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Résumé :

Le thromboxane A, (TXA,) est un puissant agrégant plaquettaire, vaso- et
bronchoconstricteur impliqué dans diverses pathologies comme 1’asthme bronchique et les
maladies cardiovasculaires. Afin de traiter ces maladies, de nombreuses drogues aux
propriétés antagonistes du récepteur du TXA, (TP) et /ou aux propriétés inhibitrices de la
thromboxane synthétase ont été développées. Actuellement, le seratrodast (Bronica®),
préconisé dans le traitement de 1’asthme, est le seul antagoniste du récepteur du TXA,
disponible, et ce uniquement au Japon.

En 1992, le torasémide (Torrem®), un diurétique utilisé dans le traitement de
I’hypertension, a été rapporté comme étant un faible antagoniste du récepteur TP. Parmi les
nombreuses molécules chimiquement apparentées au torasémide, certaines présentaient
une bonne affinité pour le récepteur du TXA, (IC,,< 0,28 uM). Nous avons montré
I’antagonisme de ces molécules par leur activité antiagrégante des plaquettes,
myorelachante de la trachée de cobaye et de 1’aorte de rat précontractées par le U-46619,
un agoniste du récepteur du TXA,. Ces drogues ont été comparées a des composés de
référence et il s’est avéré que certaines d’entre elles étaient plus puissantes.

Ensuite, nous avons montré que ces composés avaient perdu les propriétés diurétiques du
torasémide, leur composé parent.

Au regard de I’intérét thérapeutique, il a été montré que certaines drogues antagonistes du
récepteur (BM-519, BM-531, BM-567, BM-573) présentaient un pouvoir inhibiteur de la
thromboxane synthétase supérieur a celui du furegrelate, inhibiteur de cette enzyme choisi
comme référence.

Au cours de ce travail, I’évaluation biologique de ces molécules originales a donc permis
de mettre en évidence une puissance et un profil pharmacologique dont 1’activité in vivo
devrait confirmer leur intérét dans le traitement de 1’asthme et de I’accident vasculaire.
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1 Le thromboxane A,

Les prostanoides et les leucotrienes sont des médiateurs cellulaires lipidiques
physiologiquement actifs. Ils appartiennent a la grande famille des eicosanoides, une
famille de molécules dérivant d’acides gras polyinsaturés a vingt atomes de carbone.

Le terme prostanoide regroupe les prostaglandines et les thromboxanes en raison
de leur structure chimique apparentée a 1’acide prostanoique (Figure 1), un composé
formé d’un cyclopentane et de deux chaines latérales oc et @ (Nugteren et al., 1966).

La biosynthése de ces médiateurs, étroitement régulée, survient en réponse a des
stimuli physiques, chimiques ou hormonaux.

o
COOH
Figure 1: Structure de I’acide prostanoique

1.1  Des phospholipides membranaires a I’acide arachidonique

Toute membrane biologique a pour structure fondamentale une bicouche
lipidique composée de phospholipides et de protéines dans des proportions variables.
Les glycérophospholipides sont des molécules dites amphiphiles, c’est-a-dire constituées
d’une téte polaire et d’'un domaine hydrophobe représenté par deux acides gras
estérifiant les hydroxyles portés par les carbones 1 et 2 du glycérol (Figure 2). Les
glycérophospholipides les plus courants sont: la phosphatidyléthanolamine, la
phosphatidylcholine, la phosphatidylsérine et le phosphatidylinositol.
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Figure 2: Structure générale des glycérophospholides




Parmi les acides gras estérifiant le glycérol, on retrouve notamment [’acide
arachidonique (ou acide 5, 8 ,11, 14-eicosatétraénoique). Ce dernier est le précurseur des
prostaglandines, de la prostacycline et du thromboxane A, (Figure 3).

— = COOH
Figure 3 : Structure de I’acide arachidonique.

L’acide arachidonique, précurseur essentiel provient des apports alimentaires ou
dérive de I’acide linoléique (Figure 4), un acide gras essentiel nommé vitamine F (Burr
et Burr,1930).

g T i T WL ML -

Figure 4 : Structure de I’acide linoléique

La présence de I’acide arachidonique dans les membranes cellulaires est
importante pour la libération ultérieure de ce composé. Celle-ci fait intervenir, une
enzyme, la phospholipase A, présente dans le cytosol et qui posséde une forte affinité
pour I’acide arachidonique (Smith, 1992).

La phospholipase A, hydrolyse le lien sn-2 ester des phospholipides
membranaires, et en particulier celui de la phosphatidylcholine et de la
phosphatidyléthanolamine, avec pour conséquence la libération de 1’acide arachidonique
(Figure 5). D’autres phospholipases comme les phospholipases C et D peuvent aussi
participer a la libération de I’acide arachidonique mais dans une moindre mesure.

HaC~0~C—(CHy)—CHg

HO-CH O CHa
2 PLA L 0—P—0-(H,C),N-CHs
HzG~0~-C—(CHg)i—CHg 5 Ay
HiC=n(HeC)=G-0-CH O Cha
0 0-P—0-(H,C),*N-CHj
e CH, CHs— (CHa);7— COOH

Figure 5 : Action de la phospholipase A, sur une lécithine




Les corticostéroides, comme la cortisone et la dexaméthasone, utilisés pour
réduire les phénomenes inflammatoires induisent la formation de protéines inhibitrices
de la phospholipase, appelées lipocortines (Flower,1990).

Une fois libéré, I’acide arachidonique peut suivre trois voies métaboliques : la
voie des cyclo-oxygénases (Vane, 1971), la voie des lipo-oxygénases (Samuelsson,
1983) ou encore la voie du cytochrome P 450 (Fitzpatrick et al., 1989). La premiére
conduit a la production des prostaglandines (PGD,, PGE,, PGF,,), de la prostacycline
(PGL,) et du thromboxane A, (TXA,). Les deux derniéres menent respectivement aux
leucotrienes et aux époxydes. Ces trois voies forment la cascade de I’acide
arachidonique (Figure 6).

Phospholipides membranaires
lphospholipase Az

Acide arachidonique

cyclo-oxygénase 1 épo-oxygénase
cyclo-oxygénase 2 lipo-oxygénases (5,12,15) (:enzymes a cytochrome P450)

PGG, Leucotrieénes Epoxydes
/ PGHZ\
PGFyq l TXA;
PGD, PGL 1
PGE,
TXB,

Figure 6 : Métabolisme de 1’acide arachidonique par les trois voies enzymatiques



1.2  Genese des prostaglandines, de la prostacycline et du thromboxane A,

La cyclo-oxygénase (COX) catalyse la transformation de 1’acide arachidonique en
composés actifs tels les prostaglandines D, Es, Faq , I» et le thromboxane A, (Figure 7).

phospholipides

e

phospholipases
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y
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— — COOH  cyclooxygénase ?WOH
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2 NN
LT
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1
OH
Q prostaglandine H, (PGHy)

thromboxane

PGl synthétase synthétase

thromboxane A, (TXA,)
plaquettes
macrophages

OH
prostacycline (PGIﬂ

endothélium vasculaire

HO éH
prostaglandine Fy, (PGFo)

Figure 7 : Métabolisme de 1’acide arachidonique par la COX




L’acide arachidonique posséde quatre doubles liaisons (5, 8, 11, 14). Une fois
celui-ci métabolisé par la COX, seules deux doubles liaisons persistent dans les produits
de biosynthése. Ce qui est indiqué par I’indice 2 présent dans les abréviations citées ci-
dessus.

Le métabolisme d’autres acides gras tri- et penta-insaturés est similaire a celui de
’acide arachidonique. IIs sont également utilisés comme substrat par la COX et ils
meénent dés lors respectivement 2 la formation de prostaglandines, de prostacyclines ou
de thromboxane de type mono-enoiques ou triénoiques.

Il existe deux isoformes de la cyclo-oxygénase codées par deux génes différents.
La COX-1 (forme constitutive) découverte dans les années 70 et récemment cristallisée,
est exprimée de fagon ubiquitaire mais est néanmoins inductible dans certaines
circonstances (Vane, 1971). La COX-2, exprimée dans un nombre plus limité de cellules
est toujours inductible, par des cytokines, des promoteurs tumoraux, des facteurs de
croissance et des gonadotrophines (Fu et al., 1990), (Masferrer et al., 1990).
C’est pourquoi la cyclo-oxygénase joue un rdle capital dans la genese des
prostaglandines lors d’une réaction inflammatoire (causée par une infection
microbienne, une brlilure, un coup ou une intoxication) et peut-é&tre méme lors de
certains processus cancéreux (Subbaramaiah et al., 1997).

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) empéchent la formation des
prostaglandines, des prostacyclines et des thromboxanes en inhibant la cyclo-oxygénase
(Vane, 1971) (Figure 7). Des substances comme 1’aspirine ou I’indométhacine
appartiennent a cette classe de médicaments. Le mécanisme d’action de ces anti-
inflammatoires est I’acétylation d’une sérine de la chaine polypeptidique proche du site
actif de I’enzyme avec pour effet I’inactivation de cette derniere. L’aspirine ne
présentant pas de sélectivité vis-a-vis d’une des deux COX, provoque donc des effets
secondaires telles des lésions gastriques causées par une réduction considérable de la
production de prostacycline et de prostaglandine E, au rdle cytoprotecteur.

Le produit de la réaction catalysée par la cyclo-oxygénase est un endoperoxyde
instable, la PGG; qui est rapidement transformée en PGH,. Cette derniére est ensuite
métabolisée par des enzymes spécifiques en prostaglandines D, , E, , Foy et I, ou en
TXA,.

