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PREFACE

Les travaux présentés dans ce mémoire ont été réalisés dans le cadre d'une Convention CIFRE
(Convention Industrielle de Formation par la Recherche). L'objectif de cette convention est "de
permettre aux entreprises qui embauchent de jeunes ingénieurs ou cadres débutants, de les
affecter & un premier poste de Recherche ou de Développement ayant un réel caractére
SJormateur. Ce poste correspond a un travail de Recherche ou de Développement dont les
caractéristiques sont les suivantes :

- il est réalisé en collaboration directe avec un ou plusieurs laboratoires;

- le laboratoire impliqué dans le projet de 1'Entreprise est extérieur a celle-ci et se voit
confier par I'Entreprise la responsabilité de l'encadrement scientifique direct des travaux
du jeune ingénieur ou cadre;

- ce travail est effectué€ dans le cadre d'une formation par la recherche.

Les Conventions CIFRE correspondent & un début de carriére en entreprise, qui doit donc
donner lieu a une réelle expérience professionnelle. En conséquence, les travaux prévus ne
devront pas, en principe, étre réalisés a plein temps a l'extérieur de I'entreprise. Si cependant ce
devait étre le cas, des périodes devront €tre prévues, au cours desquelles le jeune cadre sera a
plein temps dans son entreprise, pour y acquérir une réelle connaissance de celle-ci et une

expérience professionnelle effective." (extrait du dossier de présentation de la convention
CIFRE)

Trois partenaires ont donc été impliqués dans ce projet :
- une entreprise : le Centre de Recherches Biologiques (CERB)
- un laboratoire : 'Institut de Chimie Pharmaceutique de 1'Université de Lille IT (ICPL)
- un jeune diplomé : moi-mé€me, ingénieur chimiste de 1'Ecole Nationale Supérieure de
Chimie de Lille (ENSCL).
Un quatritme partenaire est venu s'ajouter a cette collaboration, l'entreprise UCB Secteur
Pharma, le théme des travaux appartenant a un programme de recherche exploratoire mené en

collaboration avec I'ICPL.

Les recherches qui m'ont été confiées appartiennent au domaine de la Chimie Thérapeutique,
c'est a dire qu'elles avaient pour objectif la conception et la synthése de molécules originales en
vue de leur évaluation pharmacotoxicologique. Les deux premiers volets, conception et
synthése, ont été réalisés au sein du Département Pharmacochimie de 1' ICPL de septembre
1992 a septembre 1994. Le troisiéme volet, 1'évaluation pharmacologique, a été réalisé dans les
laboratoires du CERB de septembre 94 a décembre 95.

#



ABREVIATIONS

AA Acide arachidonique 1P3 Inositol triphosphate

AC Adénylate cyclase iv intraveineuse

ACE Enzyme de conversion de I'Ang | LH Luteinizing Hormone

AMPc Adénosine monophosphate cyclique LHRH LH Releasing Hormone

Ang Angiotensine MEM Méthoxyéthoxyméthyle
bFGF basic Fibroblast Growth Factor MOM Méthoxyméthyle

DAG Diacylglycérol NCS N-chlorosuccinimide

DCC Dicyclohexylcarbodiimide PDGF Platelet Derived Growth Factor
DCU Dicyclohexylurée PLC, PLD, PLA2 Phospholipases C, D ou A2
DMF Diméthylformamide PKC Phosphokinase C

DIT Dithiothreitol PPA Acide polyphosphorique
ED30, 50 Dose efficace 30 ou 50 PTPase Phosphotyrosine phosphatase
F(mut) Facteur multiplicateur po per os

GABA  Acide gamma aminobutyrique RHR Rat hypertendu rénal

GCp Guanylate cyclase particulaire RSH Rat spontanément hypertendu
GMPc Guanosine monophosphate cyclique SRA Systéme rénine-angiotensine
HVG Hypertrophie ventriculaire gauche TEA Triéthylamine

