and is credited with a series of 

pharmacological [1-11]. It has been reported that carvacrol showed 

an anti-cancer effect mainly by inducing apoptosis phenomenon 

[12,13,17,20]. However, the effect and the mechanism by which 

carvacrol induce cell proliferation in P815 cancer cells as well as 

PBMC have not been investigated. Hence, in this study, we first in-

vestigate the effect of pure carvacrol on the growth pattern of P815 

cancer cells and the intracellular ALP expression. We demonstrate 

clearly that carvacrol, at low concentration (IC50/100), reduces sig-

nificantly the intracellular ALP activities with a concomitant increase 

in the P815 cell number up to +160%. More interestingly, the stimu-

lation of P815 cell growth by carvacrol at lower concentration was 

similar to that of PWM and these proliferative effects seem to be 

correlated to the repression of intracellular ALP activity, pointing out 

the major role of ALP in cell biology. The proliferative effects of 

PWM on cells were mediated via mitogens trigger signal transduc-

tion pathways, in which mitogen-activated protein kinase (MAPK) is 

involved, leading to mitosis. Although, the coupling mechanism ob-

served here between proliferation effect and repression of ALP activ-

ity is not know, our result highly suggest a regulatory role of car-

https://en.wikipedia.org/wiki/Signal_transduction
https://en.wikipedia.org/wiki/Signal_transduction
https://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
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vacrol as well as that of PWM on the intracellular ALP activity. As a 

result, the growth effect of carvacrol on P815 cells may be through 

transduction signal, at least at lower concentrations. Conversely, 

using carvacrol at cytotoxic concentration, 200 µM, reduced signifi-

cantly the cell growth by 60% as well as the intracellular ALP activi-

ty by 68%, indicating that the inhibition of P815 cell growth by car-

vacrol do not seem to involve ALP activity as usually observed for 

many cytotoxic [27,28,39]. Furthermore carvacrol, at high concen-

tration (IC50), is capable of reducing the proliferation rate of P815, 

arresting the cells at S phase of the cycle and underwent apoptosis 

(result not shown), confirming the previously finding [17]. The pre-

sent result shows clearly that carvacrol exerts multiple effects on 

P815 cancer cells in vitro, and these opposite actions depend on car-

vacrol concentrations. Lower carvacrol concentration (2 µM) stimu-

lates cell proliferation and decrease ALP activity. Higher carvacrol 

concentration (200 µM) inhibits cell growth and also decreases ALP 

activity. Biphasic hormone effects on ALP activity in osteoblastic 

osteosarcoma cells has been reported previously and both inhibitory 

and stimulatory effects on ALP activity are associated with opposite 

effects on cell growth [40]. 

The intracellular ALP activity behaved differently when the P815 

cells were treated by cisplatin (positive control), showing an enor-

mous enhancement of intracellular ALP activity up to 250% (Figure 

3) with a concomitant high decreasing cell number (- 65%). This 

result is in full agreement with the literature data concerning the 

induction of ALP expression correlates well with the growth inhibi-

tion pattern of MCF-7 under the influence of different cytotoxic 

agents such as retoic acid (RA), dexamethason (Dex) and 3-HK 

[27,28]. Interestingly, the proportion of the ALP heat stable form was 

become higher in cisplatin treated cells than those in untreated or 

carvacrol- and pokeweed-treated P815 cells (Figure 4). The abnor-

mal increasing proportion of thermo-stable ALP isoenzyme was 

thought to be resulting from P815 cell stress reaction and in that re-

gard, these criteria could be used as diagnostic tools for following 

the efficiency medical treatment of specific or general cancer cases. 

Therefore, our findings highly suggest that the repression of ALP 

activity by carvacrol, particularly the heat-labile form, could be re-

sponsible for the proliferative activity of P815 cancer cells. Howev-

er, the anti-proliferative effect of higher carvacrol concentrations 

could be mediated via apoptosis process as reported previously [17] 

and confirmed in the present work. 

The liver, bone, kidney-type alkaline phosphatase (L/B/K-ALP) is 

the product of one of the ALP genes, which contain two leader ex-

ons, 1A and 1B, and produce two alternatively spliced mRNAs, dif-

fering only in their 5’ untranslated region [41]. In general, the ex-

pression of the two mRNAs is mutually exclusive in the various tis-

sues and cell lines so far investigated. The factors involved in the 

tissue-specific expression, as well as the possible endogenous and 

exogenous regulators of the levels of two transcripts, are not yet 

clearly established. It would be of great interest to know whether 

forms of alkaline phosphatase repressed by carvacrol represent novel 

or already described molecular species. 

Biphasic effect of carvacrol on PBMC growth cells was also ob-

tained (Figure 5), suggesting that carvacrol could be involved in 

inducing both proliferative and anti-proliferative of lymphocyte 

cells. Regarding the pattern inhibition profile of carvacrol on P815 

and PBMC cell growth, it seems clearly that carvacrol exerts differ-

ential effects depending to its concentrations in the medium.  

Dietary supplementation with thyme oil maintained significantly 

higher superoxide dismutase and glutathione peroxidase activities 

and total antioxidant status [2, 42]. Furthermore, it has been reported 

previously that non toxic concentrations of thyme extract are capable 

to reduce considerably the DNA-damage with the possibility of en-

hancement of error-free DNA repair [43]. The thyme extract has also 

been shown to induce a considerable stimulation of leucopoiesis, 

provoke an elevation of the thrombocyte count in the blood [44] and 

active proliferation of pulpal fibroblast [45]. Her, we observed a 

significant increase in the number of murine mastocytoma cell line 

(P815) as well as human PBMC cultured in vitro in the presence of 

carvacrol at low concentrations and such effects can lead to the can-

cer improvement. Besides, essential oils are becoming increasingly 

popular as naturally occurring bioactive agents [Durson N 2003] 

[46], particularly the thyme’s essential oil in which carvacrol consti-

tute one of its major component. Regarding the fact that essential oil 

can be used as aroma additives in food, pharmaceuticals and cosmet-

ics, the results found out in the present work highly suggest that the 

cancer patients should avoid using the essential oil containing car-

vacrol. In that regard, quick and intensively research should be mind 

to clarify this critical situation in using essential oil carvacrol. 

 

5. CONCLUSION  

In the present study, we found out that carvacrol has a biphasic effect 

on PBMC and tumour P815 cell growth depending to its concentra-
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tions in the medium. At higher concentrations, carvacrol appears to 

have an anti-proliferative effect resulting in inhibition of cell growth. 

However, at low concentrations, carvacrol appears to have growth 

factor-like effects by stimulating the growth of P815 cancer cells as 

well as PBMC. Furthermore, this stimulation of cell proliferation 

seems to be correlated to the negative modulation of alkaline phos-

phatase by carvacrol. 

 

Acknowledgements 

The authors thank Prof. Geneviève le Lemaire (University of Paris 

XI, Orsay, France) for her gift of the P815 cell line 

 

REFERENCES. 

 

1. De Vincenzi M, Stammati A, De Vincenzi A, Silano M : Con-

stituents of aramatic plants : carvacrol. Fitoterapia 2004, 

75 : 801-804. 

2. Youdim K A, Deans SG. Effect of thyme oil and thymol die-

tary supplementation on the antioxidant status and fatty 

acid composition of the ageing rat brain. Br J Nutr 2000, 83: 

87-93. 

3. Suganthi RU, Manpal S: Biological and pharmcological of 

actions carvacrol and its effects on poultry: an updated re-

view. Word Journal of Phamacy and Pharmaceutical Sciences 

2013, 2(5): 3581-3595. 

4. Lattaoui N, Tantaoui-Elaraki A: Comparative kinetics of mi-

crobial destruction by essential oils of Thymus broussonetti, 

Thymus zygist and Thymus satureioides. J Essen oil Res 

1994, 6: 165-171. 

5. Juven BJ, Kanner J,Schved F, Weisslowicz H. Factors that 

interact with the antibacterial action of thyme essential oil 

and its active constituents. J Appl Bacteriol 1994, 76: 626-

631. 

6. Tabak M, Armon R, Potasman I: In vitro inhibition of Helico-

bacter pylori by extracts of thyme. J Appl Bacteriol 1996, 80: 

667-672. 

7. El-maraghi SS: Effect of some spices as preventatives for 

storage of lentil (Lens esculenta L.) seeds. Folia Microbio 

1995, 40: 490-492. 

8. Daferera DJ, Ziogas BN, Polissiou MG: GC-MS analysis of 

essential oils from some Greek aromatic plants and their 

fungitoxicity on Penicillium digitatum. J Agric Food Chem 

2000, 48: 2576-2581. 

9. Baser KH: Biological and pharmacological activities of car-

vacrol and carvacrol bearing essential oils. Curr Pharm Des 

2008, 14: 3106-3119. 

10. Sokmen M, Serkedjieva J, Daferera D, Gulluce M, Polissiou 

M, Tepe B, Akpulat HA, Sahin F, Sokmen A: In vitro antioxi-

dant, antimicrobial, and antiviral activities of the essential 

oil and various extracts from herbal parts and callus cul-

tures of Origanum Acutidents: J. Agric. Food Chem 2004, 

52: 3309-3312. 

11. Suntres ZE, Coccimiglio J, and Alipou M: The bioactivity and 

toxicological actions of carvacrol. Critical Reviews in Food 

Science and Nutrition 2015, 55 (3): 304-318. 

12. Koparal AT, Zeytinoglu, M: Effects of carvacrol on a humain 

Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC) cell line, A549. Cy-

totechnology 2003, 43: 149-154. 

13. Yin QH, Yan FX, Zu XY, Wu YH, Wu XP, Liao MC, Deng 

SW, Yin LL, Zhuang YZ: Anti-proliferative and pro-

apoptotic effect of carvacrol on human hepatocellular car-

cinoma cell line HepG-2. Cytotechnology 2011, 64(1):43-51. 

14. Arunasree KM: Anti-proliferative effects of carvacrol on a 

human metastatic breast cancer cell line, MDA-MB 231. 

Phytomed.  Int J Phytother Phytopharm 2010, 17: 581-588. 

15. Horvathova E, Turcaniova V, Slamenova D: Comparative 

study of DNA-damaging and DNA-protective effects of se-

lected components of essential plant oils in human leukemic 

cells K562. Neoplasma 2007, 54: 478-483. 

16. Ait M’Barek L, Ait Mouse H, Jaafari A, Aboufatima R, Ben-

harref A, Kamal M, Benard J, Elabbadi N, Bensalah M, Gam-

ouh A, Chait A, Dalal A and Zyad A: Cytotoxic effect of es-

sential oil of thyme (Thymus broussonettii) on the IGR-

OV1 tumor cells resistant to chemotherapy. Brazilian Jour-

nal of Medical and Biological Research 2007, 40: 1537-1544. 

17. Jaafari A, Ait Mouse H, Ait M’Barek L, Tilaoui M, Elhansali 

M, Lepoivre M, Aboufatima R, Melhaoui A, Chat A, Zyad A: 

Differential antitumor effect of essential oils and their ma-

jor components of Thymus broussonettii: relationship to cell 

cycle and apoptosis induction. Herba polonica 2009, 55: 36-

50. 

18. Khan N, Afaq F, Mukhtar H. Apoptosis by dietary factors: 

the suicide solution for delaying cancer growth. Carcinogen-

esis 2007, 28: 233-239. 

19. Yun Luo, Wu JY, Lu MH, Shi Z, Na N, Di JM. Carvacrol Al-

leviates Prostate Cancer Cell Proliferation, Migration, And 

Invasion through Regulation of PI3K/Akt and MAPK Sig-

naling Pathways. Oxidative Medicine and Cellular Longevity 

2016, 5: 1-11. 

20. Elango B, Natarajan S, Dornadula S, Kannan K, Sivanesan SD, 

Palanheisamy R, Kunka M R: Carvacrol induced mitochon-

dria-mediated apoptosis in HL-60 promyelocytic and 



 

9  

Jurkat T lymphoma cells. European Journal of Pharmacolo-

gy 2016, 772: 92-98. 

21. Tsai LC, Hung MW, Cn UH, Su WC, Chang GG, Chang TC. 

Expression and regulation of alkaline phosphatases in hu-

man breast cancer MCF-7 cells. Eur J Biochem 2000, 267: 

1330-1339. 

22. Ng KW, Manji SS, Young MF, Findlay DM: Opposing influ-

ences of glucocorticoid and retinoic acid on transcriptional 

control in preosteoblasts. Molecular Endocrinology 1989, 3: 

2079-2085. 

23. Lorenzo DD, Albertini A, Zava D: Progesterone regulation of 

alkaline phosphatase in the human breast cancer cell line 

T47D. Cancer Res 1991, 51: 4470-4475. 

24. Scheibe RJ, Moeller-Runge I, Muller WH: Retinoic acid in-

duces the expression of alkaline phosphatase in P19 terato-

carcinoma cells. J Biol Chem 1991, 266: 21300-21305. 

25. Bao R, Selvakumaran M, Hamilton TC: Use of a surrogate 

marker (human secreted alkaline phosphatase) to monitor 

in vivo tumor growth and anticancer drug efficacy in ovar-

ian cancer xenografts. Gynecologic Oncology 2000, 78: 373-

379 

26. Calhau C, Martel F, Hipolito-Reis C, Azevedo I: Effect of P-

glycoprotein modulators on alkaline phosphatase activity in 

cultured rat hepatocytes. Cellular Physiology and Biochem-

istry 2000, 10: 195-202. 

27. Chang TC, Wang JK, Hung MW, Chen UH, Chiao CH, Tsai 

LC, Chang GG: Regulation of the expression of alkaline 

phosphatase in a human breast cancer cell line. Biochem J 

1994, 303: 199-205. 

28. Sadeghirizi A,Yazdanparast R: Plasma membrane homing of 

tissue nonspecific alkaline phosphatase under the influence 

of 3-hydrogenkwadaphnin, an antiproliferative agent from 

Dendrostellera lessertii. Acta Biochimica Polonia 2007, 54: 

323-329. 

29. Chang GG, Shiao MS, Lee KR, Wu JJ: Modification of hu-

man placental alkaline phosphatase by periodate-oxidized 

1, N6-ethanoadenosine monophosphate. Biochemical Journal 

1990, 272: 683-690. 

30.  Alon BA, Zion H, Herzel BH, Magda O, Ram D: Elevated 

serum alkaline phosphatase may enable early diagnosis of 

ovarian cancer. European Journal of Obstetrics & Gynecology 

and Reproductive Biology 1999, 86: 69-71. 

31. Rao SR, Snaith AE, Marino D, Cheng X, Lwin ST, Orriss IR, 

Hamdy FC, Edwards CM: Tumour-derived alkaline phos-

phates regulates tumour growth, epithelial plasticity and 

disease-free survival in metastatic prostate cancer. British 

Journal of Cancer 2017, 116: 227-236. 

32. Fuss IJ, Kanof ME, Smith PD, and Zola H: Isolation of whole 

Mononuclear cells from Peripheral Blood and Cord Blood. 

Current Protocols in Immunology 2009, 7.1.1-7.1.8 

33. Plumb JA, Milroy R, Kaye SB: Effects of pH Dependence of 

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium Bro-

mide-Formazan Absorption on Chemosensitivity Deter-

mined by a Novel Tetrazolium-based Assay. Cancer Re-

search 1989, 49: 4435-4440. 

34. Koyama I, Sakagishi Y, Komoda T: Different lectin affinities 

in rat alkaline phosphatase isoenzymes: multiple forms of 

iso-enzymes isolated by heterogeneities of sugar moieties. J 

Chromatogr1986, 374: 51-59. 

35. Ravi A, Alvala M, Sama V, Kalle AM, Irlapati VK, Reddy 

BM: Anticancer activity of Pupalia lappacea on chronic 

myeloid leukemia K562 cells. DARU Journal of Pharmaceuti-

cal Sciences 2012, 20: 86. 

36. Su WC, Chang SL, Chen TY, Chen JS, Tsao CJ: Comparison 

of In Vitro Growth-inhibitory Activity of Carboplatin and 

Cisplatin on Leukemic Cells and Hematopoietic Progeni-

tors: the Myelosuppressive Activity of Carboplatin May Be 

Greater Than Its Antileukemic Effect. Jpn J Clin Oncol 

2000, 30: 562-567. 

37. De Vries E, Lafeber GJM, Van Der Weij JP, Van Buijsen AC, 

Leijh PCJ, Cats A: Pokeweed-mitogen induced lymphocyte 

proliferation: the effect of stimulation on mononuclear 

phagocytic cells. Immunology 1980, 40: 177-182. 

38. Andersen A: Final report on the safety assessment of sodium 

p-chloro-m-cresol, p-chloro-m-cresol, chlorothymol, mixed 

cresols, m-cresol, o-cresol, p-cresol, isopropyl cresols, thy-

mol, o-cymen-5-ol, and carvacrol. International Journal of 

Toxicology 2006, 25 (suppl 1): 29-127. 

39. Sadeghi H.,Yazdanparast R: Effect of Dendrostellera lessertii 

on the intracellular alkaline phosphatase activity of four 

human cancer cell lines. Journal of Ethnopharmacology 2003, 

86: 11-14. 

40. Majeska RJ and Rodan GA: The Effect of 1,25(OH)2D3 on 

Alkaline Phosphatase in Osteoblastic Osteosarcoma Cells. 

The Journal of Biological Chemistry 1982, 257: 3362-3365. 

41. Gianni M, Terao M, Zozzani S, Garattini E: Retinoid acid and 

cyclic AMP synergically induce the expression of liv-

er/bone/kidney-type alkaline gene in L929 fibroblastic cells. 

Biochem J 1993, 296: 67-77. 

42. Tsai PJ, Tsai TH, Yu CH, HO SC: Evaluation of NO-

suppressing activity of several Mediterranean culinary 

spices. Food Chem Toxicol 2007, 45: 440-447. 

43. Vukovic-Gacic B, Simic D: Identification of natural antimu-

tagens with modulating effects on DNA repair. Basic Life 

Sci 1993, 61: 269-277. 



 

10  

44. Von Ardenne M., Reitnauer PG: The elevation of the leuco-

cyte and thrombocyte counts produced by a thyme extract 

in the peripheral blood as compared to that caused by 2-

cyanoethylurea. Pharmazie 1981, 36: 703-705. 