La prostaglandine D, (PGD,), principal produit de la COX dans les mastocytes,
est formée par I’action de [’endoperoxyde D isomérase dont il existe deux isoformes :
une dans le cerveau et l’autre, dans les cellules sanguines. Ce médiateur est un
métabolite mineur de I’acide arachidonique dans les plaquettes. Il inhibe 1’agrégation
plaquettaire par stimulation de I’adénylate cyclase, et donc par 1’augmentation de la
concentration intraplaquettaire en AMP cyclique. La PGD, peut aussi contribuer 2 la
réponse bronchoconstrictrice observée dans 1’asthme allergique.




La prostaglandine E, (PGE,) essentiellement synthétisée dans la médulla rénale,
dans la muqueuse gastrique et dans les plaquettes, est formée a partir de la PGH; par
I’action de la PGE, isomérase. Ce médiateur est la prostaglandine prédominante dans
I’endothélium des microvaisseaux. La PGE, agit au niveau du rein en inhibant la
réabsorption tubulaire des ions Na® et en controlant le débit sanguin rénal en synergie
avec la PGIL,. Au niveau de la muqueuse gastrique, la PGE, régule le débit sanguin. Les
autres propriétés biologiques de cette prostaglandine sont la relaxation des muscles
lisses bronchiques, la contraction du muscle lisse utérin et la modulation des fonctions
lymphocytaires.

La prostaglandine F,, (PGF,,) synthétisée par une endoperoxyde réductase
provoque la contraction des muscles lisses bronchiques et la vasoconstriction de certains
muscles utérins.

La prostacycline (PGL,) est le principal métabolite de 1’acide arachidonique
produit par I’endothélium vasculaire et la zone sous-endothéliale. Elle est formée & partir
de PGH; par I’action de la prostacycline synthétase. Ce médiateur inhibe 1’agrégation
plaquettaire et I’adhérence des plaquettes a I’endothélium 1€sé, relache les muscles lisses
des bronches et des vaisseaux. Le temps de demi-vie de la PGI; est de trois minutes.

Le thromboxane A, (TXA;) est formé a partir de la PGH, sous I’action de la
thromboxane synthétase qui I’utilise comme substrat. Cette enzyme isolée et purifiée a
partir des plaquettes humaines est formée de 534 acides aminés et d’un héme. Elle est
présente essentiellement dans les poumons, le foie, le cerveau, le cortex rénal et les
cellules endothéliales vasculaires. Ses propriétés physiologiques sont antagonistes a
celles de la PGI,. Le rapport TXA,/PGIL, contrdle donc étroitement le tonus de la
musculature lisse et la fluidité sanguine.

1.3  Présentation et role du thromboxane A,

Le thromboxane A,, découvert en 1975 par Hamberg, fut identifié au sein des
plaquettes, du poumon et du rein (Hamberg et al., 1975). Cette molécule posséde une
fonction carboxylique en C;, une fonction alcool en C;s et un noyau oxanéxétane
résultant de I’addition d’un oxygene sur le noyau cyclopentane (Figure 8).

0 e \:/\/\COOH
15
o /

OH

Figure 8 : Structure chimique du thromboxaneA,




Ce médiateur a un temps de demi-vie plasmatique de quelques secondes en raison
de I’instabilité chimique de son noyau oxanéxétane. Tant in vitro qu’in vivo, le TXA,
est transformé spontanément et de maniere non enzymatique en son produit
d’hydratation le thromboxane B, (TXB;) chimiquement stable mais biologiquement
inactif (Figure 9). In vivo, sa liaison a des protéines plasmatiques comme I’albumine, le
protége un peu de son hydrolyse rapide en TXB,.

OH
NN NN
MOH H,0O COOH
4
0 ; HO” N0 N .
OH OH

thromboxane A, thromboxane B,

Figure 9 : Hydrolyse du TXA; en TXB,

Chez ’homme, le catabolisme du TXA,; aboutit a la formation d’une vingtaine de
prostanoides dans différentes proportions. Les principaux métabolites plasmatiques sont
le TXB, et le 11-déhydroTXB,. Dans les urines, les métabolites majeurs retrouvés sont
le TXB, le 2,3-dinorTXB; et le 11-déhydroTXB, (Uedelhoven et al., 1989) (Figure10).

OH OH
NN 2 - N
_
HO™ O . 07 0" N '
OH OH

thromboxane B, (TXB5) 11-déhydroTXB,

B-oxydation

B-oxydation
OH OH
HO™ Yo~ N . OJ/:DI/\/\/\/
OH OH
2,3-dinorTXB, 11-déhydro-2,3-dinorTXB,

Figure 10 : Catabolisme du thromboxane B,




Le thromboxane A, produit principalement par les plaquettes, les macrophages,
les monocytes et le parenchyme pulmonaire, induit 1’agrégation plaquettaire. C’est aussi
un puissant broncho- et vasoconstricteur (Bhagwat et al., 1985) par son action sur la
musculature lisse des voies respiratoires et des vaisseaux (Tableau 1).

Lieux de formation Activité biologique

privilégiés du TXA,
Plaquettes sanguines agrégation plaquettaire

vasoconstriction

Macrophages constriction des muscles lisses
Monocytes > -vasoconstriction
Mastocytes -bronchoconstriction
Cellules endothéliales activité chimiotactique des PMN
Cellules rénales diminue le taux de filtration glomérulaire

Tableau 1 : Fonctions du TXA,

Comme mentionné précédemment, c’est le rapport entre les concentrations en
TXA, et en PGl qui maintient le tonus vasculaire et régule 1’hémostase primaire
(Moncada et Vane, 1979). C’est aussi cette balance qui participe au tonus de la
musculature lisse au niveau du tractus gastro-intestinal. Au niveau rénal, le TXA,
diminue la filtration glomérulaire, alors que la prostacycline a tendance a I’augmenter.

La vitamine E ou tocophérol, découverte par Evans et Scott joue un rdle
physiologique régulateur sur la synthése du TXA, et de la PGL,. Une déficience en
vitamine E est associée a une augmentation de TXA, plaquettaire et a une diminution de
la PGI, vasculaire.

1.4 Le récepteur du thromboxane A,

1.4.1 Présentation du récepteur

Les récepteurs aux différents prostanoides (PGD,, PGE,, PGF,,, PGI; et TXA),)
sont caractérisés par des critéres de sélectivité vis-a-vis de leurs ligands endogenes, par
leur mécanisme de transduction du signal et par leur structure moléculaire. Ces
récepteurs sont nommés DP, EP, FP , IP et TP; la premiére lettre indiquant la famille du
prostanoide le plus spécifique. Il est important de noter que la PGH; se fixe sur le méme
récepteur que le thromboxane A,, et y exerce une action similaire.




Le récepteur TP appartient a la grande famille des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. Ces protéines faisant partie de la
superfamille des protéines qui fixent un GTP (guanosine triphosphate) sont des
hétérotriméres constitués de trois sous-unités distinctes o, 3 et y.

Le récepteur du TXA, fut cloné¢ en 1990 (Hirata et al.,1991). En utilisant une
sonde nucléotidique correspondant a sa séquence partielle en acides aminés, cette équipe
a obtenu un clone d’ADN complémentaire (ADN.) codant pour le récepteur TP de
placenta humain. Cet ADN code pour une protéine de 343 acides aminés a sept domaines
transmembranaires. Par I’alignement des séquences nucléotidiques et les résultats de
northern blot analysant ’ARN messager du récepteur TP de différents tissus, ils
suggerent un méme récepteur présent sur les plaquettes et sur les tissus vasculaires.
L’expression de ce récepteur semble étre régulée a 1’échelle transcriptionnelle par un
certain nombre de facteurs de croissance et par les hormones sexuelles males. La
structure bien établie du récepteur est trés intéressante pour la conception de différents
ligands (Figure 11).

Figure 11 : Structure du récepteur du TXA,




La répartition des récepteurs du TXA, est ubiquitaire et les activités biologiques
résultant de la fixation de la molécule sur son récepteur sont diverses (Tableau 2).

Localisation des récepteurs TP

Résultat de I’action du TXA; sur
le récepteur TP

Muscle lisse vasculaire
Muscle lisse respiratoire
Plaquettes sanguines
Myofibroblastes
Thymocytes

Cellules mésangiales du rein

Epithélium du tractus gastro-intestinal

contraction

contraction

agrégation plaquettaire

fermeture du cordon ombilical
différentiation et mort apoptotique des
thymocytes immatures

diminution du taux de filtration glomérulaire

accroissement de la sécrétion

Tableau 2 : Répartition des récepteurs TP et activités biologiques du couple TXA,/TP

1.4.2. Mécanisme du récepteur

Quand la molécule de TXA; se fixe sur son récepteur, celui-ci activé, change de

conformation et se lie a une protéine Gq hétérotrimérique de transduction du signal.
Cette protéine échange alors le GDP fixé a sa sous-unité o contre un GTP et devient
active (Figure 12). Celle-ci provoque I’activation de la phospholipase C, une enzyme
membranaire effectrice qui hydrolyse ensuite le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate
(PIP,) en inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) et en 1,2-diacylglycérol (DAG).

extracellular

signaling molecule
activated

phospholipase C-f

diacylglycerol

PIP; EXTRACELLULAR SPACE

PLASMA
MEMBRAN

CYTOSOL

activated
7y C-kinase

mimicked by

activated phorbol esters

receptor

LBY—JL__J

activated Gq protein

mimicked by
Ca®* ionophores

RELEASES Ca®" PHOSPHORYLATES
FROM CELL PROTEINS
ENDOPLASMIC
RETICULUM

Figure 12 : Mécanisme du récepteur du TXA,

- 10 ~



L’IP; hydrosoluble diffuse a travers le cytosol et va se fixer sur les canaux
calciques de la membrane du réticulum endoplasmique avec pour conséquence
I’ouverture du tunnel et la libération d’ions Ca™ qui activent certaines enzymes comme
la phospholipase A, ou la protéine kinase C (PKC). Quant au DAG qui reste ancré a la
membrane, il recrute la PKC. Cette protéine inactive dans le cytosol car repliée sur son
site actif doit étre non seulement en présence de DAG mais aussi de Ca™ pour
transloquer vers la membrane et donc étre active pour phosphoryler des protéines.