IC Insuffisance cardiaque TFA Acide trifluoroacétique

IC50 Concentration inhibitrice 50 TGFB Tumor Growth Factor

IEC Inhibiteur de I'enzyme de conversion THF Tétrahydrofuranne

1D 1 dimension

2D 2 dimensions

Acides aminés

Leu Leucine
Lys Lysine

Tryp Tryptophane

A Ala Alanine M Met Méthionine
C Cys Cystéine N Asn Asparagine
D Asp Acide aspartique P Pro Proline

E Glu Acide glutamique Q Gln Glutamine
F Phe Phénylalanine R Arg Arginine

G Gly Glycine S Ser Sérine

H His Histidine T Thr Thréonine
I Ile Isoleucine \" Val Valine

L w

K Y

Tyr Tyrosine
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Le systéme rénine-angiotensine ou SRA est reconnu aujourd’hui comme l'un des principaux
systémes régulateurs des fonctions cardiovasculaires et rénales de 'organisme. Avec d'autres
systémes neuronaux et hormonaux comme le systéme nerveux sympathique, la vasopressine,
les kinines, les prostaglandines, les peptides natriurétiques, I'oxyde nitrique et I'endothéline, le

SRA participe au contrdle de la pression artérielle.

Les composants de la cascade biologique du SRA sont : la rénine, sécrétée par les reins,
I'angiotensinogéne, synthétisé par le foie et qui est converti sous l'action de la rénine en un
décapeptide, I'angiotensine I ou Ang I. L'Ang 1, peptide inactif, est clivé en un octapeptide,
I'angiotensine II ou Ang II sous I'action de I'enzyme de conversion de I'angiotensine ou ACE,
enzyme répartie de facon ubiquitaire dans 'organisme mais dont une forte concentration est
présente dans les poumons.

L'Ang 11, Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe, hormone douée de propriétés vasopressives trés
puissantes est la principale substance active du SRA. Elle agit en stimulant des récepteurs
membranaires et induit un grand nombre d'effets physiologiques comme la vasoconstriction, la
sécrétion d'aldostérone, la libération de catécholamines par les surrénales, la stimulation du
systéme nerveux sympathique, la rétention hydrosodée, la sécrétion de vasopressine et méme la

croissance cellulaire...

Dates Découvertes

1898 démonstration de l'existence d'une substance vasopressive
dans des extraits de reins

1956-1957 isolement et synthése de 1'octapeptide "Ang 11"

1971 découverte de la Saralasine,
premier antagoniste peptidique des récepteurs de I'Ang I1

1977 découverte du Captopril,
premier IEC non peptidique

1982 découverte par Furukawa de la structure N-benzylimidazole et
des premiers antagonistes non peptidiques des récepteurs de
I'Ang 11

1988-90 découverte du Losartan (DuP 753), antagoniste non peptidique

leader

1989 démonstration de l'existence de sous-types de récepteurs de

'Ang Il : AT, AT

1991 clonage des récepteurs AT}

1993 clonage des récepteurs AT

+

Cent ans de recherches sur le SRA
(d'aprés Timmermans et al., 1993 et références citées)



Pour arriver a ce niveau de connaissance du SRA, cent ans se sont écoulés a compter de la
découverte de la rénine 4 la fin du siécle dernier. Plusieurs découvertes importantes ont jalonné
ce siécle de recherches comme l'identification de l'angiotensine II, tout d'abord appelée
hypertensine dans les années 1950. Entre temps, le lien entre hypertension et SRA s'est précisé
et les années 1950-60 marquent le début d'une prise de conscience par les chercheurs de
lI'intérét que pourraient avoir des substances capables de bloquer le SRA sur un plan

fondamental, mais aussi et surtout dans le traitement de I'hypertension.