45. Tsukamoto Y, Fukutani S, Takeuchi S, Okamoto T, Mori M: 

Some phenolic compounds stimulate the proliferation of 

human pulpal fibroblasts. Japanese journal of oral biology 

1989, 31: 357-362. 

46. Dursun N, Liman N, Ozyazgan I, Gunes I, Saraymen R: Role 

of thymus oil in bum wound healing. J Bum Care Rehabil 

2003, 24: 395-399. 

 

 

 



 

 

 

 

 

120 

 

5.3. Nouvelle méthode d’évaluation in vitro de l’effet cytotoxique des extraits et 

drogues sur les cellules cancéreuses et bactériennes : Méthode rapide, efficace et 

moins chère que celle préconisée actuellement (test MTT). 

 

 

 

Rapid and simple chemosensitivity assay for both adherent and non adherent cancer cell lines 

 by using 2-6 DiChloroPhénol-IndoPhénol (DCPIP) 

 

(Article soumis, voir ci dessous) 

(Communications orales et par affiches, voir ci-après) 
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Plusieurs méthodes ont pu être développées pour l’évaluation de la cytotoxicité in vitro, 

dont certaines sont applicables sur les cellules adhérentes et non adhérentes. Cependant 

aucune n’est universelle. De plus, sur les mêmes lignées tumorales, différentes méthodes 

d’évaluation de la cytotoxicité in vitro peuvent donner des résultats différents [1]. D’autres 

méthodes d’évaluation de la viabilité cellulaire ou tests de dénombrement des cellules sont 

également utilisés :  

- L'absorption du rouge neutre (NRU, neutral red uptake assay), repose sur l'accumulation 

intracellulaire du colorant dans les lysosomes cellulaires par transport actif [2]. 

- Réduction de la résazurine (RES, resazurin reduction assay) en résorufine fluorescent se 

produit principalement dans les mitochondries et la quantité de résorufine générée peut 

donc être utilisée comme indicateur de l'activité métabolique [3]. 

- Le dosage de la sulforhodamine B (SRB) qui au contraire mesure la teneur total en 

protéines cellulaires et ne repose pas sur la fonctionnalité cellulaire. C’est la méthode 

adoptée par l'Institut National du Cancer (NCI) aux Etats-Unis dans son programme de 

criblage de composés potentiellement actifs [4-6]. 

 

Le test MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide] est devenu une 

référence pour la détermination de la viabilité et la prolifération cellulaire depuis son adoption par 

l’Institue Nationale de Cancer dans son programme de recherche de nouvelles drogues douées 

d’activité anti cancéreuse [7-9]. La méthode MTT est basée sur la conversion du tetrazolium en 

cristaux de formazan (forme insoluble) essentiellement par les déshydrogénases mitochondriales des 

cellules vivantes et non pas les cellules mortes [10,11]. Cependant, cette méthode présente un certain 

nombre d’inconvénients, comme l’élimination d’une partie du milieu de culture avant l’addition du 

réactif MTT, problème de linéarité, l’insolubilité du produit, ou encore le problème d’interférence 

métabolique. 

Etant donné que le test DCPIP (2-6 DiChloroPhénol-IndoPhénol), nouvellement développé 

dans le présent travail, est réalisé avec des cellules homogénéisées en présence du détergent 

TX-100, la décoloration (réduction) de DCPIP est corrélée au potentiel réducteur d’enzymes 

déshydrogénases, y compris la succinate déshydrogénase, et leur quantité. Pour valider ce 

teste DCPIP, nous avons utilisé des cellules cancéreuses adhérentes, lignée MCF7 (human 

breast cancer cell line) et lignée MDAmb468 (human triple-negative breast cancer cell line), 

et des cellules cancéreuses non adhérentes, lignée P815 (murine mastocytoma cell line). 
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L’inhibition de la croissance cellulaire (chimio sensibilité) in vitro a été déterminée par la 

méthode DCPIP en parallèle avec la méthode MTT. 

Cette nouvelle méthode d’évaluation de la cytotoxicité par le DCPIP donne les mêmes 

résultats que la méthode MTT, avec en plus des avantages indiscutables, à savoir :  

1- La mise en route est plus simple que le teste MTT; 

2- Il y a moins d’étapes à effectuer; 

3- Il n’y a aucun problème de solubilisation du produit de la réaction, rencontré lors du 

test MTT; 

4- Une très bonne corrélation entre la croissace cellulaire et l’absorption, comparable à 

celle déterminée par le test MTT; 

5- La méthode peut facilement être standardisée et automatisée, contrairement au test 

MTT (semi-automatique); 

6- Le produit utilisé est moins cher et donc à la porté de l’ensemble des chercheurs et 

notamment ceux des pays moins fortunés; 

7- Méthode applicable aux microorganismes, bactéries, levures, parasites etc. 
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ABSTRACT  

2-6 DiChloroPhénol-IndoPhénol assay (DCPIP assay) is an alternative method that we have 

developed to measure cancer cell viability. It is based on the conversion of colour DCPIP 

(oxidized form) by dehydrogenase enzymes into discoloured form (reduced form). To valid 

DCPIP assay, the adherent MCF-7 and MDA-mb 468 as well as the non adherent P815 cancer 

cell lines were used. When culture parameters and reaction mixture were carefully controlled, 

the discoloration of DCPIP was proportional to the number of cancer cells. It can be used 

from a wide range of cancer cells from 10
4
 to 10

6
 per ml. The cytotoxicity assessment was 

carried out by using DCPIP assay in comparison to the most used MTT assay. The antitumor 

effects (IC50) obtained with cisplatin and carvacrol using DCPIP assay were very similar to 

those obtained with MTT assay. The use of DCPIP assay for in vitro anticancer drug 

screening is a good alternative to the MTT method. The major advantage of using DCPIP was 

it avoids the formazan crystal solubilisation steps, no interference with cellular metabolism, 

no washing steps are required, very inexpensive and easy to mike up. 

Key words: MCF-7 cells, P815 cells, MDAmb468 cells, MTT assay, DCPIP assay, cell viability. 
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1. Introduction 

In vitro screening of anti-tumoral drugs or for determining the susceptibility of cancer cells 

to drugs constitutes one of the major steps in the possible development of novel potential 

drugs. There are a number of chemosensitivity assays suitable for use in vitro, few are 

applicable to all cell types, and there is no universally accepted assay.  

The MTT assay which measures the ability of live but not dead cells to reduce MTT-

formazan product, has been stimulated following the adoption of such an assay by the 

National Cancer Institute for use in its drug screening program (Carmichael et al., 1987; Alley 

et al., 1988). As indirect method, MTT assay had been developed based on conversion of 

yellow MTT substrate into dark blue formazan (Mosmann et al., 1983; Berridge and Tan, 

1993). The blue formazan that formed is proportional to cell viability. In practical, removing 

the supernatant medium from cultured cells it’s quit hazardous, particularly when the assay is 

used to evaluate drug sensitivity on non adherent cancer cell lines. Furthermore, many 

attempts to use the assay have failed to demonstrate a linear relationship between MTT-

formazan product and cell number at high cell densities (Carmichael et al., 1987; Mosmann et 

al., 1983; Cole et al., 1986). This is particularly important, since the highest cell numbers 

occur in the control, untreated cells, and these are used to determine the parameters of 

sensitivity to the cytotoxic drug. The disadvantage of MTT assay is incompletely soluble 

formazan crystal in culture media so that solvent addition is needed to dissolve it. Recently it 

was proposed that SDS 0.01M HCl was the best formazan solvent for MTT assay 

(Septisetyani et al., 2014). Furthermore, interference between MTT assay and all the 

glycolysis inhibitors tested was observed (Ganapathy et al., 2010; Alet van Tonder et al., 

2015) and in that regard, any chemosensitivity assays to be used to assess new potential drugs 

or combinations should be assessed for potential interference by compounds and suitability 

determined before starting the evaluation. 
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The use of DCPIP assay proposed in the present work is a good alternative and/or 

complementary to the method of MTT assay. Indeed, there is no dependence of the DCPIP 

assay on cell metabolic function which can influence results as reported for MTT assay 

(Ganapathy and Morgan, 2010; Alet van Tonder et al., 2015). As the DCPIP assay is carried 

out with homogenised cells, the discoloration (reduction) of DCPIP was correlated to both the 

reductive potential of dehydrogenase enzymes, including succinate dehydrogenase (SDH), 

and their quantity. To valid DCPIP assay, the adherent MCF-7 and MDAmb 468, and the non 

adherent P815 cancer cell lines were used and chemosensitivity assays were carried out by 

using DCPIP assay in paralleled to MTT assay. Here, we describe a rapid, inexpensive and 

simple chemosensitivity assay that gives results closely similar to those obtained by MTT 

assay, which can be used for both adherent and non adherent cancer cell lines. 

 

2. Materials and methods 

 

2.1. Materials 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT), 2-6 

dichlorophénol-indophénol and penicillin-neomycin, trypsin/EDTA were purchased from 

Sigma Chemical Co., Saint Quentin, France. The non adherent murine mastocytoma cell line 

(P815) was kindly provided by Prof. Michel LEPOIVRE (University of Paris Sud, Orsay, 

France). The adherent human breast cancer cell line (MCF7) and human triple-negative breast 

cancer cell line (MDA-mb 468) were kindly provided by Dr Thierry DUBOIS (Curie 

Institute, Paris, France) 

2.2. Cell culture lines 

Cell lines were routinely cultured in complete medium RPMI 1640 supplemented with 

10% fetal bovine serum (Gibco BRL, Cergy Pontoise, France), 1% penicillin-neomycin and 
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2% L-glutamine (complete medium). Cells were cultured in culture flasks in a humidified 

incubator at 37 °C with 5% CO2. The adherent cells were harvested by trypsinizing the cell 

with 0.05% trypsin/EDTA and incubated at 37 °C for 5 min to obtain the complete cell 

detachment. The cell suspension was centrifuged at 300 rpm for 5 min and the cell pellets 

were re-suspended with complete medium. The cell viability and their morphology were 

examined by optic microscopy and then after le cell number were quantified by using 

Malassez lame for each experiment. 

2.3. Determination of the optimal DCPIP concentration 

2-6 DiChloroPhénol-IndoPhénol (DCPIP) concentration (25µg/ml) was dissolved in 

phosphate buffer (200 mM, pH 6.8), containing 10 mM succinate and TX-100 (3%) buffer A. 

In few row, 100 µl of dissolved DCPIP were mixed with 200 µl of RPMI (complete medium), 

only used to blank the plate reader, and the absorption was determined at wavelength 600 nm. 

The colourless DCPIP (reduced form) produced by mainly deshydrogenase enzymes was 

obtained by incubating TX-100 solubilised cells in the presence of the bleu dye DCPIP for 3 h 

at 37°C. The degree of discoloration indicates the ability of intracellular deshydrogenase 

enzymes, mainly the succinate deshydrogenase (SDH), to reduce the water-soluble bleu dye 

(DCPIP) to colourless water soluble form. The overload of DCPIP in the reaction mixture 

should be avoided. In that regard, cells were plated out in 100 µl of complete medium at 

concentration of 5 x 10
4
 cells per flat-bottomed 96-well microtiter plates (Bioster, Bastia di 

Rovolon, Italy). Plates containing adherent cells were first incubated for 24 h at 37°C in an 

atmosphere of 5% CO2, contrary to the non adherent cells which can be used directly without 

pre-incubation period. DCPIP (from 2.5 µM to 15 µM) was dissolved in buffer A and 100 µl 

were added to each well and the plates were scanned at 600 nm using multi-scan apparatus 

before a further 3h incubation at 37°C. The start absorption maxima must be below 1 unit of 
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optical density (DO) even at highest DCPIP concentrations. The reduction of DCPIP by 

metabolically active enzymes was expressed as DO variation (ΔDOλ600nm) for each well. 

 

2.4. Interference 

Potential interference for each drug inhibitors was checked by diluting the assay dye 

DCPIP (25 µg/ml) as required in buffer A. Than 100 µl of dissolved DCPIP were mixed with 

200 µl of RPMI (complete medium) containing drugs in 96-well micro-titre plate wells. The 

initial absorption reading of approximately 1 was obtained. After an incubation period of 3 h, 

the absorption was determined by spectrophotometer. 

 

2.5. Relationship between the discoloration of DCPIP and cell number. 

Non adherent cells were adjusted to 1.5 x 10
6
 cells per ml and various volumes of this 

suspension (10 to 200 µl) were plated out in triplicate 96-well microtiter plates in final 

volume of 200 µl. Then 100 µl of DCPIP solution (buffer A) were added and the plate was 

incubated for 3 h at 37°C in an atmosphere of 5% CO2 in air. Few rows which contained 

complete medium and DCPIP but not cells, were used to blank the plate reader. The reduction 

of DCPIP, expressed as ΔDOλ600nm for each well, by metabolically active enzymes was 

quantified by scanning the plates at 600 nm using multi-scan apparatus.  

 

2.6.  Cellular chemosensitivity measurement 

The methyl-thiazol-tetrazolium (MTT) test was used as control positive in parallel to 

DCPIP test to determine the effect of the cisplalin on the growth of non adherent P815 cell 

line as well as on the adherent MDA mb-468 and MCF 7 cell lines. 

MTT assay (Septisetyani et al., 2014): briefly, adherent cells were plated out in 100 µl of 

complete medium at a concentration of 10
4
cells per ml and allowed to attach and grow for 24 



7 
 

h. 100 µl of medium containing cisplatin or carvacrol at appropriate concentrations were then 

added to the cell culture. After 48 h incubation in a humidified atmosphere at 37°C, 5% CO2, 

100 µl of medium was carefully removed from each well and replaced with 20 µl MTT 

solution (5 mg/ml PBS). After 4 h incubation under the same conditions, the cleavage of MTT 

to formazan by metabolically active cells was quantified by scanning the plates at 540 and 

630 nm using multi-scan apparatus. The means of three independent assays was determined to 

analyze the effect of drug on P815 cell growth. The growth inhibition rate was evaluated as 

percentage of parallel negative controls as follows: [(Acontrol – Aexperiment)/Acontrol)] x 100. For 

the non adherent cell line, 100 µl of cultured cells (5 x 10
4
 cells per ml) were plated out in 

flat-bottomed 96-well micro-titre plates. 100 µl of medium containing cisplatin, or carvacrol, 

at appropriate concentrations were then added immediately and plates were incubated for 48 

h. Then, 100 µl of medium was carefully removed from each well and replaced with 20 µl 

MTT solution (5 mg/ml PBS). After 4 h incubation under the same conditions, the cleavage of 

MTT to formazan by metabolically active cells was quantified by scanning the plates at 540 

and 630 nm using multi-scan apparatus.  

 

DCPIP assay: The adherent cells were plated out in 100 µl of complete medium at a 

concentration of 10
4
 cells per ml and allowed to attach and grow for 24 h. 100 µl of medium 

containing cisplatin, or carvacrol, at appropriate concentrations were then added to the cell 

culture. After 48 h incubation in a humidified atmosphere at 37°C, 5% CO2, 100 µl of DCPIP 

solution (buffer A) were added and kept at 37 °C for 3h. The reduction of DCPIP, expressed 

as ΔDOλ600nm for each well, by metabolically active enzymes was quantified by scanning the 

plates at 600 nm using multi-scan apparatus as described above. For the non adherent cell 

lines, 100 µl of cultured cells (5 x 10
4
 cells per ml) were plated out in flat-bottomed 96-well 

microtiter plates. 100 µl of medium containing cisplatin at appropriate concentrations were 

then added immediately and plates were incubated for 48 h. Then100 µl of DCPIP solution 
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(buffer A) were added and kept at 37 °C for 3h. The reduction of DCPIP, expressed as 

ΔDOλ600nm for each well, by metabolically active enzyme was quantified by scanning the 

plates at 600 nm using multi-scan apparatus as described above. The growth inhibition rate 

was evaluated as percentage of parallel negative controls as follows: 

[(ΔDOcontrol – ΔDOexperiment)/ΔDOcontrol] x 100 

  ΔDOcontrol= Abs (medium without cells)- Abs (medium with cells) 

  ΔDOexperiment= Abs (medium without cells)– Abs (medium with cells and drug) 
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3. Results 

Dehydrogenase enzymes through a series of artificial electron acceptors, such as the 

catalytic oxidation of succinate by DCPIP, and by colour change, this intermediate can be 

quantified by spectrophotometer. The DCPIP blue colour gradually fades to its reduced form, 

which is proportional to the dehydrogenase enzymes vitality, including SDH, can be used to 

estimate of surviving cell numbers. We have introduced Triton X-100 in order to break down 

the membrane structures and to solubilise dehydrogenase enzymes into homogenised reaction 

mixture. Furthermore, all preparations were made in phosphate buffer (200 mM; pH 6.8) to 

avoid any pH variation in the reaction mixture, which could influence DCPIP absorption. The 

initial DCPIP concentration used in the present study is always fixed at 25 µg/ml in order to 

maintain initial absorption (DOλ=600 nm) less than 1 unit. The results obtained from this typical 

cytotoxicity assays indicate that discoloration of DCPIP, which is inversely proportional to 

the inhibition of P815 cells, was gradually decreased by decreasing cisplatin concentrations in 

the medium (Fig. 1 a, b). In the same experiment, the MTT formazan produced by survival 

cells was increased as the concentration of cisplatin decreased (Fig. 1a). Furthermore, the 

DCPIP absorptions (DO) obtain after 3 h incubation were always significantly lower than 

those observed in the blank (without cells). Thus, the reduction of DCPIP, expressed as 

absorption variation (ΔDOλ600nm) for each well, by metabolically active enzymes was 

quantified by scanning the plates at 600 nm using multi-scan apparatus. There was no 

interference between drug inhibitors used, cisplatin and carvacrol, and the DCPIP dye in a cell 

free system (not shown). 
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Fig. 1. P815 cells (5 x 10
4
/ml) were cultured in 96-well culture plates for 48 h in the presence of cisplatin at 

various concentrations. Then the cell growth was evaluated by using the DCPIP assay (a,b), which showing 

discoloration of  DCPIP as the drug concentrations were decreased while MTT formazan product was increased  

(a). Data are the mean of triplicate measurements ± S.D. 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,5 3,12 6,25 12,5 25 50 100 200 400 800 1600 3200

D
O

λ6
00

 n
m

 

Cisplatin  ( µM ) x 10-2 

b 

a 

Discoloration of DCPIP by 

P815 cancer cells in the 

presence of High cisplatin 
concentrations 

Discoloration of DCPIP by 

P815 cancer cells in the 

presence of low cisplatin 
concentrations 

MTT-formazan product by 

P815 cancer cells in the 

presence of High cisplatin 
concentrations 

MTT-formazan product by 

P815 cancer cells in the 

presence of low cisplatin 
concentrations 

      MTT assay                    DCPIP assay 



11 
 

We then investigated the possibility of using DCPIP assay in the assessment of cancer cell 

growth inhibition by cisplatin (antitumoral drug), as well as carvacrol drug. To valid DCPIP 

assay, the adherent MCF-7 and MDA-mb 468, and the non adherent P815 cancer cell lines 

were used and chemosensitivity assays were carried out by using DCPIP assay in paralleled to 

MTT assay. 