2 Implication du thromboxane A,dans diverses pathologies

Le thromboxane A, est impliqué dans diverses pathologies, comme les maladies
cardio- et cérébrovasculaires, 1’asthme bronchique, le diabeéte sucré, I’hypertension
rénale et pulmonaire.

2.1 L’asthme bronchique

L’asthme est une maladie inflammatoire caractérisée par un état permanent
d’hyperréactivité des voies aériennes a des facteurs irritants variés. L’asthme se traduit
par un rétrécissement diffus des voies aériennes suite a une contraction excessive des
muscles lisses bronchiques, par un cedéme de la muqueuse, par une desquamation des
cellules épithéliales et par une hypersécrétion de mucus. Ces quatre facteurs épaississent
la paroi et par conséquent, réduisent la lumiere bronchique. Les causes de cette
inflammation frappant 1-3% de la population adulte sont multiples et varient d’un
individu a I’autre.

L’asthme peut étre la conséquence de deux mécanismes inflammatoires :

- un mécanisme cellulaire ou interviennent les mastocytes, les macrophages, les
lymphocytes T, les plaquettes, les éosinophiles et les fibroblastes.

- un mécanisme humoral ou interviennent des médiateurs chimiques préformés comme
I’histamine, présente dans les granules des mastocytes et des médiateurs néoformés tels
les prostaglandines (PGF,y et PGD,), le thromboxane A,, les leucotrienes (LTC,4 et
LTD,) et le facteur d’activation plaquettaire (PAF). Ces substances entrainent une
bronchoconstriction directe, une hyperperméabilité vasculaire, de I’cedéme, un réflexe
vagal et une attraction des cellules inflammatoires a 1’origine de I’hyperréactivité en
réponse a un allergene.

Il existe un troisieme mécanisme neurogénique ou interviennent 1’innervation
motrice et sensitive des bronches.
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Le traitement actuel de I’asthme fait appel aux anti-inflammatoires stéroidiens en
traitement de fond, 2 des médications bronchodilatatrices durant la crise comme les B.-
mimétiques pour combattre la contraction excessive des muscles lisses bronchiques, et a
des antihistaminiques pour limiter la réaction anaphylactique.

2.2 Les maladies cardiovasculaires

Des maladies trés diverses sont désignées sous ce terme. L’insuffisance
coronarienne, 1’ischémie cardiaque et les maladies vasculaires cérébrales restent les
principales maladies cardiovasculaires. Ces pathologies représentent une des causes
majeures de mortalité.

L’athérosclérose est le principal processus pathologique conduisant aux maladies
du cceur et des vaisseaux. La forme la plus courante d’athérosclérose débute des
I’adolescence, progresse lentement a bas bruit durant plusieurs décénies occluant peu a
peu la lumiére artérielle et se manifestant souvent par un infarctus du myocarde, un
accident vasculaire cérébral, une angine de poitrine, une embolie athéromateuse, voire
méme dans certains cas par une mort subite.

L’ athérosclérose se développe au niveau de I’intima des arteres de moyen et de
gros calibre. Il s’y produit une prolifération du tissu conjonctif et une surcharge en
graisse liée aux monocytes et aux macrophages chargés de lipides qui adhérent a la
surface endothéliale et qui finissent par pénétrer dans I’intima. Ce phénomeéne a pour
conséquence initiale la formation de l€sions scléreuses et lipidiques sous forme de stries.
Les plaques fibreuses plus avancées sont constituées non seulement de cellules riches en
lipides et de tissu conjonctif mais aussi de la prolifération des cellules musculaires
lisses. Enfin, les 1ésions encore plus avancées sont souvent compliquées d’un thrombus
mural riche en plaquettes présent en surface entrainant comme pathologie, la thrombose.
L’athérosclérose peut €tre liée a la 1ésion endothéliale, a I'infiltration de lipoprotéines
hétérogenes telles les LDL oxydés ou a des mitogeénes plaquettaires.

L’endothélium intervient donc a plusieurs niveaux dans ce processus
inflammatoire qu’est 1’athérosclérose. II intervient dans 1’accumulation sous-
endothéliale des lipoprotéines athérogenes par ses propriétés de barriere de perméabilité,
dans I’accumulation des macrophages, dans l’intima par sa capacité a provoquer
I’adhérence des monocytes circulants une fois qu’il est activé, dans le vasospasme quand
ses propriétés vasodilatatrices sont altérées et enfin, dans la formation de thrombus
lorsqu’il est érodé. L’endothélium joue donc un rdle dans le tonus vasomoteur du muscle
lisse artériel. En effet, les cellules endothéliales synthétisent et libérent des substances
vasodilatatrices dont la prostacycline PGI,.

Dans les conditions physiologiques, la PGI, endothéliale est en équilibre avec le
thromboxane A, plaquettaire. Alors que dans des circonstances pathologiques, la
balance hémostatique penche en faveur du TXA,. Une perte de propriété vasodilatatrice
s’observe donc avec une réponse vasoconstrictrice a I’origine des vasospasmes. En effet,
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les acides gras comme I’acide arachidonique libérés au niveau des foyers
d’athérosclérose, subissent une peroxydation avec pour conséquence une diminution de
la production locale de prostacycline PGI,.

La vitamine E inhibe la genése des radicaux libres et la formation des peroxydes
lipidiques qui diminuent le taux de prostacycline et accélérent I’athérogenese (Musial J.
et al., 1993).

Une relation semble également exister entre la nutrition et la fonction
plaquettaire. En effet, une alimentation riche en poisson comporte une proportion
relativement élevée en acide eicosapentanoique. Cet acide gras polyinsaturé est le
précurseur d’une prostacycline antiagrégante, la PGI3 et d’un thromboxane trés peu actif,
le TXA;. Ceci explique donc la tendance hémorragique et la faible incidence des
infarctus du myocarde chez certains esquimaux (Dyerberg et Bang, 1979).

L’aspirine présente une efficacité relative (30%) sur I’incidence de I’infarctus du
myocarde, des accidents vasculaires cérébraux et de I’occlusion artérielle. La recherche
de nouvelles molécules agissant de maniere sélective a différents endroits de la cascade
de l’acide arachidonique a permis d’aboutir a des agonistes de la PGI, et a des
substances interférant avec le thromboxane A,.

3  Thromboxane A; et approche thérapeutique
3.1 Quelques drogues de référence

L’activité agrégante et vasoconstrictrice trés importante du thromboxane A, a
stimulé une recherche intense ayant pour but de développer des inhibiteurs de la
thromboxane synthétase, des antagonistes du récepteur au TXA, et plus récemment des
molécules possédant les deux types d’activité afin de prévenir ses effets néfastes.

3.1.1 Les inhibiteurs de la thromboxane synthétase

Il existe trois types d’inhibiteurs spécifiques de la thromboxane synthétase : les
dérivés pyridiniques, les dérivés de I’imidazole et les analogues structuraux de
I’endoperoxyde PGH,. Parmi tous ces inhibiteurs, certains furent testés en clinique
comme le dazoxiben, le dazmagrel et le furegrelate (Figure 13).
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Figure 13 : Structure chimique d’inhibiteurs de la thromboxane synthétase.
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Les études cliniques entreprises avec ces molécules ont été trés décevantes. Ceci
est attribué au fait que la PGH,, précurseur métabolique du TXA, agit en tant
qu’agoniste sur le récepteur au TXA,. Cette propriété de la PGH, fut malheureusement
mise en évidence apres I’initiation du développement des inhibiteurs de la thromboxane
synthétase.

3.1.2 Les antagonistes du récepteur du TXA,

En occupant les sites de fixation du TXA; a son récepteur, les antagonistes de ce
dernier bloquent I’action de 1’agoniste (TXA; et PGH;) au niveau des récepteurs
plaquettaires, de la musculature lisse bronchique et vasculaire. Ces antagonistes inhibent
fortement 1’agrégation des plaquettes sans modifier la synthese du TXA, (Fiddler et al.,
1990).

Un grand nombre d’antagonistes du récepteur du thromboxane A, ont été
synthétis€s. Ceux-ci peuvent étre classés chimiquement en trois groupes (Figure 14):
- les dérivés sulfonamides dont le sulotroban peut étre considéré comme le prototype
- les analogues du TXA; ou de la PGH, comme le SQ-29,548, un des plus puissants
antagonistes actuels ou le sératrodast. Ce dernier est le seul antagoniste du TXA,
commercialisé. Il n’est disponible qu’au Japon sous le nom de Bronica® et préconisé
dans le traitement de I’asthme.
- les dérivés tricycliques de structure chimique hétérogéne.

\/\©\ N_ﬁ_N
0 ™>CooH Ho \©

sulotroban SQ-29548

,ZI|
i
o
o}
o
i

COOH

sératrodast

Figure 14 : Exemples d’antagonistes du récepteur du thromboxane A,

Comme le thromboxane A,, toutes ces drogues possédent une fonction
carboxylique qui établirait une liaison ionique avec I’arginine 295 du récepteur
(Yamamoto et al., 1993) (Figure 11).