La découverte du Captopril, inhibiteur de 'ACE (IEC) en 1977 constitue la premiére avancée
majeure dans le domaine des inhibiteurs du SRA. Trés rapidement le Captopril et d'autres IEC
ont montré tous les bénéfices que peut apporter une inhibition du SRA. Prescrits dans un
premier temps dans les cas d'hypertensions rénales sévéres, leur champ d'applications s'est vite
étendu aux autres formes d'hypertension et a d'autres pathologies comme I'insuffisance
cardiaque. Les IEC font partie a I'heure actuelle des traitements de premiére intention de
I'hypertension aux cotés aes diurétiques, des P bloquants et des inhibiteurs des canaux
calciques. Récemment, des effets bénéfiques ont été€ montrés pour les IEC dans le traitement de
certaines complications dues a l'hypertension. Par exemple, ils abaissent la mortalité des
patients suite a un infarctus cardiaque et diminuent 1'hypertrophie ventriculaire gauche (études
cliniques SAVE, CONSENSUS (Timmis et al., 1994)). A l'avenir, les IEC sont appelés a
occuper une place encore plus importante dans le traitement des maladies cardiovasculaires, car
en plus de leur capacité a normaliser les chiffres tensionnels, ils sont susceptibles d'atténuer les
complications liées & I'hypertension artérielle (remodelage cardiovasculaire, dysfonctionnements

rénaux et cardiaques...).

Néanmoins, un inconvénient est rencontré avec les IEC, leur action n'est pas spécifique au
SRA, I'ACE intervenant notamment dans la dégradation de la bradykinine. Les bénéfices des
IEC liés a leur action sur d'autres systémes que le SRA ne sont pas encore bien évalués. En
revanche, il est reconnu que cette non spécificité est a l'origine de certains effets secondaires
dont le principal est l'apparition d'une toux se¢che. Pour cette raison, la rénine, enzyme
spécifique au SRA et les récepteurs de I'Ang II sont devenus des cibles importantes pour le
développement de nouveaux inhibiteurs du SRA.

Les premiers antagonistes des récepteurs de 'Ang II ont été des dérivés peptidiques comme la
Saralasine [Sarl, Va15, Ile8] Ang 11, dont l'intérét thérapeutique est limité & cause de leur
activité agoniste partielle, de leur courte durée d'action et de leur faible biodisponibilité orale.

En 1982, la parution dans deux brevets de dérivés du N-benzylimidazole qui présentent une
affinité pour les récepteurs de 1'Ang II certes faible, mais sélective et qui sont dénués d'activité
agoniste résiduelle marque le début d'une recherche intense d'antagonistes non peptidiques. Ces
travaux atteignent leur apogée avec I'élaboration du DuP 753 ou Losartan en 1990-91, seul
antagoniste non peptidique commercialisé & ce jour sous le nom de COZAAR®. Depuis, une
multitude de nouveaux antagonistes a été synthétisée, En plus de leur intérét comme agents

thérapeutiques, ces dérivés sont de formidables outils pharmacologiques et ils ont permis de



progresser encore plus loin dans la connaissance du SRA, avec notamment la mise en évidence
de différents sous-types de récepteurs de I'Ang Il : AT], AT2. Une nouvelle progression a été
réalisée avec le clonage de ces deux récepteurs en 1991 et 1993. A I'heure actuelle, les études de
mutagénése dirigée apportent de nombreuses informations sur les interactions ligand-récepteur
qui vont aboutir certainement a la détermination du ou des sites de liaison des différents ligands
(agonistes, antagonistes, peptidiques ou non) sur ces récepteurs. Cette découverte marquera une
nouvelle étape importante dans la connaissance du SRA et devrait ouvrir la voie a l'élaboration

de nouveaux ligands encore plus affins, plus sélectifs...

Le SRA n'a pas révélé tous ses secrets. De nombreuses questions restent encore sans réponse :

- pourquoi existe-t-il un SRA circulant et des SRA tissulaires? Quels roles jouent-ils les uns
par rapport aux autres? Comment un tissu cible peut-il faire la distinction entre 1'Ang Il
circulante et celle produite localement? Quels facteurs régulent la génération d'Ang 1l par les
tissus?