3.1. Relationship between DCPIP discoloration and cell number.  

We first studied the effect of a number of cells on the discoloration of DCPIP. 

Regardless of cancer cell lines used, the variation of DCPIP discoloration increased linearly 

as the number of cells increased (from about 10
4
 to 10

6
 cells / ml). The relationship between 

DCPIP discoloration and cell number for the cell lines P815 is shown in Fig. 2. There is a 

linear relationship up to a cell number of about 10
6
 cells per ml. By using DCPIP 

discoloration as index, cell viability can be assessed over a wide range of cell levels, even at 

high level 10
6
 cells per ml. 

 

Fig. 2. Effect of cell number on the DCPIP discoloration. Cells (from 8 to 100 x 10
4 
cells/ml) 

were cultured in 96-well culture plates at 37°C for 3 h in the presence of DCPIP (25 

µg/ml)and then the DO was measured as described in methods section. Data are the mean of 

triplicate measurements ± S.D. 
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3.2. Cytotoxicity effect of cisplatin and carvacrol on adherent cancer cell lines (MCF7 and 

MDA-mb468). 

The DCPIP assay as well as MTT assay results showed that the dose dependence 

reduction in the viability of MCF 7 cells after 48 h incubation (Fig. 3a and b). The in vitro 

cytotoxicity effect (IC50) of cisplatin was determined to be 45 ± 3 µM and 95 ± 4 µM by using 

DCPIP assay and MTT assay, respectively (Fig. 3a). The cytotoxicity trend of cisplatin 

evaluated by DCPIP assay was significantly correlated to that found with the MTT assay at 48 

h incubation in the same conditions. Similarly, The IC50 of carvacrol on MCF 7 cancer cells 

(Fig. 3b) was determined to be 800 ± 20 µM and 1750 ± 30 µM by using DCPIP assay and 

MTT assay, respectively. 
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Fig. 3. Cytotoxicity effect of cisplatin (a) and carvacrol (b) on MCF 7 cell lines evaluated by 

DCPIP and MTT assays. Adherent MCF 7 cells were plated out in 100 µl of complete medium 

(10
4
 cells per ml) and allowed to attach and grow for 24 h in 96-well culture plates at 37°C. Then 

the cells were incubation for 48 h in the absence or presence of drugs at indicated concentrations. 

At the end, the cell viability was determined by DCPIP and MTT assays as described in the 

methods section .Data are the mean of triplicate measurements ± S.D. 

 

A similar relationship is also observed for the non adherentMDA-mb468 cell line (Fig. 4). 

Indeed, the inhibition of MDAmb468 cell growth was gradually increased as the drug 

concentrations increased. This effect was evaluated regardless of whether method assays were 

used, DCPIP or MTT assay. The in vitro cytotoxicity effect (IC50) of cisplatin was determined 

to be 1.3 ± 0.08 µM and 4.3 ± 0.2 µM by using DCPIP assay and MTT assay, respectively 

(Fig. 4a). In the same conditions, the IC50 of carvacrol on MDAmb468 cancer cells (Fig. 4b) 

was determined to be 1000 ± 40 µM and 1000 ± 47 µM by using DCPIP assay and MTT 

assay, respectively. 
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Fig. 4. Cytotoxicity effect of cisplatin (a) and carvacrol (b) on MDA-mb468 cell lines 

evaluated by DCPIP and MTT assays. MDA-mb468cells were plated out in 100 µl of 

complete medium (10
4
 cells per ml) and allowed to attach and grow for 24 h in 96-well 

culture plates at 37°C. Then the cells were incubation for 48 h in the absence or presence of 

drugs at indicated concentrations. At the end, the cell viability was determined by DCPIP 

and MTT assays as described in the methods section. Data are the mean of triplicate 

measurements ± S.D. 
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3.3. Cytotoxicity effect of cisplatin and carvacrol on non adherent P815 cell line 

The anti-proliferative activity of cisplatin as well as that of carvacrol on P815 cancer 

cells was also evaluated by MTT and DCPIP assay. As shown in figure 5, a dose dependent 

decrease in the growth of P815 was obtained with increasing concentrations of carvacrol or 

cisplatin. As antitumoral drug, the IC50 for cisplatin was found to be 3.5 ± 0.2 µM and 4 ± 0.3 

µM by using DCPIP assay and MTT assay, respectively (Fig.5a), as previously reported for 

leukemic cell lines, CEM, HL60, U937 and K562 (Su WC et al., 2000). Also, the in vitro 

cytotoxicity effect (IC50) of carvacrol on P815 cell line was evaluated to be 200 ± 10 µM and 

300 ± 25 µM by using DCPIP assay and MTT assay, respectively (Fig. 5b), which is in 

agreement with those found previously on chronic myeloid leukemia K562 cells (Ravi et al., 

2012) 
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Fig. 5. Effect of Cisplatin (a) and carvacrol (b) on P815 cell growth. P815 cells (5 x 

10
4
/ml) were cultured in 96-well culture plates for 48 h in the absence or presence of 

cisplatin at various concentrations. Then the cell growth was evaluated by using the 

DCPIP assay Data are the mean of triplicate measurements ± S.D. 

 

The DCPIP method proposed here is based on the reduction of DCPIP by TX-100 

solubilised dehydrogenase enzymes, whereas the MTT method is based on the enzymatic 

conversion of MTT in the mitochondria of survival cells. However, both cytotoxicity assays, 

carried out to assess drug toxicity screening in vitro, showed the similar results and can be 

used for both adherent and non adherent cell lines. 
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4. Discussion 

Preclinical testing is vitally important to eliminate unsuitable candidates before the 

expense of clinical research is incurred. The use of cell culture for the initial preclinical 

screening of potential therapeutic compounds has become commonplace as cultured cells can 

be selected to represent the disease of interest or its associated biochemical anomalies (Allen 

et al., 2005). It is of vital importance to obtain accurate and reliable results from the in vitro 

cytotoxicity assays employed in the initial drug screening as this data may influence the 

success of a drug candidate to proceed into the development process. When considering a cell 

enumeration assay a number of variables must be taken into account, including potential 

interferences, linearity, sensitivity and reproducibility of the assay. Assays used in the initial 

screening of potential anticancer compounds must be sufficiently sensitive to detect small 

differences in cell number, yet robust enough to generate reproducible results under various 

controlled experimental conditions. Further advantages for an assay are a simple experimental 

procedure so that reliable data is obtained from the first experiment and the potential for 

automation. These characteristics would ensure that in vitro cytotoxicity data can be obtained 

in a time- and cost-effective manner.  

In the present study, we describe a rapid, very cheap and simple chemo-sensitivity assay 

that gives results closely similar to those obtained by the most used MTT assay. It can be used 

for both adherent and non adherent cell lines. This may enhanced a large screening of pure 

substances or fractions originated from chemical synthesis or natural sources, particularly in 

poor countries.  

Dehydrogenase enzymes through a series of artificial electron acceptors, such as DCPIP 

catalytic oxidation of succinate occur and by means of colour change, this intermediate can be 

quantified by spectrophotometer. The DCPIP blue colour gradually fades to its reduction 

form, which is proportional to the dehydrogenases vitality including SDH, can be used to 
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estimate inhibition cancer cell growth. As SDH is the inner mitochondrial membrane-bound 

enzyme, we have introduced Triton X-100 in order to break down the membrane structures 

and to solubilise dehydrogenase enzymes into homogenised reaction mixture. Furthermore, all 

preparations were made in phosphate buffer (200 mM; pH 6.8) to avoid any pH variation in 

the reaction mixture, which could influence DCPIP absorption. The initial DCPIP 

concentration used in the present study was always fixed at 25 µg/ml in order to maintain 

initial absorption (DOλ=600 nm) less than 1 unit. Under these conditions, the discoloration 

(reduction) of DCPIP was always correlated to the number of cultured cancer cells as shown 

in Fig.2. To valid DCPIP assay as new method for evaluating cell viability, the adherent 

MCF-7 and MDA-mb 468 as well as non adherent P815 cancer cell lines were used and 

chemo-sensitivity assays were carried out by using DCPIP assay in paralleled to MTT assay. 

The tetrazolium-based MTT assay relies on enzymatic conversion of the dye to formazan 

crystals mainly in intact mitochondria, whereas the DCPIP assay is based on enzymatic 

reduction of DCPIP by solubilised dehydrogenases (including SDH). However, both chemo-

sensitivity carried out to assess cytotoxicity in vitro of cisplatin and carvacrol showed similar 

dose dependence inhibition on cancer cells viability after 48 h incubation (Fig. 3, 4 and 5). It 

has been reported previously that different cytotoxicity tests may give different results 

depending on the test agent used and the cytotoxicity test used (Weyermann et al., 2005). 

However, in this study, the change in IC50 values assessed by both the MTT assay and DCPIP 

assay were not significant (less than 3-fold), regardless of the cells used (adherent or non-

adherent) (Table I). Generally, all in vitro cytotoxicity effect (IC50) evaluated here are in 

agreement with those found previously on breast cancer cells (Praseetha et al., 2013), on 

chronic myeloid leukemia K562 cells [Ravi et al., 2012], leukemic cell lines, CEM, HL60, 

U937 and K562 [Su WC et al., 2000]. 
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Tableau I. IC50 of cisplatin and carvacrol on adherent and non adherent cell lines determined 

by both DCPIP and MTT assays 

 

The use of DCPIP assay proposed in the present work is a good alternative and/or 

complementary to the method of MTT assay. Indeed, there is no dependence of the DCPIP 

assay on cell metabolic function which can influence results as reported for MTT assay (Van 

Tonder et al., 2015). As the DCPIP assay is carried out with homogenised cells, the 

discoloration (reduction) of DCPIP was correlated to the reductive potential of whole 

dehydrogenase enzymes, including SDH. As the enzyme quantity is closely related to the 

surviving cell number in the micro cultures, DCPIP method can be used to evaluate the in 

vitro inhibition cell growth. Furthermore, there is no need for washing and solubilisation 

steps, making this DCPIPI method more accurate, most time- and cost-effective assay for 

preliminary cytotoxicity screening. 
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Cell line Cisplatin (µM) Carvacrol (µM) 

MTT assay DCPIP assay MTT assay DCPIP assay 

P815 4 ± 0,3 3,5 ± 0,2 300 ± 10 200 ± 15 

MCF7 95 ± 4 45 ±3 1750 ± 30 800± 20 

MDA-mb 468 4,3 ± 0,2 1,3 ± 0,08 1000 ± 40 1000 ± 50 
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Résultats 

 

 

Axe de recherche II : Evaluation de l’effet cytotoxique sur les différentes lignées tumorales et 

l’effet antioxydant des différentes molécules nouvellement 

synthétisées, famille des dihydropyrimidinones, les dérivés 

Hydrazones et les Systèmes Hétérocycliques Nitré. 

 
5.4. Evaluation du pouvoir antioxydant et de l’effet anticancéreux et antibactérien des composés chimiques nouvellement 

synthétisés, famille des dihydropyrimidinones (DHPMs) (Article en préparation). 

 

5.5. Synthèse et evaluation biologique des derives hydrazones en tant qu ‘agent cytotoxique et antioxidant 

 

[Synthesis and Biological Evaluation of Some Hydrazones as Cytotoxic and Anti-antioxidant Agents]. 

(Article en préparation). 
 

5.6. Etudes électrochimiques et pouvoir antioxydant des Systèmes Hétérocycliques Nitré. (Article en préparation) 

 

Les résultats dans cette partie sont le fruit d’une collaboration apaisante et constructive avec le Professeur  KHOUILI  M1, le 

Professeur HAHID  A1, et le Professeur CHTAINI  A2. 

 

1 Laboratoire de Chimie Organique et Analytique, FST Beni-Mellal 

2 Laboratoire d’électrochimie moléculaire et matériaux inorganiques, FST Beni-Mellal  
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Les résultats obtenus sont très encourageants pour certaines molécules avec des effets 

anticancéreux (IC50) aussi bien, si non mieux, que le cis-platine  (anticancéreux de 

référence). Parallèlement, un effet antioxydant est systématiquement déterminé par le test 

DPPH. Certaines molécules possèdent des pouvoirs antioxydants comparable à celui de la 

vitamine C (contrôle positive). Cette collaboration avec les laboratoires de chimie de la FST 

Beni Mellal va nous permettre sans doute de sélectionner les molécules « tête de série » et 

d’envisager une relation structure activité afin d’orienter la synthèse chimique. Ces travaux 

déjà réalisés font l’objet de trois publications en préparation :  

5.4. Evaluation du pouvoir antioxydant et de l’effet anticancéreux et antibactérien des 

composés chimiques nouvellement synthétisés, famille des dihydropyrimidinones 

(DHPMs) (Article en préparation) ; 

5.5. Synthèse et evaluation biologique des derives hydrazones en tant qu ‘agent cytotoxique et 

antioxidant. (Article en préparation); 

5.6. Etudes électrochimiques et pouvoir antioxydant des systèmes Hétérocycliques Nitré. 

(Article en préparation). 
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5.4. Evaluation du pouvoir anti-oxydant et de l’effet anti-cancéreux et bactérien des 

composés chimiques nouvellement synthétisés, famille des dihydropyrimidinones 

(DHPMs) 

 

(Article en préparation) 

 

Ces travaux font partie d’une thèse déjà soutenue le 12 Mai 2018 

A la FST de Beni Mellal 

 

 

En collaboration avec le Professeur HAFID  A. et le Professeur KHOUILI  M. 

Laboratoire de Chimie Organique et Analytique, FST Beni-Mellal 
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Les dihydropyrimidinones (DHPMs) sont connues pour leur large spectre d'activités 

biologiques telles que les antihypertenseurs, anticancéreux, antibactériens, anti malaria, anti-

inflammatoire, inhibiteur des canaux calciques, et antagoniste neuropeptide γ [1]. Ci-dessous 

quelques exemples de dihydropyrimidinones biologiquement actives. 

 

 

Figure 21 : Exemple de composés naturels et synthétiques contenant le noyau 

dihydropyrimidinique (DHPM) 

 

Le monastrol (Fig. 18) est le composé anticancéreux le plus important avec une capacité de 

traverser la membrane cellulaire. Il bloque la mitose par inhibition réversible et spécifique de 

la myosine kinase Eg5 [5]. Autres analogues de monastrol tels que les dérivés oxo-monastrol, 

thio et 3,4-méthylènedioxy ont été développés et testés contre les lignées cellulaires du cancer 

du côlon HT-29 [2-4]. Le monastrol est un anticancéreux qui agit au niveau de la mitotique 

[5]. Cependant, des effets secondaires notamment neuro-toxique ont été rapportés [6-9]. 

Les radicaux libres sont des molécules possédant des électrons non appariés dans leurs 

orbitales externes. Les cellules sont constamment exposées aux radicaux libres créés par les 

rayonnements électromagnétiques provenant de l'environnement. Un antioxydant est défini 

comme étant toute substance qui peut retarder ou empêcher l’oxydation des substrats 

biologiques. Ce sont des composés qui réagissent avec les radicaux libres et les rendent ainsi 

inoffensifs. La raison pour laquelle les antioxydants sont importants vient du fait que 
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l'oxygène est un élément potentiellement toxique puisqu'il peut être transformé en formes plus 

réactives telles que le superoxide, le peroxyde d'hydrogène, l'oxygène singulet et les radicaux 

hydroxyles. D’une manière générale, un antioxydant peut empêcher l’oxydation d’un autre 

substrat en s’oxydant lui-même plus rapidement que celui-ci. 

Le pouvoir antioxydant est mesuré en utilisant des radicaux libres plus stables. Le DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) est un radical libre très stable à l’état cristallin et en solution, 

de coloration violette. L’évaluation de l’activité antioxydante est basée sur la capacité des 

antioxydants d’agir comme piégeur des radicaux libres. Ils agissent en transférant un atome 

d’hydrogène à la molécule du DPPH, au cours de la réaction, induisant ainsi un changement 

de coloration dans la solution initiale. L’avancement de la réaction est suivi par 

spectrophotométrie à 517 nm. 

 

 
 

Plus le composé a la facilité de céder son atome d’hydrogène plus il est jugé efficace 

comme antioxydant. Le pourcentage du DPPH restant est inversement proportionnel à la 

concentration de l’antioxydant. La concentration nécessaire d’un composé pour faire 

disparaitre de 50% le DPPH à l’équilibre est connue comme l’IC50. De point de vue 

méthodologique, le test du DPPH présente l’avantage d’être rapide et reproductible. Le test au 

radical libre DPPH est recommandé pour des composés contenant les groupements SH, NH 

ou OH. Il s’effectue à température ambiante et permet ainsi d’éliminer tout risque de 

dégradation thermique des molécules thermolabiles. 

 

5.4.1. Evaluation de l’activité antioxydante des dérivés dihydropyrimidinones (DHPMs), 

nouvellement synthétisés 

La solution standard de la vitamine C (contrôle positif) est de 1 mg/100 µl de méthanol. 

Une solution de DPPH (1 mg/25 ml de Méthanol) est préparée comme témoin.  
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Dans des plaques de 96 puits, les produits sont solubilisés dans un volume approprié du 

DMSO pour avoir une concentration de 20 mg/ml. Dans des plaques de 96 puits, 16 µl de la 

solution de chaque produit et 16 µl de la vitamine C (10 mg/ml) sont ajoutés au méthanol 

pour avoir un volume final de 200 µl. En suite 100µl est transféré dans le puits suivant 

contenant 100 µl du méthanol (dilution 1/2). La même procédure est répétée pour réaliser les 

dilutions en cascade 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64 et 1/128. Après quoi, 150 µl de DPPH (1mg/25 

ml méthanol) sont ajoutés dans chaque puits contenant 100 µl du mélange puis incubé 30 

minutes dans l’obscurité à 37°C. L’absorbance est mesurée par un spectrophotomètre  à 517 

nm. Le blanc est un mélange du méthanol et le réactif DPPH dans les mêmes conditions 

expérimentales. Les résultats sont exprimés comme étant le pourcentage de l’activité anti 

radicalaire. 