Parmi les antagonistes étudiés sur des sujets sains et sur des patients présentant
des pathologies cardiovasculaires et rénales, le sulotroban a montré des résultats positifs
sur la prévention de I’occlusion des pontages coronaires et I’amélioration des fonctions
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rénales. En raison de sa faible puissance et d’une activité agoniste partielle, son
développement a été arrété. Le SQ-29548 a quant 2 lui été abandonné en raison de sa
toxicité hépatique.

3.1.3 Les substances mixtes

D’autres équipes ont eu 1’idée de combiner au sein de la méme molécule, la
possibilité d’inhiber la thromboxane synthétase et d’antagoniser le récepteur du TXA,
afin de prévenir la production de TXA, et d’empécher I’action du TXA, résiduel. Cette
stratégie aboutit 2 la synthése de substances mixtes comme le ridogrel (Fiddler et
Lumley, 1990) (Figure 15).

N|’O\/\/\COOH
N CF3

L~

Figure 15 : Structure chimique du ridogrel

Les résultats expérimentaux concernant le ridogrel ont montré que son activité
inhibitrice de la thromboxane synthétase est nettement plus forte que son activité
antagoniste du récepteur TP (Gresele et al., 1991). Les résultats des tests cliniques sur
cette molécule sont assez prometteurs (De Clerck et al, 1989).

3.2 Vers de nouvelles drogues...

Au début des années 70, le professeur Delarge du Laboratoire de chimie
pharmaceutique de I’Université de Liege synthétisa le torasémide (Delarge, 1978), une
sulfonylurée pyridinique. Cette molécule aux propriétés diurétiques sera commercialisée
comme antihypertenseur sous le nom Torrem® (Figure 16).

CHs

HN

1" ,CH3
| N—SO,NH-C—NH-CH_
NP CHg

Figure 16 : Structure du torasémide

En 1992, Uchida démontra que le torasémide était cependant capable de relacher
I’artére coronaire de chien précontractée par le thromboxane A, (Uchida et al.,1992).
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De nombreuses molécules, chimiquement apparentées au torasémide ont ensuite
été synthétisées par le professeur Masereel dans le but d’obtenir des antagonistes du
récepteur du TXA, plus puissants.

Au cours d’un travail préliminaire réalisé dans le Département de Pharmacie,
I’affinité de ces nouvelles drogues a été étudiée par un test de liaison au récepteur du
TXA, des plaquettes humaines. Ce test simple et performant mesure la capacité des
drogues 2 déplacer de fagon spécifique un ligand tritié, le [’H] SQ-29548, du récepteur
du TXA,. Pour chaque drogue, des courbes dose-réponse ont été effectuées. Ces courbes
ont permis d’obtenir la concentration requise (ICso) pour déplacer 50 % de [°H] SQ-
29,548 spécifiquement lié au récepteur. Deux composés (Figure 19), le BM-144 (ICs
=281 nM) et le BM-500 (80 nM) montrérent une bonne affinité pour le récepteur du
TXA, des plaquettes humaines (Tableau 3). Celle-ci était comparable a celle du
sulotroban (ICso = 930 nM) mais supérieure a celle du torasémide (ICsp = 2690 nM)
(Masereel et al., 1999).

Par rapport au torasémide, I’exaltation de I’affinité de ces molécules pour le
récepteur du TXA, était liée a la présence d’un noyau nitrobenzeéne dans le cas du BM-
500 ou a la présence d’une fonction sulfonylcyanoguanidine dans le cas du BM-144. 1l
était donc logique de synthétiser une molécule hybride (BM-519) comprenant le cycle
nitrobenzénique du BM-500 et la chaine cyanoguanidine du BM-144 (Figure 17).

Le BM-519 (ICso = 22 nM) présenta une affinité pour le récepteur du TXA, supérieure a
celle des deux molécules dont il est I’hybride.
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Figure 17 : Structures du BM-144, du BM-500 et du BM-519
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D’un point de vue chimique, il est intéressant de noter que le torasémide et ses
dérivés ne présentent aucune analogie de structure apparente avec les antagonistes du
thromboxane A, décrits dans la littérature.

De nombreuses autres molécules chimiquement apparentées au torasémide furent
créées et examinées selon la méme procédure.
Sur base des résultats obtenus (Tableau 3), quelques molécules ont été
sélectionnées pour étudier au cours de ce travail leurs propriétés antagonistes
éventuelles. Leur structure chimique est reprise aux figures 17 et 18.

Drogue ICsy
(nM)
torasemide 2690 + 70
BM-144 281 + 21
BM-500 80 +7.9
BM-519 22 +2,0
BM-531 7,8 +0,7
BM-567 1,1 +0,1
BM-573 1,3 +0,1

Tableau 3 : Concentration (ICsy) nécessaire pour déplacer 50 % de [3H]-SQ-29,548 du

récepteur du TXA,
HN HN
A QH
SO,NH—-C~NH-C—CHjz SO,NH-C-N
CHS \/\/\
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NO, NO,
CH,
HN
Q G
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CH,
BM-573
NO,

Figure 18 : Structure de quelques ligands du récepteur du TXA,
apparentés au torasémide

& L




4. But du travail

L’objectif de ce travail sera donc de vérifier si les drogues reprises dans le tableau
3 se comportent bien comme des antagonistes du thromboxane A,. A cet effet, leur
comportement sera étudié vis-a-vis de 1’agrégation plaquettaire induite par 1’acide
arachidonique et vis-a-vis de la contraction d’une préparation périfusée de trachée de
cobaye ou d’aorte de rat par un agoniste du thromboxane A,, le U-46619.

Les drogues étudiées étant chimiquement apparentées au toras€mide, nous
observerons leur activité diurétique éventuelle in vivo chez le rat.

Enfin, vu le grand intérét thérapeutique attribué aux substances mixtes, a la fois
inhibitrices de la thromboxane synthétase et antagonistes du récepteur du TXA,, nous
vérifierons si ces nouvelles molécules n’inhibent pas la thromboxane synthétase par un
test immuno-enzymatique.
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1 Agrégation plaquettaire

1.1  Préparation du plasma riche en plaquettes (PRP)

Le sang est prélevé au niveau de la veine antécubitale de donneurs déclarant n’ayant
absorbé aucun médicament dans les dix jours précédant I’expérience. 1l est récolté dans des
tubes citratés. Apres centrifugation du sang complet (90g, 10 min., 4°C), le surnageant est
prélevé, et constitue le PRP. Aprés comptage, le nombre de plaquettes est ajusté a 3.10°8
plaquettes/ml par dilution avec du plasma pauvre en plaquettes (PPP). Ce dernier est
constitué du surnageant obtenu en centrifugeant le PRP (2000g, 10 min., 4°C).

1.2  Préparation du tampon

NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, NaH,PO4H,O 0,36 mM, glucose 5,55 mM,
NaHCO; 10 mM, HEPES ad pH 7 4.

1.3  Préparation de I’inducteur d’agrégation

L’arachidonate sodique (Calbiochem) est dissout dans du NaCl 0,9% a une
concentration de 15 mM.

1.4  Préparation des drogues

Les drogues sont mises en solution a une concentration de 1 mM dans un mélange
tampon / DMSO (70-30 v/v). Ces solutions sont ensuite diluées aux concentrations voulues
par du tampon.

1.5 Essai

La détermination de [’agrégation plaquettaire est basée sur la méthode
turbidimétrique de Born (Born et Cross, 1963) et utilise un agrégometre a double faisceau
(Chronolog Corporation). A 900 ul de PRP sont ajoutés 50 pl de NaCl 0,9 % et 10 ul de la
solution contenant la molécule a étudier. Aprés incubation (3 min., 37°C) sous agitation
(600 rpm), I’agrégation est induite par 40 ul d’arachidonate sodique (15 mM), soit une
concentration finale de 0,6 pM. La variation de la densité optique est observée durant 6
minutes a2 600 nm (37°C). Une augmentation de la densité optique traduit un phénomene
d’agrégation plaquettaire. Le PPP est utilis€é comme blanc pour ajuster la densité optique a
zéro. L’activité des molécules est exprimée comme étant la plus petite concentration
(ICy00) permettant de prévenir le phénomene d’agrégation. Chaque drogue est examinée sur
trois prélevements différents. Les résultats représentent la moyenne et I’écart a cette
derniere. Le DMSO (maximum 0,3%) n’interfére pas avec I’agrégation plaquettaire.
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2 Contraction d’organes isolés

2.1  Description

de I’appareil

Le systtme est composé de deux bains de 20 ml (EMKA technologies) et est
destiné a I’étude de contractions d’organes isolés et périfusés (Figure 19).

Ce systeme comprend un portique en aluminium équipé de :

2 bains de 20 ml en polyméta-acrylate
2 crémailléres de précision

2 capteurs de force isométrique

2 robinets de bullage

un ensemble de thermorégulation comprenant :

une pompe de circulation et de thermorégulation
un réservoir pour le liquide de chauffage

un bidon de liquide d’incubation.

un amplificateur pour les deux voies

Pour fonctionner, ce montage nécessite :

une source de carbogene (95% O, - 5% CO,) régulée entre 0,3 et 0,4 bar
une source de vide régulée entre 0,6 et 0,8 bar

un récipient pour les liquides usagés

un thermorégulateur

Le systeme est connecté a un PC possédant le logiciel d’acquisition de données 10X
(version 1.445). Les capteurs de force sont calibrés tous les deux jours.
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Réguiateur
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0.30.4 Bar

ik

S
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Réguiateur de vide
Aspiration
haute
e
Source de
i T e Vide
IR 06088
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» | B
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Rempiissage
du liquide
physiclogique
Poubelle de videnge

Figure 19 : Schéma descriptif de 1’appareil
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2.2  Contraction de la trachée de cobaye
2.2.1 Préparation de la trachée

La trachée est prélevée sur des cobayes (Dunkin-Hartley, 250-450 g) anesthésiés au
pentobarbital sodique (80 mg/kg, ip.). La trachée, nettoyée de tout tissu adhérent, est
ensuite coupée en segments d’environ 5 mm qui sont suspendus dans un bain contenant 20
ml de liquide d’incubation thermostatisé a 37° et soumis a I’action du carbogéne amenant
lepHa74.