- quels sous-types de récepteurs de 1'Ang II sont présents chez I'homme? Quel est le role
physiologique de chacun d'eux? Quelles conséquences peut avoir la surstimulation d'un
sous-type de récepteur suite au blocage d'un autre?

- quel est le role exact de 'Ang II dans les phénoménes d'hypertrophie, d'hyperplasie
cellulaires?

Toutes ces interrogations et la perspective de nouvelles applications thérapeutiques trés

prometteuses comme la resténose, responsable de 30% des échecs rencontrés aprés une

angioplastie, font que la recherche de nouveaux inhibiteurs du SRA est en pleine effervescence.

En ce qui nous concerne, nous avons choisi comme cible pour bloquer le SRA les récepteurs de
I'Ang II. Pourquoi ce choix et pas celui d'inhibiteurs de la rénine ou de 'ACE? Comme nous
I'avons vu, I'ACE n'est pas spécifique du SRA, d'ou des risques d'effets secondaires. I existe
de plus des voies de synthése détournées de I'Ang II qui n'impliquent ni la rénine, ni I'ACE.
Avec des inhibiteurs de ces enzymes, il est donc impossible d'inhiber totalement le SRA. Enfin
par le blocage de ces enzymes, l'action sur le SRA est assez "grossiére", on bloque la
production d'Ang II et donc l'ensemble de ses effets. Avec des antagonistes des récepteurs de
I'Ang I, I'action sur le SRA peut étre beaucoup plus fine. On peut par exemple avec I'emploi
d'un antagoniste sélectif d'un sous-type particulier obtenir une sélectivité du tissu cible ou de

I'action de I'Ang II & inhiber.

Une particularité de la recherche des antagonistes de I'Ang II est I'approche rationnelle qui a été
suivie pour leur élaboration. La découverte du DuP 753, antagoniste "leader” est un merveilleux
exemple. Ce composé est né de la découverte par la firme Takeda de la structure
N-benzylimidazole et de la volonté des chercheurs de la firme Du Pont de copier a partir de cette
structure non peptidique celle de 'Ang I1. Par une approche identique, nous avons cherché a

superposer la structure N-benzylimidazole sur une conformation particuliére de I'Ang 11 décrite



par Moore et Matsoukas, appelée conformation "scorpion" (Moore et al., 1985b; Matsoukas et
al., 1990). Un squelette original : 1-benzyl-4-(2-alkoxybenzyl)imidazole nous est alors apparu

intéressant et plusieurs points de pharmacomodulation ont ét€ envisagés.

OR
! e X = CH,, CHOH, CO
N Rl = H, CnH2n+lv CH2C6H5,_.
\@_- RZ = H7 CnH2n+l
R N N—ArR; ArR; : ensemble acide - aromatique
2 T

Parall¢lement, une deuxieéme famille de composés a été élaborée au sein du laboratoire et nous
avons participé a leur évaluation pharmacolcgique. La structure de base a également été congue
suite 2 une réflexion rationnelle faisant appel au drug design. L'application de la théorie des
cycles potentiels et de principes de bioisostérie & la structure du SKF 108566, antagoniste
sélectif des récepteurs AT] congu par la firme SmithKline Beecham a donné naissance a un
deuxiéme squelette original, dont la structure ne pourra cependant pas étre dévoilée ici pour des

raisons de confidentialité.

H

N & _COOH SKF 108566
Caby _<I-\T I

Aprés un tour d'horizon des connaissances actuelles sur le SRA, nous essaierons de présenter
les différents antagonistes des récepteurs de 1'Ang II découverts a ce jour. A travers cette revue,
nous tenterons de mettre en avant les différentes relations structure - affinité et activité mises en
évidence pour aboutir & la proposition d'un pharmacophore hypothétique des ligands des
récepteurs de 1I'Ang II. Enfin nous essaierons de faire 1'ébauche d'un site de liaison des
antagonistes des récepteurs AT] en mentionnant pour chacun des éléments de ce
pharmacophore le ou les résidus du récepteur susceptibles d'interagir avec eux, et ceci a partir
des résultats publiés et obtenus lors des premiéres études de mutagénése dirigée.