A noter, que pour certains produits une dilution préalable de 1/30 dans du DMSO était 

nécessaire à cause de leur fort effet antioxydant. 

L'activité de piégeage des radicaux a été exprimée en pourcentage de neutralisation du 

radical DPPH selon la relation : 

 

 

 

 

La valeur de l’IC50 déterminée à partir du graphique tracé de l'activité de piégeage en 

fonction des différentes concentrations de chaque produit, est définie comme la concentration de 

l'antioxydant nécessaire pour réduire de 50% la concentration de radicaux DPPH initiale 

(Tableau X). 

 

 

Tableau X : IC50 (exprimé en µg/ml) des composés testés pour leur activité antioxydante 

Produits Structures IC50 Produits Structure IC50 

3 

 

48,00 17 

 

32,50 
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4 

 

31,60 18 

 

32,80 

5 

 

78,10 19 

 

10,60 

6 

 

17,30 20 

 

64,10 

8 

 

24,70 22 

 

23,90 

9 

 

5,30 23 

 

22,90 

10 

 

10,40 24 

 

16,90 

11 

 

21,70 25 

 

102,50 

15 

 

20,00 26 

 

30,60 
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Vitamine C 5  

 

 

 

Nous remarquons que les composés (6, 9, 19, 24 et 10) des dihydropyrimidines portant en 

position 4 les groupements 3-métoxyphényle, 3-hydroxyphényle, 2-nitophényle et 3-

nitrophényle ont présenté une meilleure activité antioxydante avec des IC50 de 5,3; 10,4; 10,6; 

16,9 et 17,3 μg, respectivement. Le radical DPPH est de couleur pourpre et, après la réaction 

avec des donneurs d'hydrogène des antioxydants, la couleur devient jaune. Les composés 

testés possédent une activité antioxydante relativement importante en comparaison avec la 

vitamine C (contrôle positif). 

 

5.4.2. Activité antibactérienne 

L’activité antimicrobienne des dihydropyrimidines est évaluée à la fois par la méthode des 

puits et la méthode des microplaques. 

 Méthode des puits  

A l’aide d’un emporte-pièce stérile, des puits d’environ 6 mm de diamètre ont été effectués 

dans la gélose. Dans chaque puits, on introduit 80 μl de la solution des molécules à tester dans 

le DMSO avec différentes concentrations (50, 100, 150, 200 et 250 mg/ml). Après 30 min de 

diffusion à la température ambiante, les boîtes de Pétri ont été incubées à 37°C pendant 18 à 

24 h. La présence ou non d’une zone d’inhibition a été observée à l’oeil nu. 

 Détermination de l’IC50 sur les microplaques  

La croissance des bactéries sous l'effet de différentes concentrations des molécules 

synthétisées est surveillée par la mesure de la densité optique. 

L’objectif consiste à déterminer la concentration qui réduit le taux de la population 

microbienne de 50% par rapport à celle du contrôle. Ce test vient compléter les essais 

antimicrobiens réalisés par la méthode des disques ou la méthode des puits. Le protocole suivi 

consiste à déterminer la densité optique (DO) après et avant l’incubation de chaque tube 

contenant la suspension de la molécule à tester.  
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Les résultats de l’IC50 obtenus sont résumés dans le tableau XI suivant : 

 

Tableau XI : Résultats des tests del’IC50 de l’activité antibactérienne en µg/ml 

Composés Structures E.coli ATCC 
Staph. aureus 

ATCC 

3 

 

9,1 7,2 

4 

 

2,25 1,09 

5 

 

0,58 0,33 

6 

 

1,30 0,87 

8 

 

1,88 0,97 

9 

 

2,50 1,80 

10 

 

0,87 2,10 
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11 

 

5,13 4,90 

15 

 

>100 76,12 

17 

 

95,2 85,50 

18 

 

>100 88,62 

19 

 

80,30 72,40 

20 

 

0,80 0,67 

22 

 

>100 >100 

23 

 

3,38 3,91 

24 

 

2,53 4,26 
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25 

 

0,59 0,73 

26 

 

34,04 15,24 

 

Les résultats ont montré que la plupart des composés testés ont une activité antibactérienne 

remarquable. L'activité a été montrée en termes de la concentration inhibitrice 50% de 

prolifération microbienne (IC50). Cette étude a révélé que lorsque le cycle benzénique est 

substitué par des halogènes comme le chlore, le nitro, le fluor et le brome, une amélioration de 

l'activité des composés est observée. D’autre part, le souffre augmente l’activité d’une façon 

remarquable comparativement à l’oxygène. Les composés 10, 20 et 25 se sont révélés être les 

composés les plus actifs. 

 

5.4.3. Evaluation de l’activité antibactérienne et antioxydante des pyrazolo-

énaminones, bipyrazoles et bipyrazolo-pyridines 

A. Activité antibactérienne 

Tableau XII : Résultats du test antibactérien des différents  

composés sur la Bactérie Escherichia coli 

Composé 
Zones d'inhibition (mm)  

2mg/ml 4mg/ml 5mg/ml 6mg/ml 8mg/ml 

2b 12 13 15 15 16 

57 6 7 7 7 7 

58 15 14 14 17 17 

59 13 9 7 7 6 

60 9 18 15 12 10 

61 16 14 15 17 19 

62 10 27 23 16 9 

66 6 9 8 8 10 

68 10 8 8 6 7 

74 10 11 11 13 14 

75 12 8 9 9 1 

76 10 5 6 8 7 
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77 9 10 10 12 17 

78 10 11 11 10 12 

80 15 16 17 14 16 

81 19 18 9 11 12 

82 7 7 8 7 8 

 

Tableau XIII : Résultats du test antibactérien des différents 

 composés sur la Bactérie  staphylococcus aureus 

Molécule 
Zone d’inhibition (mm) 

2mg/ml 4mg/ml 5mg/ml 6mg/ml 8mg/ml 

2b 9 10 12 10 10 

57 12 8 8 8 7 

58 12 8 7 11 11 

59 13 12 8 7 10 

60 14 10 10 13 13 

61 16 12 12 10 11 

62 19 8 11 12 16 

66 11 11 10 10 10 

68 15 12 10 10 12 

74 9 10 10 14 12 

75 9 9 13 16 12 

76 11 10 13 13 15 

77 7 9 8 6 5 

78 12 9 11 9 8 

80 12 9 9 10 10 

81 14 11 12 14 16 

82 9 13 8 8 10 

 

 

Tableau XIV : Résultats des zones d’inhibition (en mm) du test  

antibactérien des antibiotiques 
 

 

 

 

 

 

 

 

D’après les résultats obtenus (Tableau XII, XIII et XIV), nous avons conclu que les 

composés 58, 61, 62, 74, 80 et 81 étaient plus actifs que les autres composés contre 

Escherichia coli. D’autre part les mêmes composés se sont révélés être actifs contre 

Staphylococcus aureus en plus le composé 68. La présence des groupes 4-chloro et 3-hydroxy 

Bactéries 
Antibiotiques  

C CN TE AMC 

Escherichia coli 22 26 15 7 

Staphylococcus aureus 23 15 21 22 
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ainsi que le thiazole joue un rôle dans l’activité antibactérienne des pyrazolo-énaminones, et 

que le 4-nitrophényle augmente l’activité des composés bipyrazoliques. D’autre part, les 

bipyrazolopyridines et les pyrazolo-diazocine-diones ont souvent présenté une bonne activité 

antibactriènne.  

 

B. Activité antioxydante 

Nous avons utilisé la même méthode que pour l’évaluation de l’activité antioxydante des 

composés dihydropyrimidines (voir ci-dessus). Les résultats obtenus sont présentés dans le 

tableau XV.   

 

Tableau XV : Résultats du test antioxydant 

Composés IC50 µg/ml Composés IC50 µg/ml 

2 80 74 180 

57 20 75 40 

58 34 76 80 

59 90 77 40 

60 39 78 21 

61 40 80 20 

62 20 81 100 

66 5,7 82 48 

68 20 Vitamine C 5 

 

 

Le composé 66 s’est révélé être le composé le plus actif, il présente une activité 

antioxydante aussi bien que la vitamine C (standard), cette activité est due au groupe 4-

hydroxy du pyrazolo-énaminone, de même pour les composés 62, 68, 80 et 57, nous avons 

noté une bonne activité grace à la présence du groupe hydroxy. Cette étude a révélé que les 

pyrazolo-pyridines ont une bonne activité anti-oxydante.  
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5.5.  Les dérivés hydrazino-hétérocycliques 

 

Synthesis and Biological Evaluation of Some Hydrazones as Cytotoxic and Anti-antioxidant Agents. 

(Article en préparation). 

(Voir ci-après) 
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5.5.1. Les dérivés hydrazone 

Les activités pharmacologiques des hydrazones sont très large, incluent effets 

antibactérien, anticonvulsivant, analgésique, anti-inflammatoire, cardio-protecteur, 

antiplaquettaire, anticancéreux etc. Avec une bonne conception, une synthèse orientée par une 

étude relation structure-activité appropriée, un certain nombre de composés peuvent être 

développés avec des activités biologiques prometteuses. 

Activité anticancéreuse 

Organisation mondiale de la santé définit le cancer comme la création rapide de cellules 

anormales qui poussent au-delà de leurs limites habituelles et qui peuvent envahir les parties 

adjacentes du corps et se propager à d'autres organes. Le nombre de dérivés hydrazones 

synthétisés puis évalués sur les différentes lignées cancéreuses est considérable. On se 

limitera ici à quelques exemples. La plumbagine dérivés de l'hydrazone présente une activité 

élevée contre le cancer du sein [1,2]. Des dérivés de la prégnanolone, cyanoacétylehydrazone, 

actifs contre plusieurs lignées de cellules cancéreuses [3, 4]. Des dérivés de l'acétylhydrazone 

ont montré un effet cytotoxique sur les lignées cellulaires, A549, HCT11b, HepG2, PC-9 et 

A375 avec des IC50 compris entre 4 à 17 μM [5]. En fin l’'arylhydrazone synthétisés aurait un 

IC50 de 6,7 nM contre les lignées MDA-MB231 et MCF-7 [6-8]. 

Activité sur système nerveux central (SNC) 

Les hydrazones possèdent des activités pharmacologiques contre divers troubles du 

système nerveux central. En effet, les maladies du système nerveux central peuvent en 

affectant le cerveau ou la moelle épinière provoquées des désordres psychologiques et 

neurologiques.  

Des dérivés comme le 2-méthoxyacylhydrazone ont été synthétisés et évalués pour leur 

pouvoir inhibiteur de la phosphodiastérase 10A (PDE10A), enzyme impliqué dans les 

troubles neurologiques et psychologiques comme la schizophrénie [9,10]. Certains 

bishydrazones et hydrazones ont été également développés en tant que antidépresseur par [11-

15]. 

Le paludisme, maladie infectieuse répandue dans les tropiques, est causé par Plasmodium. 

Des antipaludéens, dérivés d'hydrazines, contre les souches plasmodiales D10, W2 et 3D7 

avec une valeur IC50 de 39,2, 79,0 et 11,0 nM, respectivement, ont montré une activité 



 

 

 

 

 

141 

 

antiparasitaire très intéressante [16]. D’autres travaux ont monté que certains dérivés 

d'hydrazines sont létales pour Plasmodium falciparum et que le mécanisme d’action 

impliquerait l’inhibition du métabolisme phospholipidique [17]. 

La synthèse chimique des dérivés hydrazones, basée sur la relation structure activité, 

pourrait déboucher sur des molécules « tête de série » extrêmement prometteuses. 

Dans cette optique nous nous sommes intéressés dans un premier temps à établir une 

relation entre l’effet antioxydant et l’effet cytotoxique sur les cellules cancéreuses adhérentes 

et non adhérentes (MCF7, MDAmb468 et P815). Le pouvoir antioxydant est déterminé par le 

test DPPH (voir partie méthode pour détail) en comparaison avec la vitamine C (test de 

référence). Les dérivés hydrazones utilisés (synthétisés ou achetés) dans cette étude montrent 

un effet antioxydant progressif et proportionnel à la concentration des drogues (Figure 21) 

avec des IC50 entre 13 et 90 µl/ml (Tableau XV). 

 

Figure 22. Antioxydant activity of hydrazino-derivatives evaluated by using DPPH method. 

Compounds were prepared in DMSO then diluted in methanol at appropriate concentrations (see 

method section). Then 150 µl of methanolic solution of DPPH (40 µg/ ml) was added to each well, 

shaken and the test plate was allowed to stand in the dark at 37°C for 30 min. Absorbance was 

measured at 517 nm using a test plate reader (ELISA). 

 

Les composés IEM4, IEM5 et IEM6 sont presque aussi actifs que la vitamine C (IC50 = 5 

µg/ml) utilisé (Tableau XVI). Comme prévu, la nitration en position 1 ou 2 des composés 

IEM 2 et IEM3 réduit légèrement leur pouvoir antioxydant par rapport au composé IEM 5. 
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Cependant, la substitution par des groupes méthoxy (IEM 6) et N, N-diméthyl (IEM 4) 

n’apporte pas un changement significatif dans leur pouvoir antioxydant. 

 

Tableau XVI. Evaluation de l’activitè  antioxydante (test DPPH) et cytotoxique (test MTT) des 

dérivés hydrazones 

 

Hydrazone compounds 

Antioxydant 

effect 

DPPH assay, 

IC50 (µg/ml) 

Cytotoxic effect on  

cancer cell lines 

 

MTT assay, IC50 (µg/ml) 

 P 815 MDA-

mb468 

MCF7 

 

1-(3-nitrobenzylidene)-

2- 

Phenylhydrazine 

(IEM 2) 

 

 

 

 

60 ± 4 

 

 

7 ± 0.35 

 

 

18 ± 1.5 

 

 

20 ± 1.3 

 

1-(2-nitrobenzylidene)-

2- 

Phenylhydrazine 

(IEM 3)  

 

90 ± 5 

 

44 ± 2.5 

 

32 ± 4 

 

76 ± 3.5 

 

N,N-dimethyl-4-((2-

phenylhydrazono) 

methyl) aniline 

 (IEM 4) 
 

 

13 ± 1.5 

 

19 ± 0.8 

 

52 ± 3 

 

44 ± 3.2 

 

1-benzylidene-2-

pheylhydrazine 

(IEM 5)  

 

20 ± 2 

 

 

17 ± 0.4 

 

56 ± 3.5 

 

60 ± 4 

1-(4-

methoxybenzyledine)-

2- 

phenylhydrazine 

(IEM 6) 

 

 

14 ± 0.8 

 

1,5 ± 0.05 

 

 

84 ± 4.8 

 

88 ± 4.5 



 

 

 

 

 

143 

 

 

La capacité de certains dérivés hydrazones à piéger les radicaux libres dans le test DPPH 

ne signifie pas que ces composés auront le même impact fonctionnel lorsque des mécanismes 

complexes sont impliqués et notamment dans les conditions physiologiques. Pour cette raison, 

il est nécessaire de vérifier l’effet antioxydant de certaines espèces telles que le radical 

superoxyde anion (O2), le radical hydroxyle (OH) et le peroxyde d’hydrogène (H2O2). Ces 

espèces d'oxygène sont souvent générées dans les organismes par divers processus cellulaires, 

tels que la chaîne de transport d'électrons dans les mitochondries, dans les microsomes et par 

des enzymes telles que la xanthine oxydase et la NADPH oxydase ou par des facteurs 

exogènes. Ces espèces réactives, qui peuvent être augmentées dans le cadre de certaines 

pathologies, causent des dommages oxydatifs lors de réactions avec presque toutes les 

molécules trouvées dans les cellules vivantes. 

 

Activité cytotoxique in vitro 

L’activité cytotoxique sur les cellules cancéreuses a été évaluée à la fois par le test MTT et 

par la nouvelle méthode DCPIP proposée dans le présent travail. 

Comme le montre la figure 22, une inhibition de la croissance des cellules cancéreuses 

P815 est proportionnelle aux concentrations croissantes des dérivés hydrazones. En outre, le 

profil de la cytotoxicité de ces composés hydrazones sur les lignées cellulaires adhérentes 

MCF7 et MDA mb468 est similaire à celui obtenu avec la lignée cellulaire P815 non 

adhérente (non représentée). De plus, tous les dérivés hydrazones testés sont capables de 

réduire de manière significative la croissance des cellules cancéreuses avec des valeurs IC50 

comprises entre 1,5 à 88 µg / ml. 

 

Ascorbic acid 

 

 

5 ± 0.25 

 

- 

 

- 

 

- 

 

Cisplatin 

 

 

- 

 

12 ± 0.1 

 

0.4 ± 0.02 

 

28 ± 1.8 
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Figure 23. Effet cytotoxique in vitro de composés dérivés d'hydrazino sur des cellules cancéreuses 

P815. Les  cellules non adhérentes P815 (105/ml) ont été cultivées dans des plaques de culture à 96 puits 

pendant 48 h en l'absence ou en présence de composés d'hydrazine aux concentrations indiquées. Ensuite, les 

cellules ont été incubées pendant 48 h. À la fin, la viabilité des cellules a été déterminée par les tests MTT décrits 

dans la section méthode. Les données sont la moyenne des mesures en triplicate ±S D 

 

Dans les mêmes conditions expérimentales, le dérivé d'hyrazone IEM6 (IC50 = 1,5 µg / ml) 

semble être plus actif (environ 8 fois) que le cisplatine (IC50=12µg/ml) utilisé comme contrôle 

positif. Ce résultat démontre que ces composés hydrazino, en particulier la 1- (4-

méthoxybenzylédine) -2-phénylhydrazine (IEM6), sont des composés anticancéreux puissants 

induisant une inhibition de la croissance des cellules cancéreuses non adhérentes (P815) 

utilisées dans cette étude. Cependant, les cellules adhérentes, MCF7 et MDA-mb468, sont 

moins sensibles (environ 50 fois moins). En revanche, le 1- (3-nitrobenzyledine) -2-

phénylhydrazine (IEM2) est actif sur toutes les lignées cellulaires testées avec une valeur 

d’IC50 comprise entre 7 et 20µg/ml. 