La trachée est équilibrée durant une heure a 1 gramme de tension avant de recevoir
I’agent contractant. Durant cette période, le milieu d’incubation est renouvel€ tous les quart
d’heure (Masereel et al., 1999).

2.2.2 Préparation du liquide d’incubation

NaCl 118 mM, KClI 5,4 mM, CaCl,.2H,0 2,5 mM, MgCl,.6H,0 1,5 mM, NaHCO;
25 mM, NaH,PO4.H,0 1,2 mM, glucose 10 mM, indométhacine 1 mM. Ce tampon est
conservé au maximum une semaine en chambre froide.

2.2.3 Préparation de 1’agent contractant

L’agent contractant est le U-46619 (Cayman Chemical), un agoniste du récepteur
du thromboxane A,. Le U-46619 est fourni en solution dans I’acétate de méthyle
(10mg/ml). Ce dernier est évaporé sous ’azote. Les 10 mg de U-46619 sont remis en
solution dans 951 ul de DMSO, soit une concentration de 30 mM. Cette solution est alors
diluée 10.000 fois par le liquide d’incubation. La contraction de la trachée sera alors
déclenchée par ajout de 66 pl de cette solution dans le bain d’incubation, soit une
concentration finale en U-46619 de 10 nM. En raison de son instabilité, la solution diluée
de U-46619 n’est conservée que 24 heures au maximum.

2.2.4 Préparation des drogues
Pour chaque drogue, une solution mere a 2 mM est préparée dans le DMSO. En

fonction des concentrations a utiliser pour relacher la trachée précontractée au U-46619, les
solutions meres sont diluées avec le tampon.

-21-




2.2.5 Essai

Aprés équilibrage de la trachée et lorsque la tension est stable (Ty,), une
contraction est déclenchée par ajout de U-46619 (10 nM). Quand la tension maximale de la
contraction est atteinte (Tpay), la drogue est ajoutée (200 pl). Une fois la relaxation
observée, la nouvelle tension stabilisée est enregistrée (T). Des concentrations croissantes
en drogue sont ajoutées afin de relacher la trachée par paliers. Une courbe entre la
concentration et la tension est alors établie.

Pour une concentration, en drogue donnée, la relaxation de la trachée est exprimée
en pourcentage de réponse contractile induite par le U-46619.

% d relavation— e 30

max 4 min
Pour chaque molécule étudiée, un minimum de 4 courbes dose-réponse est réalisé
sur des préparations provenant d’animaux différents. La concentration en drogue (ICs)
réduisant de 50% la tension induite par le U-46619 est calculée par régression non linéaire
(GraphPad Prism software). Les ICso représentent la moyenne et 1’écart a cette derniére

d’au moins 4 expériences. Le DMSO (maximum 0,3%) n’interfére pas sur le tonus
musculaire.

2.3 Contraction de ’aorte de rat
2.3.1 Préparation de 1’aorte

Apres thoracotomie, 1’aorte est prélevée sur des rats (Wistar, 200-350 g) anesthésiés
au pentobarbital sodique (80 mg/kg, ip.). L’aorte est nettoyée de tout tissu adhérent et
I’endothélium est €liminé délicatement par simple curetage. L’aorte est équilibrée durant

une heure a 1 gramme de tension avant de recevoir I’agent contractant. Durant cette
période, le milieu d’incubation est renouvel€ tous les quart d’heure (Masereel et al., 1999).

2.3.2 Préparation du liquide d’incubation

Le milieu utilisé€ est identique a celui employé pour la trachée de cobaye, soit : NaCl
118 mM, KCI 5,4 mM, CaCl,.2H,0 2,5 mM, MgCl,.6H,0 1,5 mM, NaHCO; 25 mM,
NaH,P04.H,0 1,2 mM, glucose 10 mM, indométhacine 1 mM. Ce tampon est conservé au
maximum une semaine en chambre froide.
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2.3.3 Préparation de I’agent contractant

La préparation du U-46619 (Cayman Chemical) est identique a celle mentionnée
pour la trachée de cobaye (2.2.3). La contraction de I’aorte sera cependant déclenchée par
ajout de 132 pl de cette solution dans le bain d’incubation, soit une concentration finale en
U-46619 de 20 nM.

2.3.4 Préparation des drogues

La mise en solution des molécules étudiées est en tout point identique a celle décrite
précédemment (2.2.4.)

2.3.5 Essai

Le protocole utilisé est analogue a celui développé pour les contractions de la
trachée de cobaye. Apres équilibrage et stabilisation de la tension de 1’aorte (Tyy,), une
contraction est déclenchée par ajout de U-46619 (20 nM). Lorsque la tension maximale de
la contraction est stabilisée (Tnax), la drogue est ajoutée (200 pl). Une fois la relaxation
observée, la nouvelle tension stabilisée est enregistrée (T). Des concentrations croissantes
en drogue sont ajoutées afin de reldcher 1’aorte par paliers. Une courbe entre la
concentration et la tension est alors établie.

Pour une concentration en drogue donnée, la relaxation de I’aorte est exprimée en
pourcentage de réponse contractile induite par le U-46619.

% de relaxation = T x 100

max  *min
Pour chaque molécule étudiée, un minimum de 4 courbes dose-réponse est réalisé
sur des préparations provenant d’animaux différents. La concentration en drogue (ICsp)
réduisant de 50% la tension induite par le U-46619 est calculée par régression non linéaire
(GraphPad Prism software). Les ICsy représentent la moyenne et 1’écart a cette derniére

d’au moins 4 expériences. Le DMSO (maximum 0,3%) n’interfére pas sur le tonus
musculaire.
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3 Diurése chez le rat

L’expérimentation est réalisée sur des rats méles Wistar (200-250g) qui ont libre
acces 2 la nourriture et 4 ’eau jusqu’au début de ’expérience. Les molécules a €tudier sont
mises en suspension dans du NaCl 0,9% a raison de 30 mg/40 ml. Le gavage gastrique est
effectué au moyen d’une canule 2 une dose de 30 mg/kg. Les rats sont ensuite placés dans
des cages 2 métabolisme 2 raison de trois rats par cage. Chaque molécule est administrée a
trois rats cohabitant. L’urine est récoltée dans un récipient gradué sur une période de 4
heures. Une cage contrdle renferme des rats n’ayant recu que du NaCl 0,9% (40 ml/kg). Le
torasémide (30 mg/kg) est utilisé comme drogue de référence. La diurése est exprimée en
volume excrété par kilogramme en 4 heures (ml.kg'1.4h'l). Elle est comparée a celle
obtenue avec le contrdle et au volume obtenu apres 1’administration de torasémide.

4 Activité de la thromboxane synthétase

4.1 Préparation du plasma riche en plaquettes (PRP)

La préparation du PRP est en tout point identique a celle utilisée lors de I’agrégation
plaquettaire (1.1).

4.2 Préparation des drogues et de I’inducteur d’agrégation

La préparation du tampon, la mise en solution des drogues et de I’arachidonate
sodique sont en tout point identiques a celle décrites pour 1’agrégation plaquettaire (1.2, 1.3
et 1.4).

4.3 Essai

La production de TXA,; est stimulée par ajout d’arachidonate sodique au PRP en
utilisant un agrégometre a double faisceau (Chronolog Corporation). En effet, 50 pl de
NaCl 0,9 % et 10 pl de la solution contenant la molécule a étudier sont ajoutés au PRP
(900 pl). Aprés 6 minutes d’incubation a 37°C sous agitation (600 rpm), 1I’agrégation est
induite par 40 pl d’arachidonate sodique (15 mM), soit une concentration finale de 0,6 uM.
Aprés 4 minutes, la cascade de I’acide arachidonique est stoppée par ajout de 50 pl
d’indométhacine (0,02 M dans I’éthanol). Le contenu de la cuvette est ensuite centrifugé
immédiatement (17.500 g, 10 s), le surnageant (500 pl) prélevé et congelé (-20°C) jusqu’au
dosage du TXB,. La production basale de TXB, sera estimée en remplagant 1’arachidonate
Na" par le tampon (40 pl) et en substituant la drogue par du tampon (10 pl). La production
maximale de TXB; induite par I’acide arachidonique est estimée en remplagant la drogue
par le tampon (10 pl).
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Dosage du TXB, par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Le dosage de TXB; se fait au moyen d’un kit immuno-enzymatique (TXB, Enzyme
Immunoassay Kit, Cayman Chemical).

Préparation des réactifs utiles au test ELISA

- Tampon EIA : diluer le contenu du flacon renfermant le tampon concentré avec 90
ml d’eau milli Q.

- Solution de lavage : amener a 2 litres le contenu du flacon renfermant le concentré
en solution de lavage avec de I’eau milli Q, y ajouter 1 ml de Tween 20.

- TXB; couplé a I’acétylcholinestérase (ou traceur): ajouter 6 ml de tampon EIA
dans le flacon contenant le traceur enzymatique. Une fois reconstitué, le traceur se
conserve au maximum 2 semaines a 4°C.