Dans la seconde partie de ce mémoire, nous présenterons les travaux effectués. Apres l'exposé
de notre premiére hypothése de travail ayant conduit a I'élaboration des composés inspirés de la
conformation "scorpion" de I'Ang II, nous décrirons leur synthése. La synthése de deux
substances de référence, le DuP 753, antagoniste ATy sélectif et le PD 123177, antagoniste
AT? sélectif sera également décrite. Ces molécules de référence nous ont permis de valider les
modeles pharmacologiques que nous avons développés et utilisés pour 1'évaluation
pharmacologique des composés originaux synthétisés. Nous terminerons par la présentation des

résultats obtenus avec les différents composés synthétisés.






2.1 LE SYSTEME RENINE-ANGIOTENSINE (Timmermans et al., 1993; Bottari et al.,
1993)

2.1.1. Biosynthése et métabolisme de I'Ang 11
2.1.1.1. SRA circulant

Le systéme rénine-angiotensine ou SRA est un systeme hormonal endocrine comprenant une
cascade de transformations enzymatiques aboutissant a la synthése de 1'Ang II, puissant agent

vasoconstricteur et stimulateur de la sécrétion d'aldostérone.
Les principales étapes du SRA sont présentées sur la figure 1 :

- la rénine, aspartyl protéase sécrétée dans la circulation au niveau de ['appareil
juxtaglomérulaire rénal clive l'angiotensinogéne, macroglycoprotéine synthétisée et libérée
principalement par le foie, en angiotensine I ou Ang I, décapeptide dépourvu d'activité

hypertensive.

- I'Ang I est alors rapidement convertie en Ang Il sous l'action de I'enzyme de conversion de
I'angiotensine ou ACE, carboxypeptidase aspécifique qui clive le dipeptide C-terminal de divers
peptides. Cette enzyme est présente un peu partout dans l'organisme, mais elle est
particulié¢rement abondante & la surface des cellules endothéliales de la microvasculature
pulmonaire ol la majeure partie de I'Ang II circulante est produite. L'ACE n'est pas spécifique

au SRA, elle participe également a la dégradation des kinines (bradykinine, substance P).

- I'Ang II a une durée de vie assez courte et est dégradée par diverses angiotensinases. Certains
peptides formés présentent des activités diverses :

- l'angiotensine III ou Ang Il est un heptapeptide obtenu par clivage de l'aspartique
N-terminal de I'Ang Il par l'angiotensinase A, aminopeptidase plasmatique surtout
présente dans la glande surrénale. Il posseéde une affinité pour les mémes récepteurs que
I'Ang II et semble surtout jouer un rdle dans la sécrétion d'aldostérone, mais reste
néanmoins moins actif que 'Ang I1.

- l'angiotensine IV ou Ang IV et l'angiotensine 1-7 ou Ang 1-7, deux autres peptides
fragments de I'Ang II, semblent également avoir certaines activités. L'existence de
récepteurs propres a chacun de ces peptides est suspectée. Des actions de 1'Ang IV sur la
mémoire et de I'Ang 1-7 sur les fonctions rénales sont avancées (Dellipizzi et al., 1994;
Porsti et al., 1994; Wright et al., 1995). Ces résultats demandent confirmation.

Mais ['Ang II reste tout de méme le principal peptide actif du SRA.

&



SRA circulant SRA tissulaires

Foie Tissus (coeur, cerveau,
ﬂ K_A vaisseaux)
Angiotensinogene
Rénine
(rein)
Angiotensine I
ACE > ACE tissulaire Autres protéases :

Rénine tissulaire
et/ou rénale

(poumon) chimases..

Angiotensine I

Protéases l Protéases
Fragments inactifs Fragments actifs :

Ang III, Ang IV, Ang 1-7

\j
Angiotensine II /

Récepteurs :

AT,, AT,...