Il semble clair que le remplacement du groupe attractif (NO2) par des groupes donneurs 

tels que le méthoxy (CH3-0) ou le N-diméthyle ((CH3) 2-N) augmente l’activité antioxydante 

(environ 3 fois), soulignant la relation entre la capacité de l'hydrogène à se séparer des 

groupes et le potentiel antioxydant. Cependant, il est trop tôt pour établir une relation 

structure-activité entre les hydrazones et les effets de cytotoxicité obtenus in vitro. À cet 
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égard, des recherches ultérieures basées sur la relation structure-activité pourraient mettre en 

évidence une efficacité in vitro de ces dérivés hydrazino. De plus, l'identification des 

mécanismes biochimiques par lesquels ces composés inhibent la croissance des cellules 

cancéreuses pourrait constituer une cible attractive pour une nouvelle approche chimio-

thérapeutique. Les hydrazones ont fait l’objet d’une attention considérable en raison de leur 

importance biologique en chimie médicale. De nombreuses études ont montré que les dérivés 

hydrazones ont un large spectre d'effets biologiques. 
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Abstract 

In the present study, some hydrazone derivatives were synthesized via the reaction of 

phenylhydrazine with various aromatic aldehydes. The chemical structures of the compounds 

were elucidated by spectroscopic techniques such as 1H-NMR and MS. The compounds were 

evaluated for their anti-oxydant and cytotoxic activities. Anti-oxidant activity was determined 

by the DPPH method in comparison with ascorbic acid (positive control) and the IC50 were 

evaluated to be 60, 90, 13, 20 and 14 µg/ml for IEM 2, IEM3, IEM4, IEM5 and IEM6, 

respectively. It is noteworthy that some of these hydrazino-derivatives compounds are as 

active as the standard ascorbic acid (IC50 = 5 µg/ml). Cytotoxic activity was evaluated on 

adherent cancer cells (MCF 7 and MDAmb468) and non adherent cancer cells (P815). All 

hydrazone derivatives were able to reduce significantly the cell growth with IC50 values from 

1.5 to 44 µM. Interestingly IEM6 hyrazone derivative (IC50 = 1.5 µM) seems to be as active 

as cisplatin (IC50 = 2.5 µM) used as positive control. 

 

Keywords: Hydrazone, Reactivity, Cytotoxicity, Antioxidant activity. P815 cells, MCF-7 cells, MDAmb468 

cells 
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Introduction 

The chemistry of nitrogen compounds is the preferred source of many subjects of study in the 

laboratory. The nitrogen atom is present in many natural molecules having a pharmacological 

interest and many methods have been developed for access to the nitrogen compounds 

includes heterocyclic. Some of them have been explored in the laboratory, through the 

chemistry of isocyanides and hydrazones until the recent study by the metathesis of nitrogen 

compounds. Hydrazone moiety plays an important key role in heterocyclic chemistry (1-7). 

Hydrazone is a class of organic compounds with structure R1R2C=NNH2. These hydrazone 

compounds have received considerable attention due to their biological importance in 

medicinal chemistry. Many studies have confirmed that hydrazone derivatives have a broad 

spectrum of biological effects, including anti-oxidant and cytotoxic activity (8-17). 

Hydrazones also have been used for analytical chemistry as antioxydant agents (18-19). 

In this study, we described the synthesis of certain derivatives of the hydrazone and focused 

on their antioxidant activity and in vitro cytotoxicity evaluation by using DPPH method and 

MTT assay, respectively. So we tried a new reactivity on synthesized hydrazones 
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Material and Methods 
 

Chemistry 

Hydrazones are formed usually by the action of hydrazine on ketones or aldehydes. The 

alpha–hydrogen atom of hydrazones is more nucleophilic as compared to ketones because 

alpha–hydrogen atom of hydrazone is 10 times more acidic than ketones. The synthetic 

pathway leading to the title compounds is given in Scheme 1. Isonicotinylhydrazones (1-8) 

were synthesized by a single and fast step reaction of phenylhydrazine with appropriate aryl 

aldehydes, without catalyst in refluxing ethanol. 

 

 
Scheme 1.  

 

 

Biology 
 

Chemicals 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT), by 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazil (DPPH), DMSO and penicillin-neomycin were purchased from Sigma 

Chemical Co., Saint Quentin, France.  

Cell lines 

The non adherent murine mastocytoma cell line (P815) and the adherent human breast cancer 

cell line MDMmb468 were kindly provided by Prof. G. Lemaire, Institute of Biochemistry, 

University of Paris XI, France. 

Cell lines were routinely cultured in complete medium RPMI 1640 supplemented with 10% 

fetal bovine serum (Gibco BRL, Sergy Pontoise, France), 1% penicillin-neomycin and 2% L-

glutamine (complete medium). Adherent cell line was first trypsinized before using. 

 

Cellular chemosensitivity measurement (cytotoxicity assay) 

The methyl thiazole tetrazolium (MTT) test (Septisetyani 2014) (20) was used to determine 

the effect of hydrazino-derivatives on the growth of non adherent murine mastocytoma cell 

line (P815) as well as on the adherent human breast cancer cell line MDAmb 468. The 

cisplalin was used as control positive. 
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Adherent cells were plated out in 100 µl of complete medium at a concentration of 104 cells 

per ml and allowed to attach and grow for 24 h. For the non adherent cell line, 100 µl of 

cultured cells (5 x 104 cells per ml) were plated out in flat-bottomed 96-well microtiter plates 

and used immediately. 100 µl of medium containing compounds or cisplatin at appropriate 

concentrations were then added to the cell culture. After 48 h incubation in a humidified 

atmosphere at 37°C, 5% CO2, 100 µl of medium was carefully removed from each well and 

replaced with 20 µl MTT solution (5 mg/ml PBS). After 4 h incubation under the same 

conditions, the cleavage of MTT to formazan by metabolically active cells was quantified by 

scanning the plates at 540 and 630 nm using multi-scan apparatus. The means of three 

independent assays was determined to analyze the effect of drug on PBMC and P815 cell 

growth. The growth inhibition rate was evaluated as percentage of parallel negative controls 

as follows: [(Acontrol – Aexperiment)/Acontrol)] x 100. 

 

Antioxydant activity (Radical scavenging activity) by using DPPH method. 

The free radical scavenging activity of compounds were measured by 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazil (DPPH ) method as described before (Sanchez-Moreno et al 1998) (21). 

DPPH reagent evidently offers a convenient and accurate method for titrating the oxidizable 

groups of natural or synthetic antioxidants. Compounds were prepared in DMSO at 

concentration 20 mg/ml. In flat-bottomed 96-well microtiter plates (Bioster, Bastia di 

Rovolon, Italy), experiments were carried out first in 200 µl by mixing samples (16 µl) or 10 

µl of ascorbic acid solution 1 mg/ml (positive control) with an appropriate volume of 

methanol. Then the cascade dilution step was performed by transferring 100 µl from each 

well to the next one containing 100 µl of methanol. Methanolic solution of DPPH (40 µg/ ml) 

was prepared and 150 µl of this solution was added to each well, shaken and the test plate was 

allowed to stand in the dark at 37°C for 30 min. A control was performed exactly as described 

above except the samples were replaced by pure DMSO. Absorbance was measured at 517 

nm, using a test plate reader (ELISA). Radical scavenging activity was expressed as the 

inhibition percentage by using the following formula: 

% radical scavenging activity = [(Abλ517nm control – Abλ517nm sample) / Abλ517nm control] x 100. 

The antioxidant activity was also expressed as the concentration (µg/ml) of compound that 

reduces DPPH (40µg/ml) by 50% (IC50). Results are expressed as the mean of triplicate 

experiments ± SD. 
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Results and discussion 

Antioxydant activity 

The free radical scavenging potentials of commercial or synthesis compounds and ascorbic 

acid (Vitamin C) at different concentrations were evaluated by DPPH test. Antioxidants react 

with DPPH, which is a nitrogen-centered radical with a characteristic absorption at 517 nm 

and convert to 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazine. The degree of discoloration indicates the 

scavenging potentials of the antioxidant compounds as shown in Fig 1, in which all hydrazine 

compounds tested as well as ascorbic acid (positive control) have reduced the DPPH radical 

in dose dependent manner. 

 

Figure 1. Antioxydant activity of hydrazino-derivatives evaluated by using DPPH method. 
Compounds were prepared in DMSO then diluted in methanol at appropriate concentrations (see method 

section). Then 150 µl of methanolic solution of DPPH (40 µg/ ml) was added to each well, shaken and the test 

plate was allowed to stand in the dark at 37°C for 30 min. Absorbance was measured at 517 nm using a test plate 

reader (ELISA). 

 

Radical scavenging activity was expressed as the concentration (µg/ml) of compound that 

reduces DPPH (40µg/ml) by 50% (IC50)., Evaluation of IC50 for chemical synthesized 

hydrazones IEM 2, IEM3, IEM4, IEM5 and IEM6, were found to be 60, 90, 13, 20 and 14 

µg/ml, respectively (Table 1). It is noteworthy that some of these hydrazino-derivatives 

compounds are as active as the standard ascorbic acid (IC50 = 5 µg/ml) used. As expected, 

nitration in position 1 or 2 of IEM 2 and IEM3 compounds slightly reduced their antioxidant 

activity in comparison with that found for IEM 5. However, substitution by methoxy (IEM 6) 

and N,Ndimethyl (IEM 4) groups doesn’t make any significant change in their antioxidant 

activity. 
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Tableau I. Antioxidant was evaluated by DPPH method.  

 

The ability of some compounds to scavenge free radicals in DPPH test does not mean that 

these compounds will perform readily where complex mechanisms are operating such as 

those in physiological substrates. For this reason, there is need to verify the antioxidant effect 

in scavenging specific species such as superoxide anion radical (O2
..), hydroxyl radical (.OH) 

and hydrogen peroxide (H2O2). These oxygen species are often generated in organisms by 

diverse cellular processes, such as the electron transport chain in mitochondria, in microsomes 

 

Hydrazone compounds 
Antioxydant effect 

DPPH assay, IC50 
(µg/ml) 

Cytotoxic effect on cancer cell lines 

MTT assay, IC50 (µg/ml) 

 

 

 

P 815 

 

MDA-mb468 

 

 

MCF7 

 

1-(3-nitrobenzylidene)-2- 

Phenylhydrazine 

(IEM 2) 
 

 

60 ± 4 

 

7 ± 0.35 

 

18 ± 1.5 

 

20 ± 1.3 

 

1-(2-nitrobenzylidene)-2- 

Phenylhydrazine 

(IEM 3) 

 

  

 

90 ± 5 

 

44 ± 2.5 

 

32 ± 4 

 

76 ± 3.5 

 

N,N-dimethyl-4-((2-

phenylhydrazono) 

methyl) aniline 

(IEM 4) 

 

 

 

 

13 ± 1.5 

 

 

19 ± 0.8 

 

 

52 ± 3 

 

 

44 ± 3.2 

 

1-benzylidene-2-

pheylhydrazine 

(IEM 5) 

  

 

20 ± 2 

 

 

17 ± 0.4 

 

56 ± 3.5 

 

60 ± 4 

 

1-(4-

methoxybenzyledine)-2- 

phenylhydrazine 

(IEM 6) 

 

 

 

14 ± 0.8 

 

 

1,5 ± 0.05 

 

 

 

84 ± 4.8 

 

 

88 ± 4.5 

 

Ascorbic acid 

 

 

5 ± 0.25 

 

- 

 

- 

 

- 

 

Cisplatin 

 

 

- 

 

12 ± 0.1 

 

0.4 ± 0.02 

 

28 ± 1.8 
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and through enzymes like xanthine oxidase and NADPH oxidase or from exogenous factors. 

These reactive species, which can be increased as part of certain pathologies ((Moreira 2005) 

(22), cause oxidative damage in reactions with nearly every molecule found in living cells 

(Sharma D, 2001) (23).  

 

In vitro cytotoxicity activity 

In vitro cytotoxic effect of hydrazone compounds was evaluated against two cancer cell lines: 

adherent tumour cells (MCF7 and MDAmb468) and non adherent tumour cells (P815) by 

MTT assay as described in method section. The antitumoral cisplatin was used as positive 

control. As shown in figure 2, a dose dependent decrease in the growth of P815 was obtained 

with increasing concentrations of hydrazine-derivatives. Also, the cytotoxicity trend of these 

hydrazone compounds on adherent cell lines MCF7 and MDA mb468 was similar to that 

obtained with non adherent P815 cell line (not shown). As reported in Table I, all hydraziono-

derivatives tested are able to reduce significantly the cancer cell growth with IC50 values from 

1.5 to 88 µg/ regardless of whether cells were used. 

 
 

Figure 2. In vitro cytotoxicity effect of hydrazino-derivative compounds on P815 cancer cells. 
Non adherent P815 cells (105/ml) were cultured in 96-well culture plates for 48 h in the absence or presence of 

hydrazine-compounds at indicated concentrations. Then the cells were incubation for 48 h. At the end, the cell 

viability was determined by MTT assays as described in the method section. Data are the mean of triplicate 

measurements ± S.D 
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Interestingly, in the same experimental conditions, IEM6 hyrazone derivative (IC50 = 1.5 

µg/ml) seems to be more active (~10-fold) than cisplatin (IC50 = 12 µg/ml) which was used as 

anitumoral positive control. This result demonstrates that these synthetised hydrazino-

compouds, particularly 1-(4-methoxybenzyledine)-2- phenylhydrazine (IEM6), are a potent 

anti-cancer compounds inducing growth inhibition in non adherent cancer cells (P815) used in 

the present study. However, its effect on adherent cells, MCF7 and MDAmb468, which were 

found to be 88, and 84 µg/ml, respectively, appears to be less efficient (-50-fold). By contrast, 

1-(3-nitrobenzyledine)-2- phenylhydrazine (IEM2), was active on all cell lines tested with an 

IC50 value ranging between 7 and 20 µg/ml. 

It seems clear that replacement of attractive group (NO2) by donor groups like methoxy (CH3-

O-) or N-dimethyl ((CH3)2-N) enhanced the antioxidant activity (about 3-fold), pointing out 

the relationship between the capacity of hydrogen to move from groups and the scavenging 

potential of the antioxidant compounds. However, it is early to mike any structure-activity 

relationship between hydrazones and in vitro cytotoxicity effects. In that regard, further 

research based on relation structure-activity might emphasize an in vitro efficacy of these 

hydrazino-derivatives. Also identification of biochemical mechanism by which these 

compounds induce the inhibition cell growth might constitute an attractive target for a new 

chemotherapy approach against cancer cells. Hydrazones have received considerable attention 

due to their biological importance in medicinal chemistry. Many studies have confirmed that 

hydrazone derivatives have a broad spectrum of biological effects, including anti-oxidant and 

cytotoxic activity (8-17).  
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5.6. Etudes électrochimiques et pouvoir antioxydant des Systèmes Hétérocycliques 

Nitré. 
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Dans cette partie, le travail consiste à faire une étude du comportement électrochimique 

des différents hétérocycles synthétisés à partir du méthoxynaphtalène 1 et le naphthalen-2-ol 

2. Le but étant de comprendre les réactions de substitutions nucléophiles en différentes 

positions de ces composés par le groupement Nitro. Parallèlement, une évaluation de l’activité 

antioxydante de chaque molécule a été déterminée par le test DPPH (voir partie méthode). Le 

but étant d’établir une corrélation entre le pouvoir antioxydant et les réactions 

d’oxydoréductions afin d’orienter au mieux la synthèse chimique des futures molécules 

nouvellement synthétisées, dérivés hydrazones et la famille des dihydropyrimidinones 

(DHPMs). 
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Abstract
A nitration by penta-hydrated bismuth (Bi(NO3)3;5H2O) was carried out on two commercial molecules, 

methoxynaphthalene 1 and naphthalen-2-ol 2. The compounds produced from this organic synthesis (1.a, 1.b, 1.c 
and 2') as well as the starting molecules 1 and 2 have undergone a study on their antioxidant capacity, using 
two methods: electrochemical cyclic voltammetry CV and DPPH biologically. The experimental results of the two 
methods confirm that the antioxidant power of these aromatic molecules is canceled in the case of nitration or by 
replacement of the hydroxyl group (molecule 2) by the methoxy group (molecule 1).

Keywords: Nitration; Naphthalene; Cyclic voltammetry; Antioxidant 
activity

Introduction
Nitration is one of the oldest and most important unit reactions 

in organic synthesis. It is a key reaction for the production of dyes, 
plastics and basic chemical reagents. Conventional nitration is generally 
carried out in a strongly acidic medium, such as nitric acid and 
concentrated sulfuric acid [1,2]. This method is associated with many 
drawbacks, which are due to excessive loss of acid. This loss is harmful 
to the environment. In addition to that, its treatment is difficult, with 
exorbitant cost. Because of the problems associated with mixed acids, 
alternative methods were to be a field of research. In this case, various 
nitrating agents have been studied under different conditions [3]. 

Most of these agents have drawbacks, such as the regio-selectivity of 
nitration and the oxidation of competitive substrates. Therefore, there 
is a need for the development of new methods of nitration of aromatic 
compounds [4]. In the shed of this work, we present an efficient and 
easy-to-use protocol for the nitration of aromatics. This is achieved 
in the presence of bismuth nitrate, which is a widely used reagent in 
organic synthesis. It is better known as a polyvalent oxidant. In addition 
to that, it is used as weak Lewis acid in various transformations, and 
often under microwave irradiation [5-7]. 

In the other side, the molecules containing the nitro group have 
been under investigation for a long time because of their important 
biological activity and specifically their antioxidant activities.

Despite wide application in organic synthesis, the utility of bismuth 
nitrate (Bi(NO3)3), as a nitrating agent, is relatively unexplored and may 
be underestimated. Previous studies have shown that bismuth nitrate 
(Bi(NO3)3) is effective for the nitration of phenolic compounds in the 
presence of a Lewis acid, in organic solvents and under microwave 
irradiation. Other authors have studied the nitration of arenes in the 
presence of bismuth nitrate and a catalyst such as silica. Furthermore, 
the operating conditions using silica with sulfuric acid, and silica in 
THF as a solvent under microwave, have been described in the literature   
Schemes 1 and 2 [8-10].