- Antisérum TXB, de lapin : ajouter 6 ml de tampon EIA dans le flacon contenant
I’antisérum. Une fois reconstitué, I’antisérum peut-€tre conservé 4 semaines a 4°C.

- Solution de TXB;, : diluer le contenu contenant le TXB, avec 900 ul d’eau milli Q

la concentration de cette solution est alors de 10 ng/ml (S;) et se conserve a 4°C
durant 6 semaines.

- Courbe étalon de TXB, : a partir de la solution de TXB, (S;) et par dilution avec
du tampon EIA on prépare sept tubes (S, ->Sg) contenant respectivement 500-250-
125-62,5-31,3-15,6 et 7,8 pg/ml de TXB,.

- Le réactif d’Ellman est reconstitué avec 20 ml d’eau milli Q. II doit étre protégé de
la lumiere et utilis€é le jour méme de sa préparation. Ce réactif est constitué
d’acétylthiocholine et d’acide 5,5’dithio-bis(2-nitrobenzoique).

Préparation des échantillons a analyser

Chaque échantillon (500 pl) est décongel€ et dilué 1.000 fois avec du tampon EIA.
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4.4.3 Réalisation du test ELISA

Le test ELISA est réalisé sur une plaque de 96 puits ol sont fixés des anticorps
monoclonaux de souris. Pour chaque plaque, il y aura systématiquement :
- deux blancs (B) = absorbance de fond liée au révélateur, le réactif d’Ellman.
- deux activités totales (TA) = activité enzymatique totale de 1’acétylcholinestérase
conjuguée au TXB, (ou traceur).
- trois liaisons non-spécifiques (NSB) = liaison non spécifique du traceur a I’anticorps.
- trois liaisons maximales (By) = quantité maximale de traceur que I’antisérum peut lier en
absence de TXB, libre.
- 24 puits contenant la courbe standard en triple (S; -> Sg).

Avant toute utilisation, les 96 puits sont rincés une fois avec la solution de lavage
(200 pl/puit). Ensuite :

Ajouter 100 pl de tampon EIA aux puits NSB et 50 pl aux puits By.

Ajouter 50 pl des différentes dilutions de TXB, dans les puits réservés a cet effet
(S1-> Sg).

Ajouter 50 pl d’échantillon a analyser par puit réservé a cet effet.

Ajouter 50 pl de traceur dans tous les puits, excepté dans les puits B et TA.

Ajouter 50 pl d’antisérum dans chaque puit, excepté dans les puits TA, NSB et B.

Couvrir la plaque hermétiquement avec un film plastique et laisser incuber 18
heures a température ambiante.

Vider le contenu de chaque puit en retournant la plaque et les rincer 5 fois avec la
solution de lavage (5 x 150 pl).

Ajouter 200 pl de réactif d’Ellman dans chaque puit et 5 pl de traceur dans les puits
TA.

Couvrir ensuite la plaque avec un film plastique et incuber a 1’obscurité durant 60 a
90 minutes a température ambiante.

Lire la densité optique (DO) de chaque puit a 405 nm (E340 microplate, BIO-TEK
instruments).

4.44 Expression des résultats

La valeur moyenne de la DO des blancs (B) est soustraite a celle de chaque puit.

La moyenne de la DO des puits NSB est calculée,

La moyenne de la DO des puits B est calculée.

Calculer le By corrigé en soustrayant la moyenne NSB a la moyenne B (By — NSB).
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Le pourcentage B/B, se calcule en soustrayant la moyenne NSB du puit S1, en
divisant cette valeur par le By corrigé et en multipliant le tout par 100 pour avoir un
pourcentage, soit : %B/By = 100 x [(S; — NSB)/By — NSB)]. Cette opération est répétée
pour chaque puit contenant le TXB; de référence (S; -> Sg).

La valeur moyenne des puits S1 a S8 par rapport a leur concentration en TXB;
(pg/ml) permet d’obtenir une relation linéaire entre % B/B, et la concentration en TXB,.

En utilisant cette relation linéaire, et en tenant compte des différentes dilutions, il
est possible de déterminer la concentration en TXB, produite par la TXA, synthétase lors
de I’essai. Les résultats sont exprimés en ng de TXB, produit par ml de PRP (moyenne +
écart-type). Pour chaque drogue, les essais sont réalisés en triple a2 une concentration
donnée.
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1 Inhibition de Pagrégation plaquettaire

Les travaux préliminaires de « binding » nous ont permis de sélectionner

plusieurs molécules considérées comme de bons ligands du récepteur du thromboxane
A; plaquettaire (ICso < 0,28 uM ).
A ce stade, il n’était pas possible de se prononcer sur le caractére agoniste ou
antagoniste de ces composés. Afin de vérifier les propriétés antagonistes des substances
retenues, le pouvoir antiagrégant de ces derniéres a été examiné sur plaquettes
humaines.

1.1 Principe

Du plasma enrichi en plaquettes (PRP) obtenu par centrifugation de sang total

est mis en présence de drogue a une concentration définie. L.’agrégation plaquettaire est
provoquée ensuite par 1’acide arachidonique (600 uM), précurseur du thromboxane A,
et inducteur d’agrégation. Si I’agrégation plaquettaire est empéchée par la drogue
ajoutée préventivement, c’est que celle-ci, occupant les sites de fixation du TXA; sur le
récepteur, agit en tant qu’antagoniste. Des concentrations décroissantes en drogue
seront examinées selon le méme principe afin de rechercher la plus petite concentration
(IC100) prévenant totalement I’agrégation plaquettaire. En effet, 1’agrégation étant un
phénomeéne «tout ou rien», il n’est pas possible de calculer un ICso, soit la
concentration réduisant de 50 % I’agrégation des plaquettes.
L’agrégation est estimée par un agrégometre qui mesure 1’augmentation de la densité
optique d’un PRP a une longueur d’onde de 600 nm. La figure 20 nous montre d’une
part, I’agrégation des plaquettes induite par ’acide arachidonique et d’autre part,
’efficacité du BM-519 a 1 uM dans la prévention de 1’agrégation plaquettaire.

1 min.

acide
arachidonique tampon scid
e
o L arachidonique BM-519

600 pM 1pM

R

Figure 20 : Exemple de tracés reflétant I’agrégation ou non des plaquettes

-28-




1.2 Résultats et discussion

Les concentrations minimales en drogue permettant d’inhiber 1’agrégation
induite par 600 uM d’acide arachidonique sont reprises dans le tableau 4.

Drogue ICy00 (M)
(moyenne + sem ; n=3)
sulotroban 10,2 + 2,1
SQ-29,548 0,035 + 0,003
seratrodast 35,0+4,3
torasémide >100
BM-144 94 +1,8
BM-500 14,0 +2,3
BM-519 0,45 + 0,041
BM-531 0,125 + 0,015
BM-567 0,5 + 0,032
BM-573 0,125 + 0,015

Tableau 4 : Concentrations minimales inhibant 1’agrégation

Aucun effet antiagrégant n’a été montré pour le torasémide a 100 pM. L’activité
antiagrégante du BM-144 (ICjp0 = 9,4 pM) et du BM-500 (ICyp0 = 14,0 uM) est
similaire a celle observée pour le sulotroban (ICjp0 = 10,2 pM), antagoniste de
référence. Le BM-531 (IC;o0 = 0,125 pM) et le BM-573 (ICyp0 = 0,125 uM) sont plus
puissants que le BM-519 (IC;p = 0,45 uM) et le BM-567 (IC;o0 = 0,5 puM). Aucune de
nos molécules n’est aussi active que le SQ-29548 (IC;p0 = 0,035 uM). Le sératrodast
(ICi00 = 35 pM), commercialis¢ comme antiasthmatique a le plus faible pouvoir

antagoniste.

Ces résultats, nous confirment que les molécules étudi€ées se comportent bien
comme des antagonistes du thromboxane A, et qu’elles sont capables de prévenir
I’agrégation plaquettaire induite par 1’acide arachidonique. A 10 uM, aucune agrégation
spontanée n’ayant été observée, une activité agoniste partielle est donc peu probable. Il
est intéressant de noter que des inhibiteurs de cyclo-oxygénases tels que les AINS
pourraient donner dans ce test-ci des résultats similaires.
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2 Etude sur organes isolés

Au cours de I’expérience précédente, nous avons montré que les molécules
étudiées étaient bien des antagonistes du thromboxane A,.

Lors de pathologies pulmonaires (asthme) ou cardiovasculaires (infarctus,
thrombose), 1’activation du récepteur du TXA, provoque une contraction de la
musculature bronchique ou vasculaire. 11 était donc primordial d’étudier Ie
comportement de nos drogues vis-a-vis de ces récepteurs présents en grand nombre sur
des tissus comme la trachée de cobaye ou I’aorte de rat.

En raison de sa grande instabilit¢ chimique, le TXA, est difficilement
manipulable. Les contractions d’organes isolés seront donc déclenchées par le U-46619,
un agoniste du TXA,, chimiquement plus stable (Figure 21).

SN
OH
U-46619

Figure 21 : Structure du U-46619, agoniste du TXA,.

2.1  Relaxation de la trachée de cobaye précontractée

2.1.1 Effet des drogues

La trachée de cobaye fut préférée a celle du rat en raison d’une excellente
réponse au U-46619. Ceci pourrait étre expliqué par des différences inter-especes des
récepteurs au TXA, de la musculature lisse, sans pour autant évoquer 1’existence de
sous-types de récepteur (Martin et al., 1991).

Apres avoir montré que la trachée répondait de maniere dose-dépendente au U-
46619 (Figure 22), il a été décidé de contracter la trachée par 10 nM de U-46619.