On our part, we used the nitrate of bismuth penthydrate 
(Bi(NO3)3.5H2O), in the presence of silica. In this case, several tests were 
carried out on 2-methoxynaphthalene 1, while varying the amounts of 
the reagents (Table 1). All nitrated products were characterized by the 
usual spectroscopic methods (1H, 13C NMR and mass spectrometry). 

 
OCH3 Bi(NO3)3

silica, CH
2Cl2

NO2
OCH3

O2N

OCH3

NO2
OCH3

1a 1b 1c1

Scheme 1: Nitration reaction of methoxynaphthalene with bismuth 
pentahydrate (Bi(NO3)3.5H2O)

Several researchers have shown the utility of the detection of 
nitrated organic products by physicochemical methods. In the literature, 
glassy carbon electrodes GCP and carbon fiber microelectrode CFME, 
represent the main electrochemical sensors used in the follow-up 
analyzes of these nitro compounds, such as Methyl parathion (MPT), 
para-nitrophenol (PNP) and o-nitrophenol (2-nitrophenol). This 
choice is due to their qualities of selectivity, efficiency, stability and 
reproducibility [11-13].

In order to increase the detection sensitivity of the nitro 
compounds, a modification of the surface of the electrodes mentioned 
above has been made. However, a passivation problem has occurred at 
a given concentration of micro pollutants, which represents the limit 
of detection of the electrodes used. This problem is solved for the GCP 

Entry Bi(NO3)3;5H2O
(eq)

Silica 
(eq) Time

Yield (%)
1a 1b 1c

1 0.5 1 6h 12 14 57
2 0.95 1 6h 11.7 9.3 82
3 1.2 1 6h 7 18 74
4 2 1 4h 12 11 64
5 3 1 4h 11.5 9 48.8

Table 1: Results of the nitration reaction on methoxy-naphthalene. 
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electrode, followed by a protocol for polishing and rinsing its surface, 
which lasts for 20 minutes.

Our work consists of studying the electrochemical behavior of 
the different heterocycles synthesized from methoxynaphthalene 
1 and naphthalen-2-ol 2 in order to understand the nucleophilic 
substitution reactions at different positions of these compounds by 
the Nitro group.

 
OH Bi(NO3)3

silica,CH
2Cl2

2'2

OH

O2N

NO2

Scheme 2: Nitration reaction of naphthalen-2-ol with bismuth 
pentahydrate (Bi(NO3)3.5H2O)

The chosen electrode in our case is the CPE carbon paste 
electrode. This electrode is not disposable and not expensive and this 
is characterized by an immediate renewal of its surface, which solves 
the problem of passivation encountered at the level of other electrodes.

After the electrochemical analysis of the nitrated molecules, 
a biological study was carried out. In this part, an analysis of the 
antioxidant activity of the parent molecules as well as the nitrated 
organic molecules was carried out in order to compare the effect of 
nitration on the antioxidant power.

Experimental Section
Instrumentation 

General synthetic methods: All reagents were purchased from 
commercial suppliers and were used without further purification. The 
reactions were monitored by thin-layer chromatography (TLC) analysis 
by using silica gel (60 F254) plates. Compounds were visualized by UV 
irradiation at 256 or 365 nm. Column Chromatography was performed 
on silica gel 60. Melting points (°C) were taken on samples in open 
capillary tubes.1H and 13C NMR spectra were recorded with a Bruker 
AC 300 (300 MHz for 1H spectra; 75 MHz for 13C spectra). Chemical 
shifts are given in parts per million (ppm) from tetramethylsilane 
(TMS) as internal standard in CDCl3, and the residual peak of DMSO 
in [D6] DMSO. The following abbreviations are used for the 1H NMR 
spectra multiplicities: br. s: broad singlet, s: singlet, d: doublet, t: triplet, 
q: quartet, qt: quintuplet, m: multiplet. Coupling constants (J) are 
reported in Hertz [Hz].

Synthesis of nitrated organic molecules: a) Nitration reaction of 
methoxy-naphthalene with bismuth pentahydrate (Bi(NO3)3.5H2O) 
2-Methoxynaphthalene (0.5 g, 3.164 mmol) and silica (500 mg) were 
added to a suspension in CH2Cl2 (20 ml) of 1.2 equivalents of bismuth 
pentahydrate nitrate (Bi(NO3)3.5H2O) (1.84 g, 3.777 mmol). The 
mixture was refluxed for 6 h. After cooling to room temperature, the 
reaction mixture was filtered and washed with CH2Cl2, the resulting 
filtrate was concentrated, and the resulting residue was purified by 
column chromatography using EtOAc-hexane (1: 9 v / v). The products 
were obtained (1.a, 1.b and 1.c) with a total yield of 99%.

7-methoxy-1-nitronaphtalene 1.a: Yield: 7%;yellowpowder; 
mp64-66°C; 1H NMR (DMSO,300 MHZ): δ (ppm) 8.24-8.35 (m, 2H, 
Ar-H),  8.07 (d, 1H, Ar-H, J=9Hz), 7.79 (d, 1H, Ar-H, J=2.4Hz), 7.52 
(t, 1H, Ar-H, J=7.8Hz), 7.36 (dd, 1H, Ar-H,  J=9Hz, J=2.4Hz), 3.90 
(S,3H,OCH3); 13C NMR ( DMSO, 75 MHz): δ  160.6, 145.1, 135.4, 
131.2, 130.1, 126.3, 125.6, 122.7, 120.3, 101.6, 55.8 .

2-methoxy-6-nitronaphtalene 1.b: Yield: 18 %;yellowpowder; mp 
130-132°C; 1H NMR (300 MHz, DMSO): δ 8.89 (d, 1H, Ar-H),  8.17 
(dd, 2H, Ar-H,  J=9Hz, J=2.4Hz) ;  8.00(d, 1H, Ar-H, J=9.3Hz) ; 7.51 (d, 
1H, Ar-H, J=2.4Hz) ; 7.34 (dd, 1H, Ar-H, J=9.3Hz, J=2.7Hz); 3.92 (S, 
3H, OCH3); 13C NMR ( DMSO, 75 MHz): δ  160.9, 143.6, 138.1,  132.3, 
128.7, 127.2, 125.0, 121.2, 120.1, 106.8, 56.1.

2-methoxy-1-nitronaphtalene 1.c: Yield: 74%;crystallineyellowpowder 
(ref Acta Cryst E); mp 110-112°C; 1H NMR (300 MHz, DMSO): δ 8.20 (d, 
1H, Ar-H, J=9Hz), 8.02 (d, 1H, Ar-H, J=8,4Hz), 7.71-7.47 (m, 4H, Ar-H), 
4.01 (S, 3H, OCH3); 13C NMR ( DMSO, 75 MH): δ  148.7, 133.1, 129.9, 
128.8, 128.0, 125.6, 125.0, 119.8, 114.5, 57.6.

b) Nitration reaction of naphthalen-2-ol with bismuth pentahydrate 
(Bi(NO3)3.5H2O)

2-Naphthol (0.5 g, 3.37 mmol) and silica gel (500 mg) were added 
to a suspension of bismuth nitrate pentahydrate (1.2 eq) (1.96 g, 4.044 
mmol) in CH2Cl2. The mixture was refluxed for 24 hours. After cooling 
to room temperature, the reaction mixture was filtered and washed 
with CH2Cl2, the resulting filtrate was evaporated under vacuum, and 
the resulting residue was purified by column chromatography using 
EtOAc-hexane (1:9 v/v).

Preparation of the carbon paste electrode (CPE)

The carbon paste electrode has been developed according to the 
protocol cited in reference [14]. The graphite carbon powder was mixed 
with the paraffin oil in previously defined proportions. The resulting 
paste is inserted into the electrode cavity of 0.258 cm2 section, a carbon 
rod is used to provide electrical conduction.

Electrochemical materials: The electrochemical measurements 
were invested by a Palem-Sens Em-Stat potentiostat. The 
electrochemical cell is equipped with three electrodes: a reference 
electrode (ECS), working electrode (CPE) and the counter electrode 
(platinum plate).

Results and Discussion
Electrochemical characterization of nitrated molecules 

The electrochemical characterization of these molecules was 
carried out through two stages: 

 - Characterization of the parent molecule before its nitration.

- Characterization of molecules produced after nitration of the 
parent molecule. 

The nitration of methoxynaphthalene produced three molecules 
that differ in the position of the NO2 group. 

- 1.a: The nitro group NO2 is in position 8. 

- 1.b: The nitro group NO2 is in position 6. 

- 1.c: The NO2 nitro group is in position 1.

The electrochemical studies were invested by cyclic voltammetry 
(CV), in an acetic buffer solution of pH=5.2, at ambient temperature 
and without stirring. The detected concentration of these molecules is 
estimated at 8×10-4 M in a volume of 40 ml of the acetic buffer.

Electrochemical characterization of the parent molecule 1 be-
fore its nitration

As seen before, the electrode used for this study is the CPE carbon 
paste electrode, this electrode has been electrochemically characterized 
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before and after the addition of the molecule in the electrolytic medium. 
The results obtained are shown in Figure 1.

The presence of methoxynaphthalene in the medium is characterized 
by the appearance of a peak of reduction towards approximately -0.5V/
ECS, this isolated peak corresponds to the irreversible reduction of 
methoxynaphthalene.

Electrochemical characterization of the nitrated molecules 
produced from the parent molecule 1

a) Analysis of the EPC modified by 1.a. The molecule 1.a was 
introduced into the carbon paste in powder form; the resulting 
electrode is introduced into the measuring cell containing the buffer 
solution.

We find, at the first scan, in the direction of the negative potential, 
the presence of a reduction peak P1 at the potential -0.815V/ECS and 
an oxidation peak P2 in the direction of the positive scanning at the 
potential +0.13V/ECS. The second cycle shows a reduction peak P3 at 
the potential +0.09V/ECS at cathodic scanning and the peak P2 already 
obtained at the previous anodic scanning. The peak P1 is irreversible 
and the peaks P2 and P3 represent a reversible oxidation-reduction 
phenomenon. P4 is the oxidation peak of the methoxy group (-OCH3). 
The electrochemical detection of 1.a is based on two redox systems. 
Indeed, at first it is reduced in an irreversible way, according to the 
equation (1). The product of this first reduction (R-NHOH) oxidizes 
reversibly according to equation (2) (Figure 2) [11]. 

R NO2 4H4e- R NHOH1 H2O

R NHOH 2
3

R NO 2e- 2H

OCH3
R=

OCH3 OCH3
; or

b) Analysis of the EPC modified by 1.b:

The voltammogram recorded by the carbon paste electrode modified 
by the molecule 1.b Figure 3 shows the same behavior recorded for the 
molecule 1.a with a displacement of the potentials of the three peaks 

characteristic of the oxidation-reduction of the grouping nitro (NO2) 
which is due to the position of the nitro group (NO2) relative to the 
methoxy group (-OCH3). We observe that the reduction peak P3 is less 
visible for this molecule.

c) Analysis of the EPC modified by 1.c:

The voltammograms below show the electrochemical response 
obtained when the working electrode is the carbon paste modified 
by the molecule 1.c. The voltammogram has the same speed as those 
obtained by the other electrodes, except that the potentials of the peaks 
are shifted towards the positive values (Figure 4).

Results Summary
Electrochemical characterization of the parent molecule 2 be-
fore its nitration

In the light of these studies, two molecules of naphthalene were 
nitrated. The difference exists in the group attached to each molecule. 
The parent molecule 1 has a methoxy group (-OCH3) and the 
parent molecule 2 has an alcohol group (OH). The electrochemical 
characterization of the parent molecule 1 shows no oxidation-reduction 

OCH3

1
a

b

Cu
rr e

n t
/m

A

Potential/V

Figure 1: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) before (a) and after the addition of methoxynaphthalene (8 × 
10-4 M) (b), pH = 5.2 and Vb = 100 mV s-1.

NO2
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Figure 2: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) with the molecule 1.a (NO2 in position 8) (8 × 10-4 mol l-1), pH = 
5.2 and Vb = 100 mV s-1.
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Figure 3: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) with molecule 1.b (NO2 in position 6) (8 × 10-4 M), pH = 5.2 and 
Vb = 100 mV s-1.
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peak (Figure 1), whereas the characterization of the parent molecule 2 
exhibits an oxidation peak at the 0.5 V potential (Figure 5).

Electrochemical characterization of the nitrated molecule 
produced from the parent molecule 2

The peaks P1, P2, P4, P3 and P5 are even thinner compared to the 
peaks of the molecules of the reaction 1. We also note the presence 
of a single peak of reduction P1 at the potential -0.66 V/ECS which 
characterizes the reduction of the two nitro groups (NO2). On the other 
hand, we have two redox couples (P2,P3) and (P4,P5) which characterizes 
the oxidation-reduction of the groups (NHOH/NO) (Figure 6).

8H8e
- 1 H2O

2
3 4e

-
4H

OH
NO2

O2N

OH
NHOH

HOHN

OH
NHOH

HOHN

++ +

++
OH

NO

ON

As it is described in Tables 2 and 3 we note that the potentials of the 
three characteristic peaks of the oxidation-reduction concerning the 
nitro group are compatible with the results seen in the bibliography.

In order to broaden our vision of the link between antioxidant and 
oxidoreduction, we will study the electrochemical responses of two 
other commercial molecules, naphthalene A and 1,2-benzenediol B, 
due to their chemical structures close to molecules studied during this 
work. Plus ascorbic acid (Vitamin C) which has a very high antioxidant 
activity (Figure 7).

The cyclic voltammogram of naphthalene does not represent any 
oxidation or reduction peak (Figure 8). 

A single peak of reduction appears on the 1,2-benzenediol CV at 
-0.12 V/ECS potential (Figure 9). On the CV of ascorbic acid appears 
an oxidation peak at the potential 0.7 V/ECS.

The analysis of the electrochemical results obtained shows that the 
antioxidant properties of these molecules are based on two principles:

- Principle 1: The molecule has an antioxidant power, if it has 
stronger oxidizing properties than the molecule having the free radical.

- Principle 2: The molecule has antioxidant power, if it has stronger 
reducing properties than the target molecule.

We therefore deduce that:

- Molecules with oxidizing properties and reversible reducing 
properties (1.a, 1.b, 1.c and 2') at the liver do not have antioxidant 
properties because they are not part of either principle.
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1c

Figure 4: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) with the molecule 1.c (NO2 in position 1) (8×10-4 M), pH = 5.2 
and Vb = 100 mV s-1.
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Figure 5: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) before (a) and after the addition of naphthalen-2-ol (8×10-4 M) 
(b), pH = 5.2 and Vb = 100 mV s-1.
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Figure 6: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) with the molecule 2' (8 × 10-4 M), pH = 5.2 and Vb = 100 mV s-1.

Molecule 1.a 1.b 1.c
Ep1 (V) -0,815 -1 -0,87
Ep2 (V) +0,13 +0,105 +0,03
Ep3 (V) +0,09 +0,11 +0,11

Table 2: The potentials of the three peaks for each nitrated molecule.

Molecule 2’
Ep1 (V) -0,66
Ep2 (V) +0,05
Ep3 (V) -0,01
Ep4 (V) +0,28
Ep5 (V) +0,05

Table 3: The potentials of the five peaks of the nitro molecule 2 '.
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- Molecules 2 and B have potential antioxidant properties:

   • Molecule 2 has stronger oxidative properties than the target 
molecule, which follows principle 2.

   • Molecule B, on the other hand, has stronger reducing properties 
than the free radical, which inhibits the reducing properties of the 
latter.

Antioxidant activity of heterocyclic nitrate systems

The free radical scavenging potentials of commercial or 
synthesis compounds and ascorbic acid at different concentrations 
were evaluated by using DPPH method. Antioxidants react with 
DPPH, which is a nitrogen-centered radical with a characteristic 
absorption at 517 nm and convert to 1,1-diphenyl-2-picryl 
hydrazine. The degree of discoloration indicates the scavenging 
potentials of the antioxidant compounds. The results showed that 
2-naphtol as well as 1,2-benzendiol reduced the DPPH radical in 
dose dependent manner and the IC50 was found to be 50 µg/ml and 
20 µg/ml, respectively Figure 7 and Table 4. 
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Figure 7: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) with the molecule A (naphthalene)  (8 × 10-4 M), pH = 5.2 and 
Vb = 100 mV s-1.

 

Figure 8: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1: 1) with the molecule B (1,2-benzenediol)  (8 × 10-4 M), pH = 5.2 
and Vb = 100 mV s-1.
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Figure 9: Voltammogram recorded for the CPE electrode in acetic buffer 
medium (1:1) with the molecule C (Ascorbic acid: vitamin C)  (8 × 10-4 M), 
pH=5.2 and Vb=100 mV s-1.

Code 
of the 

molecule
Structure of the molecule Classifications IC50 Value (μg/

ml)

1
OCH3

methoxynaphthalene >1600

1.a OCH3

NO2
7-methoxy-1-

nitronaphtalene >1600

1.b
OCH3

O2N

2-methoxy-6-
nitronaphthalene >1600

1.c
 

OCH3

NO2
2-methoxy-1-

nitronaphthalene >1600

2
OH

2-naphthol 50 ± 4

2’
OH

NO2

O2N

1,6-dinitronaphthalen-
2-ol >1600

A naphthalene >1600

B

OH
OH

1,2-benzendiol 20 ± 2

C
O

HO OH

O
OH

OH ascorbic acid : vitamin 
C 5 ± 0.5

Table 4: Antioxidant effect was evaluated by DPPH method.



Citation: Amlil A, Yassine H, Akhramez S, Touzara S, Ayad H, et al. (2019) Electrochemical Studies and Antioxidant Activity of Heterocyclic Nitrate 
Systems. J Biosens Bioelectron 10: 268. doi: 10.4172/2155-6210.1000268

Page 6 of 6

Volume 10 • Issue 1 • 1000268J Biosens Bioelectron, an open access journal
ISSN: 2155-6210 

Compounds were prepared in DMSO then diluted in methanol 
at appropriate concentrations (see method section). Then 150 µl of 
methanolic solution of DPPH (40 µg/ml) was added to each well, 
shaken and the test plate was allowed to stand in the dark at 37°C for 
30 min. Absorbance was measured at 517 nm using a test plate reader 
(ELISA).