81

21
o
S

D
1

tension (g)

1 S —

S—.
0 20 40 60 80 100 120
temps (min)

Figure 22 : Contraction de la trachée par le U-46619
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Lorsque la tension est stabilisée, la trachée de cobaye est relachée par paliers en
ajoutant des concentrations croissantes en drogue (Figure 23).
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Figure 23 : Relaxation de trachée précontractée au U-46619 par
des concentrations croissantes de BM-573

2.1.2 Résultats et discussion

Pour chaque molécule, la concentration (ICso) réduisant de 50% le tonus
musculaire induit par le U-46619 a été recherchée en utilisant des courbes dose-réponse
tracées (Figure 24).
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Figure 24 : Courbes dose-réponse obtenues avec des antagonistes du
récepteur du TXA;
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Les ICs de ces produits sont repris dans le tableau 5.

Drogue ICso (nM)
(moyenne + sem ; n > 4)
sulotroban 465 + 39
SQ-29,548 3,75 +0,56
sératrodast 5,68 + 0,96
torasémide 4020 + 380
BM-144 473 +2,77
BM-500 112 +7,5
BM-519 5,47 +0,95
BM-531 30,4 +6,6
BM-567 19,8 +1,8
BM-573 17,7 +3.9

Tableau 5 : Activité myorelachante (ICsg) sur la trachée de cobaye
précontractée par le U-46619 (10 nM)

La faible affinité du torasémide pour le récepteur du TXA, est traduite par une
mauvaise activité myorelachante. Le SQ-29,548 (ICso = 3,75 nM), antagoniste de
référence du thromboxane A, présente, comme dans le test d’agrégation plaquettaire, un
pouvoir antagoniste trés marqué. Il est nettement plus puissant que le sulotroban (ICsy =
465 nM) et posseéde une activité similaire a celle du seratrodast (ICsp = 5,68 nM), le seul
antagoniste de référence commercialisé.

Quant a nos composés originaux, nous observons que le BM-519 (ICso = 5,47
nM) présente une puissance analogue a celle du SQ-29,548 et du seratrodast. Il est le
plus puissant des composés originaux. Le BM-531 (ICsp = 30,4 nM), le BM-567 (ICs =
19,8 nM) et le BM-573 (ICsq = 17,7 nM) sont moins actifs.

Nous pouvons conclure en observant ces résultats que nos composés sont
efficaces sur I’inhibition du tonus musculaire a de treés faibles concentrations et que le
BM-519 est un produit extrémement puissant sur la trachée.
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2.2  Relaxation de I’aorte de rat précontractée

2.2.1 Effet des drogues

La contraction de I’aorte de rat est dépendante de la concentration en U-46619
utilisée (Figure 25). La concentration en U-46619 choisie pour étudier 1’effet
myorelachant de nos composés est de 20 nM.

(8]
J
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Figure 25 : Contraction de 1’aorte de rat par le U-46619

L’ aorte privée de son endothélium est contractée dans un premier temps par le U-
46619. Lorsque la tension est stabilisée, elle est relachée par des concentrations
croissantes en drogue et elle est mesurée (Figure 26).
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Figure 26 : Relaxation de I’aorte précontractée au U-46619 par des
concentrations croissantes en sulotroban
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2.2.2 Résultats et discussion

Comme au cours des expériences sur la trachée, des courbes dose-réponse sont
déterminées pour chacun des produits examinés sur aorte (Figure 27).
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Figure 27 : Courbes dose-réponse obtenues avec des antagonistes
du récepteur du TXA,

Ces courbes ont également permis de rechercher la concentration en drogue
(ICso) réduisant de 50% le tonus musculaire induit par le U-46619 (20 nM) (Tableau 6).

Drogue ICsop (nM)
(moyenne + sem ; n = 4)
sulotroban 482 + 93,8
SQ-29,548 2,29 +0,07
seratrodast 485+45
torasemide 3608 + 260
BM-144 345 + 30,1
BM-500 212+ 16,6
BM-519 20,4+ 3.8
BM-531 138 + 10,4
BM-567 177 + 9,8
BM-573 284+ 45

Tableau 6 :

précontractée au U-46619 (20 nM)

= 8=
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Ces résultats nous montrent un trés faible antagonisme du torasémide (ICsy =
3608 nM). Le SQ-29,548 (ICsp = 2,29 nM) est le composé le plus puissant dans ce test.
Le BM-144 (ICsp = 345 nM), le BM-500 (ICsp = 212 nM), le BM-531 (ICso = 138 nM)
et le BM-567 (ICso = 177 nM) possédent une puissance du méme ordre de grandeur que
celle du sulotroban (ICso = 482 nM).
Le BM-519 (ICsp = 20,4 nM) et le BM-573 (ICsyp = 28,4 nM) sont plus actifs que le
seratrodast (48,5 nM).
Une fois encore, le BM-519 est plus puissant que les molécules dont il est issu a savoir
le BM-144 et le BM-500. L’ensemble de ces résultats montre que les dérivés du
torasémide sont capables de relacher I’aorte de rat précontractée avec le U-46619.

2.3 Comparaison des résultats obtenus sur trachée et aorte

Le rapport des ICso obtenus sur trachée de cobaye et 1’aorte de rat permet de
donner une idée de la sélectivité des différentes molécules examinées (Tableau 7).

Drogue I1C59 (nM) IG5 (nM) Rapport
TRACHEE AORTE trachée/aorte
sulotroban 465 482 0,96
SQ-29,548 3,75 2,29 1,64
seratrodast 5,68 48,5 0,12
torasémide 4020 3608 1,11
BM-144 47,3 345 0,14
BM-500 112 212 0,53
BM-519 5,47 20,4 0,27
BM-531 30,4 138 0,22
BM-567 19,8 177 0,11
BM-573 17,7 28,4 0,62

Tableau 7 : Tableau comparatif des ICsy obtenus sur trachée et sur aorte

Une corrélation significative (r = 0.997, p < 0,001, n=10) existe entre les valeurs
d’ICso mesurées sur la trachée de cobaye avec celles sur 1’aorte de rat. Le torasémide, le
SQ-29548 et le sulotroban ne montrent pas de sélectivité pour 1’un ou I’autre tissu.
Néanmoins, nous observons que le seratrodast, le BM-144 et le BM-567 sont plus
sélectifs vis-a-vis de la trachée que vis-a-vis de 1’aorte. La sélectivité du BM-500, du
BM-519, du BM-531 et du BM-567 est moindre sur I’aorte.
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3 Activité diurétique chez le rat
31 Principe

Il est 1égitime de s’interroger sur le potentiel diurétique que nos drogues auraient
conservé. En effet, elles sont chimiquement proches du torasémide (Torrem®), un
diurétique puissant, commercialisé dans le traitement de I’hyperstension.

L’ activité diurétique a été étudiée in vivo chez le rat. La drogue a été administrée per os
a une dose de 30 mg/kg et les urines récoltées durant les 4 heures qui suivaient le
gavage. Le torasémide (30 mg/kg) a été administré comme référence.

3.2 Résultats et discusion

La diurese représente le volume moyen excrété par trois rats logés dans la méme
cage.
Les volumes d’urine recueillis pour chaque drogue sont comparés aux volumes
recueillis pour les rats contrdles n’ayant recu aucune drogue et pour les rats ayant regu
le torasémide (Figure 28).
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Figure 28 : Volumes d’urine recueillis

Les volumes d’urine récoltés chez les rats traités aux BM-144 (20 ml), BM-500
(19 ml), BM-519 (19 ml), BM-531 (27 ml), BM-567 (26 ml) et BM-573 (19 ml) ne
différent pas significativement des volumes recueillis chez les rats non traités (contrdle :
23 ml).

Toutes nos molécules sont des antagonistes du TXA, qui ont en outre perdu
toute propriété diurétique de leur composé parent, le torasémide (89 ml).
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4 Inhibition de la thromboxane synthétase
4.1  Principe

L’intérét des molécules possédant une double activité, a savoir antagoniste du
récepteur du TXA; et inhibitrice de la TXA, synthétase est évident puisqu’elles agissent
en empéchant la formation et ’action du TXA,. La curiosité nous a donc poussé a
étudier une inhibition éventuelle de la TXA, synthétase. Le reflet de ’activité de la
TXA; synthétase a été évalué par le dosage immuno-enzymatique du TXB,, métabolite
stable et majoritaire du TXA; produit par du PRP sous I’action de 1’acide arachidonique
(Pradelles et al., 1985).

Le dosage du TXB; a été effectué a ’aide d’un ELISA par liaison compétitive.
Cette technique sensible trés spécifique permet de détecter et de quantifier un antigéne
particulier méme en trées faible quantité dans un échantillon inconnu, ici le TXB, produit
par les plaquettes (PRP) stimulées a I’acide arachidonique. Si la spécificité de ’ELISA
vis-a-vis du TXB; est de 100 %, elle est de 8,2 % pour le 2,3-dinor TXB;, son
métabolite. Les autres prostaglandines n’interférent pas avec le dosage.

La capacité de I’analyte libre (TXB;) a entrer en compétition avec ’analyte de
référence (TXB;) conjugué a une enzyme (ici I’acétylcholinestérase) pour un anticorps
de lapin, permet de doser précisément ce TXB,. Cet anticorps de lapin se lie a un
anticorps de souris (antilapin) fixé a un puit en plastique (Figure 29).
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Figure 29 : Schéma explicatif de I’ELISA
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Une courbe étalon est réalisée avec du TXB, de référence (Figure 30). Elle nous
permettra de quantifier le TXB, présent dans 1’échantillon a doser.
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Figure 30 : Courbe étalon du TXB,

La fixation du traceur (TXB,-acétylcholinestérase) a son anticorps se traduit par
réaction enzymatique qui transforme 1’acétylthiocholine en thiocholine. Cette derniere
réagit avec ’acide 5,5’dithio-bis(2-nitrobenzoique) (du réactif d’Ellman) pour donner
un produit coloré en jaune (A = 412 nm). L’apparition de cet acide 2-nitro-5thio
benzoique sera le reflet de la grande activité de I’acétylcholinestérase et donc d’une
faible concentration en TXB, libre (Figure31).
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Figure 31 : Réaction enzymatique effectuée par I’acétylcholinestérase
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4.2 Résultats et discussion

Dans un premier temps, nous avons voulu savoir si nos drogues étaient

inhibitrices de la thromboxane synthétase a une concentration de 10 uM. Le furegrelate
a été choisi comme inhibiteur de référence de la thromboxane synthétase.
La révélation de ’ELISA nous a alors montré que ni le torasemide, ni le BM-144, le
BM-500 ou le seratrodast n’avaient d’effet inhibiteur sur la thromboxane synthétase
(Figure 32). Par contre, nous avons observé une inhibition compléte, supérieure a celle
du furegrelate pour les molécules BM-519, BM-531, BM-567 et BM-573.

La production de TXB, en présence d’acide arachidonique uniquement, est
ramenée a 100 %, tandis que la production basale de TXB, est sans drogue et sans acide
arachidonique.
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Figure 32 : Inhibition de la production de TXB, induite par 1’acide
arachidonique (AA = 100 %). Moyenne + sem ; n =3

Au vu de ces résultats, nous avons tent€ de vérifier si ’inhibition de la
production de TXB, était dose-dépendante. Pour ce faire, nous avons retenu les drogues
actives a 10 uM et nous les avons étudiées a des concentrations inférieures.

Les résultats nous ont alors montré que le furegrelate inhibant la TXA,
synthétase 2 10° M n’avait qu’un effet non significatif 2 10°° M, 2 10 M et 2 107 M.
En effet, la stimulation des plaquettes a 1’acide arachidonique entraine une production
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de TXB, de 391 ng/ml qui est réduite a 127 ng/ml quand le PRP recoit préventivement
le furégrélate (102 M). Le controle est de 4,4 ng/ml de PRP (Figure 33).

700
600
500
400
300
200
100

[TXB,](ng/ml de PRP)

107M

contble
10°°M
10°M

+ furegrelate

* = p < 0.001 par rapport a AA

acide arachidonique (AA
/
N

Figure 33 : Inhibition de la thromboxane synthétase
par le furegrelate. Moyenne + sem ; n =3

Quant a nos drogues, nous observons une puissance similaire pour le BM-519, le
BM-531 et le BM-567 (Figure 34). En effet, 2 10° M, 10°° M et 10° M, elles inhibent
totalement la thromboxane synthétase et présentent un pouvoir inhibiteur supérieur a
celui du furegrelate.

A 107 M, elles n’ont plus d’activité inhibitrice et la concentration en TXB, est alors
proche de celle du PRP stimulé a I’acide arachidonique.
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Figure 34 : Effet du BM-519, du BM-531 et du BM-567
sur la production de TXB,. Moyenne + sem ; n = 3
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Ce test a également permis de voir que le BM-573 est parmi toutes les drogues
originales, le composé le plus puissant sur la thromboxane synthétase. En effet, il est
toujours aussi actif a 107 M qu’a 10 M. L’effet du BM-573 est illustré dans la figure
ci-dessous (Figure 35).
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Figure 35 : Effet du BM-573 sur la production de TXB,. Moyenne + sem ; n=3

Par ces résultats, nous pouvons conclure que ces molécules originales sont
nettement plus actives que le furegrelate.

A 0,1 uM, le BM-573 inhibe toujours compleétement la TXA, synthétase.
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IV_CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES




La découverte fortuite de la faible activité antagoniste du torasémide, un
diurétique, vis-a-vis du récepteur du TXA, (Uchida et al., 1992) a ouvert la voie a une
nouvelle classe de drogues chimiquement différentes des antagonistes de référence tels
le SQ-29548, le seratrodast ou le sulotroban qui ont fait 1’objet d’études cliniques.

En effet, suite a cette découverte, une série de molécules furent synthétisées par
le professeur B. Masereel afin d’obtenir des composés plus puissants. Parmi ces
molécules, le BM-144 (ICso= 280 nM) et le BM-500 (ICso = 80 nM) émergerent d’un
premier test de liaison au récepteur du thromboxane A, des plaquettes humaines. Une
molécule hybride, le BM-519, alliant la fonction sulfonylcyanoguanidine du BM-144 et
le noyau nitrobenzene du BM-500, fut ensuite synthétisée et s’avéra un trés bon ligand
du récepteur du TXA, (ICsyp = 22 nM). Par la suite, d’autres molécules apparentées au
torasémide furent étudiées de la méme facon afin de caractériser leur affinité vis-a-vis
de ce récepteur. Sur base de ce travail préliminaire, nous avons sélectionné une série de
produits en vue d’étudier leurs propriétés antagonistes éventuelles : le BM-531 (ICsp =
7,8 nM), le BM-567 (ICso= 1,1 nM), le BM-573 (ICso = 1,3 nM),le BM-500, le BM-144
et le BM-519.

En effet, a ce stade, nous ne savions si ces molécules étaient réellement des
antagonistes du récepteur du thromboxane A,. Dans un premier temps, nous avons
étudié in vitro le comportement des drogues sur la prévention de I’agrégation
plaquettaire induite par ’acide arachidonique. Les résultats de cette expérience nous
permirent de démontrer leurs propriétés antagonistes du récepteur TP des plaquettes
humaines. Parmi ces molécules originales, certaines ont un effet antiagrégant puissant
(ICy00 de 0,125 pM pour le BM-531 et le BM-573) supérieur a celui du sulotroban
(IC00 = 10,2 uM) mais restant inférieur a celui du SQ-29548 (IC;¢p = 0,035 uM).

Outre ses propriétés agrégantes, le thromboxane A, est également un puissant
constricteur de la musculature lisse bronchique et vasculaire qui est impliqué dans des
pathologies comme 1’asthme bronchique et I’infarctus du myocarde. C’est pourquoi,
dans un second temps, nous avons examiné le comportement de ces drogues vis-a-vis de
la trachée de cobaye et de I’aorte de rat précontractées par un agoniste du TXA,, le U-
46619. La relaxation de ces préparations nous permit de calculer la concentration (ICs)
réduisant de 50 % le tonus musculaire de chacun des composés. Ceux-ci ont été
comparés aux molécules de référence tels le SQ-29548, le sulotroban et le seratrodast, le
seul antagoniste du TXA, commercialisé, disponible au Japon. Le pouvoir
myorelachant des composés BM-519, BM-531, BM-567 et BM-573 est supérieur a
celui du torasémide, du BM-144 et du BM-500. Sur la trachée de cobaye, le BM-519
(ICso = 5,47 nM) est le plus actif ; sa puissance est en effet similaire a celle du SQ-
29,548 (ICsop = 3,75 nM) ou du seratrodast (ICso = 5,68 nM). Sur ’aorte de rat
précontractée par le U-46619, le BM-519 (ICsp = 20,4 nM) reste le plus puissant mais
moins que le SQ-29548 (ICsp = 2,29 nM).
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A ce stade de notre travail, nous savions des lors que nous étions en présence de
drogues originales ayant le profil de puissants antagonistes du thromboxane A,.

Ensuite, il était logique vérifier si ces composés avaient conservé les propriétés
diurétiques du torasémide, leur composé parent. Les résultats des tests de diurése
pratiqués chez le rat nous ont montré qu’ils avaient tous perdu entierement ces
propriétés diurétiques. En effet, les volumes d’urine récoltés apreés administration des
drogues (30 mg/kg per os) n’étaient pas différents des volumes récoltés chez les rats
non traités.

Vu le grand intérét thérapeutique attribué aux drogues qui sont a la fois
antagonistes du récepteur du thromboxane A, et inhibitrices de la thromboxane
synthétase, nous avons €tudié le comportement de nos molécules vis-a-vis de cette
enzyme. Un dosage par ELISA du thromboxane B, produit par du PRP stimulé a I’acide
arachidonique fut utilis€ pour quantifier I’activité de la thromboxane synthétase. Si le
BM-144 et le BM-500 (10 puM) n’ont eu aucun pouvoir inhibiteur de la thromboxane
synthétase, le BM-519, BM-531 et BM-567 ont inhibé totalement I’enzyme a 1 pM. A
0,1 uM, le BM-573 inhibe totalement la production de thromboxane B,, ce qui n’est pas
le cas du furegrelate, inhibiteur de référence.

Tous les résultats de ces tests nous permettent de conclure que les molécules
BM-519, BM-531, BM-567 et BM-573 ouvrent la voie a une nouvelle classe de drogues
a la fois antagonistes du récepteur TP et inhibitrices de la thromboxane synthétase.

Une étude ultérieure devrait étre menée avec le BM-573 pour quantifier son
pouvoir inhibiteur de la thromboxane synthétase.
La prévention de I’agrégation des plaquettes stimulées au U-46619 devrait confirmer
leurs propriétés antagonistes.
Le comportement de ces drogues in vivo chez I’animal devrait nous renseigner sur la
résorption et I’efficacité de ces molécules afin de confirmer leur intérét thérapeutique.
Le systeme cardiovasculaire du porc étant assez proche de celui de I’homme, il serait
bon d’examiner ces composés sur 1’artére coronaire.
Un autre objectif serait de vérifier si ces produits n’agiraient pas également en amont de
la cascade de I’acide arachidonique, comme sur la cyclo-oxygénase.
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