It is noteworthy that these phenolic compounds are as active as 
the standard ascorbic acid (IC50=5 µg/ml) used. Nitration of 2-naphtol 
in position 1 and 6 by bismuth penta-hydrate reagent was carried 
out as described in method section and the identified compound 
1,6-dinitronaphtalen-2-ol was completely inactive on DPPH radical, 
even at highest concentrations (1,6 mg/ml) Table 4. As expected 
naphthalene as well as the methoxy-naphtalene series were not able 
to react positively with DPPH radical in our experiment conditions 
(Table 4 and Figure 10). 

Phenolic compounds were able to scavenge radicals and to 
chelate metals while ascorbic acid can play a pro-oxidant role in the 
presence of transition metals. However, when the hydroxyl group was 
substituted for methoxy or when nitration on aromatic molecular 
part was occurred, the antioxidant power was drastically cancelled, 
pointing out the relationship between the capacity of hydrogen to 
move from hydroxyl group (phenolic) and the scavenging potentials 
of the antioxidant compounds. Indeed, the antioxidant capacity of the 
phenolic compounds is mainly due to their redox properties, which 
allow them to act as reducing agents, hydrogen donors and singlet 
oxygen quenchers, or decomposing peroxides [15,16]. The ability of 
some compounds to scavenge free radicals in DPPH tests does not 
mean that these compounds will perform readily where complex 
mechanisms are operating such as those in physiological substrates. 
For this reason, there is a need to verify the antioxidant effect in 
scavenging specific species such as superoxide anion radical (O2

..), 
hydroxyl radical (.OH) and hydrogen peroxide (H2O2). These oxygen 
species are often generated in organisms by diverse cellular processes, 
such as the electron transport chain in mitochondria, in microsomes 
and through enzymes like xanthine oxidase and NADPH oxidase or 
from exogenous factors. These reactive species, which can be increased 
as part of certain pathologies [17], cause oxidative damage in reactions 
with almost every molecule found in living cells [18,19]. 

Conclusion
Our work has been divided into two parts, the first one devoted to 

the organic synthesis of new nitrated organic molecules (1.a, 1.b, 1.c 

and 2'). The second studies the antioxidant power of molecules 1 and 
2, before and after nitration and other commercial molecules, in two 
ways: electrochemical and biological. According to the electrochemical 
results obtained, the molecules having at the same time the oxidizing 
properties and the reversible reducing properties (1.a, 1.b, 1.c and 2') 
have no antioxidant power, because they are not part of neither of the 
two principles. While, molecules 2 and B have important antioxidant 
properties. This has been confirmed by the biological results.
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Figure 10: Antioxydant activity of chemical compounds evaluated by using 
DPPH method.
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5.7. Valorisation des jus à base de karoubi pour une commercialisation future. 

 

Evaluation de degré de conservation des différentes préparations, poudre, sirop et jus, 

issues de karoudi, en choisissant le pouvoir antioxydant comme paramètre intrinsèque 

de la nbonne conservation des aliments. 

Sujet en collaboration avec lINRA Beni Méllal 

 

Activité antioxydante (scavenging activity)   (Powder, juice and sirup) 

 

Cette étude s’inscrit dans une démarche de valorisation des jus à base de karoubi pour une 

commercialisation future. Nous avons considéré le paramètre « pouvoir antioxydant »  comme 

paramètre intrinsèque de bonne conservation de l’aliment. La matière première poudre de 

Karoubi à été utilisée pour la préparation d’un jus et du sirop. L’évaluation du pouvoir 

antioxydant de chaque fraction est déterminée par le test DPPH (2,2’-diphenyl-1-

picrylhydrazy) (voir partie Méthode). 

Les résultats préliminaires montrent clairement qu’une augmentation progressive de la 

concentration (µg/ml) des factions (poudre, jus ou sirop) provoque un effet antioxydant plus 

important (Figure ci-dessous).  
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Figure 24: Effet antioxydant des différentes fractions issues de karoubi 

 

Extracts IC50 (µg/mL) 

Powder 20 

Juice 156 

Sirup - 

Vitamin C 5 

 

 

Ainsi, les IC50 (concentration permettant de reduire de 50% la concentration initiale de 

DPPH) mesurés pour les fractions, poudre, jus et sirop sont 20 µg/ml, 156 µg/ml, 

respectivement (Tableau ci-dessus). Parallèlement, la vitamine C (contrôle positif) montre un 

IC50 de 8 µg/ml dans les mêmes conditions expérimentales. Ces résultats montrent que le 

pouvoir antioxydant se retrouve mieux conserver dans la fraction jus alors que dans la fraction 

‘sirop’ il est quasi nul. Cependant, l’étape de préparation du jus à partir de la poudre cause 

une baisse du pouvoir antioxydant d’un facteur 7. D’autres études sont programmées afin 

d’évaluer l’effet de la lumière, la température et le temps de conservation. 
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5.8. Discussion Générale et Conclusion 

 

 

La formation de la tumeur, qui, en se développant arrive à détruire les cellules normales 

avoisinantes. La capacité de se diviser, de se spécialiser, mais aussi de mourir est inscrite dans 

le génome de chaque cellule saine. Sous l'influence de facteurs environnementaux, (tabac, le 

soleil…), de certains agents chimiques ou physiques, ou encore de certains virus, le génome 

humain subit des altérations, appelées mutations génétiques, qu'il est en mesure de réparer. 

Lorsque ce système de réparation fait défaut ou débordé, la cellule conserve ces mutations et 

devient anormale. Ne répondant plus aux signaux environnants elle échappe à toute 

régulation. Engagée dans un processus anarchique, elle accumule les anomalies et conduit au 

développement d'un cancer. La cellule cancéreuse peut se "détacher" de la tumeur, migrer 

dans une autre partie du corps (par le sang ou par la lymphe) et s'installer dans un autre 

endroit du corps, voire un autre organe pour créer une nouvelle tumeur. Les tumeurs créées 

dans un endroit différent sont appelées métastases. 

L’expression de l’activité phosphatase alcaline (APAL) serait associée à une grande variété 

de cancer humain et une telle expression aberrante de l’APAL dans les cellules cancéreuses a 

suggéré son implication probable dans le développement des tumeurs [1]. Dans les 

lymphocytes B, l’expression de l’activité phosphatase alcaline est considérée comme 

marqueur intrinsèque des cellules B activée et que cette activité enzymatique est absence dans 

les cellules T [2]. Une augmentation de l’APAL lors de la multiplication des cellules 

cancéreuses (MCF-7 cells, human breast cancer) traitées par du dexamethasone, acide 

rétinoique ou du phorbol 12-myristique 13-acétate est également constatée [3]. De manière 

générale, lorsque les cellules cancéreuses sont stressées par la présence des drogues 

cytotoxiques, l’APAL augmente [4]. Les hormones stéroïdiennes comme les glucocorticoïdes 

sont également des régulateurs de l’APAL [5]. En revanche aucune diminution de l’activité 

APA n’a pu être détectée ou signalée en réponse à une stimulation ou inhibition de la 

prolifération des cellules cancéreuses ou cellules normales dans la littérature, à notre 

connaissance. Ainsi, dans le présent travail nous nous sommes intéressés à faire une première 

évaluation de la corrélation entre l’effet antiprolifératif (ou prolifératif) des drogues pures 

(carvacrol et cisplatine) et la modulation de l’APAL dans la lignée tumorale P815. 
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L’inhibition de l’activité phosphatase alcaline par le carvacrol, à faible concentration, est 

corrélée avec la stimulation de la prolifération des cellules cancéreuses P815 [Ayad H et al. 

2016 ; Ayad H, 2018; Ayad et al. Article soumis, ci-joint]. Le même phénomène a pu être 

observé dans les cellules mononucléaires humaines du sang périphérique (PBMC) avec une 

sensibilité moindre (5 fois moins sensible). Les effets observés après 24 à 48h d’incubation, 

cycle cellulaire, suggère fortement une régulation/inhibition au niveau de la transcription des 

gènes codant pour la ou les phosphatases alcalines (PA) dans les cellules cancéreuses P815. 

Pas d’effet inhibiteur direct du carvacrol sur l’APAL préparée à partir des cellules P815. Cet 

effet prolifératif observé du carvacrol sur la lignée P815 avec la baisse considérable (-70%) de 

l’APAL intracellulaire est un résultat nouveau, jamais détecté ou signalé auparavant lors de la 

stimulation ou l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses ou cellules normales. 

Cet effet prolifératif qui apparaît concomitant à l’effet répresseur du carvacrol sur l’APAL, 

suggère que lorsque cette activité enzymatique est réprimée les cellules tumorales P815 

prolifèrent mieux. Contrairement aux extraits ou drogues cytotoxiques qui montrent une 

corrélation entre l’effet antiprolifératif et l’augmentation de l’APAL. De plus, l’effet du 

carvacrol à faible dose apparait similaire à celui obtenu par action de l’agent mitogène 

pookweed (facteur de croissance) utilisé dans le présent travail. En effet, le pookweed stimule 

la prolifération des cellules cancéreuses P815 et au même temps réprime l’APAL, exactement 

comme le carvacrol [Ayad H. et al. Article soumis]. Le fait que le carvacrol possède cette 

propriété mitogen-like pourrait nous ouvrir une autre voie différente et nouvelle pour contrer 

ce fléau « cancer» » qui ne cesse de proliférer. La caractérisation de la cible phosphatase 

alcaline et son implication probable dans le contrôle cellulaire serait d’un atout considérable 

pour le développement d’une nouvelle approche thérapeutique. 

 

Le développement d’une nouvelle molécule douée d’activité thérapeutique (médicament) à 

partir de la conception, les tests préliminaires et les phases cliniques (I, II, II et IV), jusqu’à sa 

mise sur le marché est un processus très long et très couteux. Le coût global est estimé à 

environ 900 millions de dollars American soit 9000 millions de dirhams. Les tests 

préliminaires (précliniques) constituent une étape capitale, permettant d’éliminer les drogues 

inefficaces avant d’entamer la recherche clinique. La culture in vitro des cellules cancéreuses 

représentant une maladie (cancer) ou une anomalie biochimique associée à cette maladie 

[6,7], et la mise en place des tests de détermination du % d’inhibition de la croissance 
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cellulaire (viabilité cellulaire) est devenue primordiale dans le screening des molécules ayant 

un potentiel thérapeutique. Il est donc crucial d’avoir une ou des méthodologie(s) précise(s) 

de screening initial des drogues dans la phase de recherche préclinique avec des résultats 

exploitables à partir de test de cytotoxicité in vitro. Ces résultats peuvent influencer 

considérablement sur le choix de la molécule « tête de série » pour la suite du processus de 

développement. 

Plusieurs méthodes ont pu être développées pour l’évaluation de la cytotoxicité in vitro, 

dont certaines sont applicables sur les cellules adhérentes et non adhérentes. Cependant 

aucune n’est universelle. De plus, sur les mêmes lignées tumorales, différentes méthodes 

d’évaluation de la cytotoxicité in vitro peuvent donner des résultats différents [8]. Le test 

MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium Bromide] est devenu une référence 

pour la détermination de la viabilité et la prolifération cellulaire depuis son adoption par l’Institue 

Nationale de Cancer dans son programme de recherche de nouvelles drogues douées d’activité anti 

cancéreuse [9,10]. La méthode MTT est basée sur la conversion du tetrazolium en cristaux de 

formazan (forme insoluble) essentiellement par les déshydrogénases mitochondriales des cellules 

vivantes et non pas les cellules mortes [11, 12]. Cependant, la réduction du réactif tetrazolium par 

d’autres déshydrogénases intracellulaires notamment au niveau du réticulum endoplasmique et par 

de nombreux composés endogènes et exogènes, pose le problème de la sensibilité et de la 

spécificité de la méthode [13, 14]. En pratique, l’élimination d’une partie du milieu de culture avant 

l’addition du réactif MTT est très hasardeuse et cela est particulièrement vrai pour les cellules 

cancéreuses non adhérentes (cellules en suspension). De plus, de nombreuses tentatives 

d'utilisation de ce test ont échoué d’établir une relation linéaire entre le produit MTT-

formazan et le nombre de cellules, notamment à des densités cellulaires élevées [9, 11]. Ceci 

est particulièrement important, car le plus grand nombre de cellules (forte croissance 

cellulaire) se trouve dans les cellules témoins non traitées et celles-ci constituent une 

référence pour déterminer les paramètres de sensibilité aux drogues ou aux médicaments 

cytotoxiques. Un autre désavantage de la méthode MTT est que le cristal de formazan formé 

par les cellules vivantes est insoluble dans le milieu de culture, de sorte qu'une étape 

supplémentaire d’addition de solvant est nécessaire pour le dissoudre. Une étude récente a 

proposé qu’une solubilisation du formazan par un mélange SDS-HCl 0,01 M offre des 

résultats meilleurs [15].  

En outre, une interférence entre le test MTT et tous les inhibiteurs de la glycolyse testés a 

été observée et à cet égard, toute analyse de chimio-sensibilité devant être utilisée pour 
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évaluer de nouveaux agents cytotoxiques (médicaments) ou combinaisons potentiels doit être 

évaluée pour en déterminer leur potentiel d'interférence. En effet, les interférences entre le test 

MTT et les inhibiteurs d'hexokinase ainsi que la lonidamine qui inhibent tous la glycolyse ont 

été étudiés. Les inhibiteurs d'hexokinase, le 2-désoxyglucose (2DG) et le 3-bromopyruvate (3-

BrPA), annulent la conversion du glucose en glucose-6-phosphate par des hexokinases [16]. 

En revanche, l'exposition à la lonidamine (LON) provoque des dommages au niveau des 

mitochondries et finalement l'arrêt de la glycolyse [17]. La glycolyse aérobie est la voie de 

production d'énergie privilégiée des cellules cancéreuses, un phénomène connu sous le nom 

d'effet Warburg [18]. Les cellules normales ne présentent pas un taux d’activité élevé de la 

voie glycolyse conduisant à la génération de seulement deux molécules d'ATP par molécule 

de glucose utilisé, alors que le cycle de Krebs produit 36 molécules d'ATP pour chaque 

molécule de glucose consommée [19]. La conversion du glucose en glucose-6-phosphate par 

les hexokinases est la seule étape limitante dans la voie glycolytique et donc une cible très 

attrayante pour les agents chimio-thérapeutiques potentiels [20]. Du fait que ces inhibiteurs de 

la glycolyse exercent un effet sur l'activité mitochondriale, il est donc fort probable que ces 

inhibiteurs, comme d’ailleurs toutes les molécules ayant un potentiel d’oxydoréduction, 

puissent interférer avec le teste MTT de dénombrement des cellules. Ce paramètre 

d’interférence doit être envisagé avant la finalisation des protocoles expérimentaux. 

Les méthodes utilisées lors de la sélection initiale des anticancéreux potentiels doivent être 

suffisamment sensibles à détecter de petites différences dans le nombre de cellules; mais 

suffisamment robuste pour générer des résultats reproductibles sous diverses conditions 

expérimentales. Dans ce sens, la mise en place d’une procédure expérimentale simple peut 

assurer des données fiables à partir de la première expérience et présenter un potentiel pour 

l'automatisation. 

Le test DCPIP (2-6 DiChloroPhenol-Indophenol), proposé dans le présent travail [Ayad H 

et al. article soumis, ci-joint], constitue une bonne alternative et / ou complémentaire à la 

méthode MTT. En effet, le test DCPIP ne dépend pas du métabolique fonctionnel des cellules 

vivantes, contrairement au test MTT qui peut être influençable par le milieu de culture, la 

situation métabolique de la cellule et par les interférences métaboliques causées par les 

inhibiteurs de la glycolyse [21, 22]. Etant donné que le test DCPIP est réalisé avec des 

cellules homogénéisées en présence du détergent TX-100, la décoloration (réduction) de 

DCPIP est corrélée au pouvoir réducteur d’enzymes déshydrogénases, y compris la succinate 
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déshydrogénase, et leur quantité. Pour valider ce test DCPIP, nous avons utilisé des cellules 

cancéreuses adhérentes, lignée MCF7 (human breast cancer cell line) et lignée MDAmb468 

(human triple-negative breast cancer cell line), et des cellules cancéreuses non adhérentes, 

lignée P815 (murine mastocytoma cell line). L’inhibition de la croissance cellulaire (chimio 

sensibilité) in vitro a été déterminée conjointement par la méthode DCPIP et la méthode 

MTT. Ainsi, nous avons mis au point une nouvelle méthode de chimio-sensibilité, basée sur la 

réduction du réactif DCPIP, applicable aux cellules adhérentes et non adhérentes, simple, 

rapide et peu coûteuse et qui donne des résultats quasi similaires à ceux obtenus par le test 

MTT [Ayad, H et al. Article soumis]. 

 

 

Parallèlement, nous avons entrepris une étude d’évaluation de l’effet cytotoxique et 

antioxydant des différentes molécules nouvellement synthétisées, famille des 

dihydropyrimidinones, les dérivés Hydrazones Hétérocycliques et les systèmes 

Hétérocycliques Nitré. L’objectif étant de sélectionner des molécules ‘tête de série’ et 

d’envisager une étude relation structure-activité afin d’orienter la synthèse chimique et 

d’améliorer leur l’efficacité cytotoxique. 

De manière générale, les espèces réactives de l’oxygène (ROS) telles que l’oxygène 

singulet (1O2), le radical superoxyde (O2
●-), le radical hydroxyle (OH●) et le peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) sont des molécules partiellement réduites et fortement toxiques. 

Elles sont responsables des dégâts cellulaires et tissulaires souvent irréversibles dont les 

cibles biologiques les plus vulnérables sont les protéines, les lipides et l’acide 

désoxyribonucléique [23,24]. Ces espèces oxygénées sont produites par l’organisme au 

cours des réactions métaboliques normales des cellules. D’un autre coté l’exposition 

environnementale à divers facteurs (tabac, polluants, radiations ioniques, alcool, 

pesticides synthétiques…) peut être un facteur aggravant et augmente leur production 

[25-28]. Cette surproduction au-delà des capacités antioxydantes des systèmes 

biologiques donne lieu au stress oxydant qui est impliqué dans l’apparition de plusieurs 

maladies, inflammatoires [29,30], auto-immunes [25], neuro-dégénératives [27], 

cardiaques [31], diabète [32] ou certains cancers [33]. Pour échapper à ces graves 

conséquences du stress oxydant, l’apport d’antioxydants s’avère nécessaire. Les 

antioxydants sont largement utilisés comme additifs alimentaires pour maintenir la 
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qualité des aliments et les protéger des phénomènes d’oxydations. C’est dans se sens, 

que nous avons utilisé le pouvoir antioxydant comme critère de stabilité et de 

conservation des aliments (qualité) dans l’étude de valorisation des jus à base de karoubi 

pour une commercialisation future (en collaboration avec INRA Beni-Méllal). 

Actuellement les antioxydants synthétiques les plus utilisés comme le BHT (Butyl 

Hydroxy Toluene) et le BHA (Butyl Hydroxy Anisole) peuvent être toxiques [34]. En 

effet, le BHA convertirait certains produits ingérés en substances toxiques ou 

carcinogènes en augmentant la sécrétion des enzymes microsomales du foie et des 

organes extra-hépatiques [35]. Il présente aussi des effets carcinogènes chez le rat [36]. 

De nouvelles recherches sont donc menées afin de découvrir de nouveaux antioxydants 

d'origine naturelle ou synthétique. De plus, les antioxydants inhibent la synthèse des 

prostaglandines et induisent des enzymes métabolisant les médicaments en plus de 

nombreuses activités biologiques [37, 38]. 

Les résultats obtenus dans le présent travail sont prometteurs pour certaines 

molécules, notamment 1-(4-methoxybenzyledine)-2- phenylhydrazine (IC50 = 1.5 µg/ml 

sur la lignée P815) avec des effets anticancéreux nettement meilleurs que 

l’anticancéreux de référence cisplatine (IC50 = 12 µg/ml sur la même lignée P815). Ce 

dérivé hydrazone, 1-(4-methoxybenzyledine)-2- phenylhydrazine, montre également un 

effet antioxydant (IC50 = 14 µg/ml) semblable a celui de la vitamine C (IC50 = 5 µg/ml) 

[Article soumis, ci-joint]. En revanche la molécule 1-(3-nitrobenzyledine)-2- 

phenylhydrazine montre une cytotoxicité significative (IC50 entre 7 et 20 µg/ml) sur 

toutes les lignées cellulaires cancéreuses testées, adhérentes et non adhérentes, alors que 

son effet antioxydant apparait moins important (IC50 = 60 µg/ml), due à la présence du 

groupe attracteur NO2. On a entrepris une étude électrochimique et pouvoir antioxydant 

des Systèmes Hétérocycliques Nitré. Le but étant d’établir une corrélation entre le 

pouvoir antioxydant et les réactions d’oxydoréductions afin d’orienter au mieux la 

synthèse chimique des futures molécules [Article en préparation, ci-joint]. A terme, il 

serait intéressant de définir des paramètres chimiques et électrochimiques spécifiques à 

chaque substituant (NO2, CH3-O-, …) utilisé, et d’évaluer leur impact sur la cytotoxicité 

des cellules tumorales.  
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En conclusion, il apparaît que l'activité phosphatase alcaline est prépondérante dans la 

nature. Elle est présente dans une grande diversité de milieux naturels. Ce caractère quasi-

ubiquitaire des phosphatases alcalines laisse penser que cette activité enzymatique joue un 

rôle très imporant dans les processus fondamentaux de la vie. L’effet répresseur du 

Carvacrol sur l’activité phosphatase alcaline intracellulaire, lors de la stimulation ou 

l’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses ou cellules normales, est un résultat 

nouveau, jamais détecté ou signalé auparavant. L’implication de cette enzyme dans le 

contrôle prolifératif/antiprolifératif des cellules tumorales, soulève une fois de plus le rôle 

central que pourrait jouer cette activité phosphatase alcaline dans le développement du 

cancer. Les effets observés après 24 à 48h d’incubation (cycle cellulaire) suggèrent 

fortement une régulation/inhibition au niveau de la transcription des gènes codant pour la ou 

les phosphatases alcalines « type prolifératif » (PAL-pr) dans les cellules cancéreuses P815. 

De plus, l’effet du Carvacrol à faible dose apparait similaire à celui obtenu par l’action de 

l’agent mitogène pookweed (facteur de croissance) utilisé dans le présent travail. Cette 

propriété mitogen-like du Carvacrol renforce notre approche expérimentale et pourrait nous 

ouvrir une autre voie différente et nouvelle pour contrer ce fléau « le cancer » qui ne cesse de 

proliférer. En effet, cette activité PAL-pr pourrait être une enzyme particulière (iso-enzyme 

de la famille des phosphatases alcalines) et lorsqu’elle est réprimée de manière spécifique, 

directement ou indirectement, conduirait à la prolifération cellulaires cancéreuses. Dans cette 

hypothèse, la PAL-pr constituerait une cible potentielle pour l’immunothérapie et la 

chimiothérapie. 
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5.9. PERSPECTIVES 

 

Implication de la Phosphatase Alcaline proliférative (PA-pr) dans les cellules 

cancéreuses : caractérisation et ciblage potentiel pour l’immunothérapie et la 

chimiothérapie. 
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Implication de la Phosphatase Alcaline proliférative (PAL-pr) dans les cellules 

cancéreuses : caractérisation et ciblage potentiel pour l’immunothérapie et la 

chimiothérapie. 

 

La phosphatase alcaline de type proliférative (PAL-pr) serait probablement responsable et/ou 

impliquée fortement dans une voie de « signalisation intracellulaire », contrôlant ainsi la 

prolifération des cellules cancéreuse via un mécanisme impliquant la répression du gène 

codant pour PAL-pr. Cette activité PAL-pr pourrait être une enzyme particulière (iso-

enzyme de la famille des phosphatases alcalines) et lorsqu’elle est réprimée de manière 

spécifique, directement ou indirectement, conduirait à la prolifération cellulaire. Dans cette 

hypothèse, il serait primordial d’établir un profile protéique, sur un gel polyacrylamide dans 

les conditions dénaturantes (SDS-page) et non dénaturantes, avec repérage des différentes 

activités PAL, y compris l’activité PAL-pr, issues des cellules traitées ou non. 

L’identification des activités PA sur gel pourrait être réalisée par l’incubation des petits 

fragments du gel avec le substrat PNPP ou visualisée directement sur le gel en utilisant une 

solution 5 mg/ml de 5-bromo-3-indolyl phosphate, p-toluidine salt (BCIP). Parallèlement à 

la caractérisation biochimique de la PAL-pr, une première caractérisation immunologique 

par l’utilisation d’anticorps (anti-phosphatases alcalines disponibles sur le marché) après 

transfert sur nitrocellulose est indispensable  

Nous tenterons de démontrer que l’activité PAL-pr est complètement différente de celles 

exprimées lors des stress cellulaires, provoqués par des anticancéreux cytotoxiques 

notamment la vincristine, cis platine, etc. Dans cette hypothèse, la recherche du gène codant 

pour cette activité PA-pr serait indispensable. Ainsi, l’évaluation du nombre de copie 

exprimée de chaque gène des différents iso-formes des phosphatases alcalines, en utilisant 

les amorces des oligonucléotides spécifiques de chaque gène étudié. 

La spécificité de cette activité PAL-pr pourrait ouvrir des perspectives à la fois au niveau 

fondamental et notamment la compréhension des mécanismes impliqués dans la 

signalisation/régulation de la prolifération cellulaire mais également une cible de choix pour 

une approche immunologique, pharmacologique et thérapeutique. Dans ces perspectives, 

l’utilisation des anticorps anti-phosphatases alcalines qui existe déjà sur le marché pourrait 
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se révéler primordial pour la mise au point d’un protocole de ciblage des cellules 

cancéreuses exprimant et de manière spécifique l’iso forme PAL-pr. 

En fin, y a t il un lien entre l’activité PAL-pr et la voie tyrosine kinase ?. Est-ce que l’effet 

cytotoxique sur les cellules tumorales n’impliquerait pas le système de 

phosphorylation/déphosphorylation de(s) substrat(s) comme la voie tyrosine kinase ?. Dans 

cette hypothèse, l’augmentation de l’activité PAL, généralement observée dans les cellules 

traitées par les drogues cytotoxiques, ne serait elle pas impliquée dans la régulation de la 

voie tyrosine kinase ?, via une déphosphorylation. Inversement, la baisse de l’expression de 

l’activité PAL-pr intracellulaire, par le Carvacrol par exemple, épargnerait la régulation par 

déphosphorylation et par conséquence favoriserait la prolifération des cellulaires tumorales 

observées dans les cellules P815 [AYAD H et al. 2016 ci-dessus]. 

 

Approches préconisées et méthodologie 

Parallèlement à l’extraction, purification et synthèse chimique (hemi-synthèse), le 

screening des molécules repose sur des expériences in-vitro qui seront validées sur un 

modèle animal, souris DBA-2 porteuse de la tumeur P815. Diverses lignées tumorales 

(humaines et animales) sont utilisées. Nous avons mis au point la technique de cytotoxicité 

des cellules tumorales par des produits exogènes ainsi que celle d’analyse de l’expression 

des gènes par PCR. La technique de suivie de l’effet des produits sur la progression tumorale 

in-vivo est également une technique de routine dans notre laboratoire (voir ci-dessous). 

 

A. Effet cytotoxique sur les lignées tumorales in vitro. 

Les différentes fractions et drogues seront testées pour leur capacité cytotoxique contre 

des lignées tumorales établies d’origine animale (P815, L929, BHK, Vero, Hep, DC-3F) ou 

humaine (IGR-OV1, MCF-7) et leurs homologues sélectionnées pour leur résistance à la 

chimiothérapie et donc qui expriment le gène MDR1 (L929/MDR, MCF-7/ADR, IGR-

OVI/ADR, IGR-OVI/VCR, et IGR/CP). Il est à noter que les lignées MCF7-ADR et IGR-

OVI/ADR sont résistantes à l’adriamycine alors que les lignées IGR-OVI/VCR et IGR-

OVI/CP sont résistantes à la vincristine et au cis-platine, respectivement. Ces lignées font 

partie d’une banque de lignées tumorales dont nous disposons au sein de notre laboratoire. 

Ces cellules tumorales seront cultivées dans des plaques de cultures de 96 puits. La densité 
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cellulaire est de 10 000 cellules par puits dans un volume de 100 l de milieu de culture 

(RPMI 1640 supplémenté par le sérum de veau fœtal, de glutamine et de pénicilline). Les 

incubations seront effectuées en présence de concentrations variables des différents produits 

(ou fractions) pendant 24, 48 ou 72 heures dans une atmosphère humide à 37°C et 5% CO2. 

Ensuite la cytotoxicité au niveau de chaque puits sera mesurée par de DO à 540 nm en 

utilisant la technique de DCPIP développéé dans notre laboratoire (Ayad H. et al. Soumis). 

Ces techniques sont actuellement disponibles dans notre laboratoire à Beni-Mellal et des 

résultats ont déjà été obtenus par ces techniques. Les molécules (ou fractions) toxiques 

contre les lignées tumorales étudiées, seront testées pour leur capacité à induire la mort 

cellulaire programmée (apoptose) (voire ci-après en C). 

 

B. Effet sur la progression tumorale in vivo. 

Un modèle de souris syngéniques a été mis en place. Ce modèle utilise des souris DBA-2 

porteuses de l’haplotype (H2d) qui reçoivent, par injection sous cutanée, une suspension de 

cellules tumorales P815 du même haplotype (H2d). Ces souris développent une tumeur 

palpable dont le volume (en mm3) peut être mesuré chaque jour. Ces souris seront traitées 

par différentes doses d’extraits (ou produits purifiés) et la progression ou la régression 

tumorale sera suivie pour chaque lot de souris. Les souris témoins recevront du PBS seul. 

Parallèlement, nous analyserons l’effet des différents composés (ou extraits) actifs sur le 

pouvoir métastasique des cellules cancéreuses. En effet, P815 est une lignée tumorale qui 

donne des métastases au niveau hépatique et pulmonaire. Les différents lots traités ou non 

seront examinés pour le développement des métastases. D’autres paramètres tels que la 

variation du poids corporel, la longévité, la numération des PBMC au cours du traitement 

seront aussi mesurés.  

 

C. Analyse de la mort cellulaire programmée (apoptose) 

De nombreuses drogues utilisées en chimiothérapie anticancéreuse induisent la mort par 

apoptose des cellules cibles. Cette induction peut être directe ou indirecte, conséquence de 

lésions causées dans l’ADN. Plusieurs mécanismes ont été invoqués pour expliquer cette 

induction de l’apoptose : induction de Fas et Fas-L, activation des MAP-kinases des voies de 

stress, stimulation du relargage de cytochromes C par les mitochondries [1-4]. Le mode 
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d’action de l’apoptose pourrait dépendre à la fois des drogues utilisées et du type cellulaire. 

Nous mesurerons l’induction de l’apoptose par les différents composés (ou extraits) actifs et 

par les composés usuellement utilisés dans la chimiothérapie (adriamycine, vincristine, cis-

platine, taxol). Parallèlement, nous chercherons à associer aux stimulis susceptibles de 

déclencher l’apoptose une activation des caspases ou une modulation de l’expression des 

gènes régulateurs de ce phénomène (Myc, p53, Bc-2, Bax, ..) 

Deux méthodes seront utilisées pour apprécier la mort cellulaire programmée. La 

première est celle de la dégradation d’ADN en fragment de 100 à 200 paires de bases 

donnant un aspect de « barreaux d’échelle » en électrophorèse. Cette technique est 

maintenant en place dans notre laboratoire de Béni-Mellal. Les lignées tumorales seront 

incubées pendant 6, 12 ou 24 heures en présence des différents composés purifiés. L’ADN 

sera préparé à partir d’une suspension cellulaire (10 millions de cellules) en utilisant la 

technique du phénol-chloroforme. La séparation des fragments sera effectuée par 

électrophorèse sur un gel d’agarose 1-2% en présence d’un marqueur de poids moléculaires. 

Les différents fragments seront visualisés sous la lumière ultraviolette à 312 nm. La présence 

des bandes d’ADN sous forme de barreaux d’échelle témoignerait d’une mort cellulaire de 

type apoptotique.  

Dans la deuxième méthode, nous utiliserons la microscopie à fluorescence avec prise de 

photographie afin de visualiser le noyau des cellules en apoptose après coloration par 

l’acridine orange, l’iodure de propidium ou l’annexin V.  

Ces deux approches complémentaires devraient nous permettre de visualiser l’apoptose 

mais également de distinguer les cellules apoptotiques des cellules nécrotiques.  

 

D. Evaluation par technique PCR des effets des principes actifs sur l’expression des gènes 

La plupart des médicaments utilisés en chimiothérapie induisent l’activation de gènes 

associés à la réponse cellulaire immédiate aux lésions de l’ADN, en particulier les gènes Fos, 

Jun, p53, Gadd, polymérase-, PKC, les gènes codant pour les ubiquitines, ainsi que d’autres 

protéines nucléaires se liant aux adduits de l’ADN. Cette induction pourrait être liée, du 

moins en partie, à l’activation des récepteurs à activité tyrosine kinases, des MAP kinases 

(mitogen-activated protein kinases), protéines kinases associées à l’ADN. Ces dernières 

activées suite à des lésions de l’ADN, phosphorylent un certain nombre de protéines incluant 

Fos, Jun, la protéine de la réplication HSSB (human single stranded DNA-binding protein), 
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et la p53 [5]. Bien que le rôle de ce phénomène d’induction ne soit pas clairement établi, il 

est cependant fort probable que cela passe par une régulation/activation des protéines de 

réparation et/ou par la modulation du cycle cellulaire à la suite des lésions de l’ADN. Dans 

ce dernier cas, la p53 est requise pour l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1, étape 

nécessaire pour la réparation [6,7]. L’inactivation de la p53 par des mutations est très 

fréquente dans les cancers humains et y est souvent associée à la résistance et aux rechutes. 

Les mutations dans p53 sont également capables d’induire la résistance cellulaire aux 

facteurs de croissances [8] et de moduler les gènes de résistance. Ainsi, il a été démontré que 

la p53 mutée stimule le promoteur du gène MDR1 [9]. 

C’est dans cette optique que la technique de PCR compétitive sera utilisée pour étudier 

l’effet des différents composés (ou extraits) sur l’expression des gènes contrôlant la 

régulation de la prolifération cellulaire, y compris l’apoptose (Bcl-2, Myc, p53, bax, Fas et 

Fas-L), ainsi que ceux impliqués dans la réponse cellulaire immédiate aux lésions de l’ADN 

(Fos, Jun, Gadd, p53). La même technique sera également utilisée pour mettre en évidence 

l’expression du gène codant pour les phosphatases et notamment la forme proliférative 

(PAL-pr). Cette étude concernera aussi bien les lignées tumorales en culture in vitro que les 

tumeurs traitées in vivo par les différents produits toxiques. In vitro, les différentes lignées 

tumorales seront stimulées pendant 3, 6 ou 12 heures par des concentrations cytotoxiques 

minimales des composés actifs. Les cellules seront ensuite lavées et les RNA totaux préparés 

par le kit « RNA-plus » commercialisé. Ces RNA seront soumis à une transcriptase inverse 

en utilisant un oligo (dt) pendant une heure à 37°C. PCR compétitive sera amorcée en 

utilisant comme matrice les cDNA et comme amorce des oligonucléotides spécifiques de 

chaque gène étudié. Cette réaction se déroule en présence de la taq polymérase et des 

dNTPs. La PCR est rendue compétitive par l’addition dans le milieu réactionnel des 

concentrations croissantes des inhibiteurs respectifs pour chaque gène. Cette technique est 

mise au point au sein de notre laboratoire. 

Parallèlement à ces études de PCR au niveau des ARN, une autre étude au niveau des 

protéines correspondantes sera également menée au sein de notre laboratoire. Pour ce faire, 

nous procéderons à une culture des lignées tumorales pendant 12, 24, 48 et 72 heures en 

présence des concentrations cytotoxiques minimales des différents composés. Par la suite, 

les cellules seront lavées dans du PBS, perméabilisées dans du méthanol (10 minutes à –

20°C) et testées pour l’expression des protéines codées par les gènes sus-cités en utilisant des 
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anticorps couplés à la fluorescéine. Ce test de fluorescence fait appel à un appareil de 

cytométrie en flux (FACS) ou peut être effectué en utilisant un microscope à fluorescence. 
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