Internalisation Régulation de I'expresion des génes :
Inactivation de l'angiotensinogene, de la rénine,

de I'ACE et des récepteurs de 'Ang I1
Réponses cellulaires :

contraction, sécrétions

Angiotensinogéne (400 acides aminés) : D-R-V-Y-I-H-P-F-H-L-V-I----
Angiotensine | :D

Angiotensine II : D-R-V-Y-I-H-P-F
Angiotensine 1-7 : D-R-V-Y-I-H-P

Angiotensine II1 ' : R-V-Y-I-H-P-F
Angiotensine IV : Y-I-H-P-F

Figured: Les systémes rénine-angiotensige (Timmermans et al., 1993)



- 'Ang II exerce ses principaux effets en stimulant des récepteurs spécifiques AT]. Des

récepteurs AT? ont été caractérisés, mais leurs rbles restent encore incomplétement élucidés.

Le SRA est régulé par le taux de rénine circulant, la premiére étape de la cascade étant limitante.

La libération de rénine par les cellules des artérioles afférentes des reins est contrdlée par des

facteurs :

- hémodynamiques : une baisse de la pression artérielle détectée par les barorécepteurs
intrarénaux stimule directement la libération de rénine,

- neurogénes : l'activation du systeme nerveux sympathique entraine la libération de
noradrénaline qui, par activation des récepteurs 3] rénaux stimule la sécrétion de rénine,

- ioniques : les cellules de la macula densa agissent comme chimiorécepteurs. Elles contrlent
la composition en ions Cl~ et Nat de 1'urine. En réponse a une baisse de leurs concentrations

dans le fluide présent dans le tube distal, elles déclenchent la libération de rénine.

2.1.1.2. SRA tissulaires

Le SRA est classiquement considéré comme un systéme endocrine ou I'Ang II synthétisée dans
le plasma serait responsable des effets. La découverte de tous les composants du SRA dans de
nombreux tissus de l'organisme autres que ceux impliqués dans la production de I'Ang II
circulante (coeur, tissus vasculaires, cellules endothéliales, cerveau...) suppose l'existence d'un
ou de SRA tissulaires (Vinson et al., 1995). L'Ang II peut étre formée localement et peut, par

conséquent, posséder des actions autocrines et / ou paracrines.

Au niveau tissulaire, a c6té de la cascade rénine-ACE-angiotensinases présentée précédemment,
existent d'autres voies de synthe¢se de I'Ang II. Il a été notamment démontré l'existence
d'enzymes capables de produire de 1'Ang II a partir de l'angiotensinogéne et d'autres
susceptibles de remplacer la rénine ou I'ACE (cf fig 2) (Dzau et al., 1993).

Ces observations découlent principalement d'études in vitro, mais certains résultats in vivo
viennent conforter cette hypothé¢se. Un taux d'Ang I est détectable aprés un traitement
chronique par des inhibiteurs de I'ACE et une sérine protéase (hHC ou human Heart Chymase),
capable de transformer spécifiquement I'Ang | en Ang II, a été identifiée et purifiée dans le tissu

cardiaque (remarque : elle n'est pas sensible aux inhibiteurs de I'ACE).



Rénine ACE

J

Angiotensinogéne ——— 3wl Angiotensine | p——————pm Angiotensine II

u ’

Non-rénine enzyme(s) ggcligpsine G
Chymase
t-PA

Cathepsine G
Tonine

CAGE : chymostatin-sensitive angiotensin generating enzyme
t-PA : tissue-plasminogen activator

Figure 2 : Autres voies de synthese de I'Ang 11

Les roles relatifs et les liens entretenus entre les systémes circulant et tissulaire ne sont pas
totalement compris aujourd'hui. Le SRA circulant interviendrait plus particulierement dans la
régulation de la pression sanguine, effets a courts termes et les SRA tissulaires pourraient avoir
des effets a plus longs termes et ciblés sur les organes ou ils sont présents : régulation de la
croissance et/ou différenciation cellulaires. Leur hyperactivation pourrait &tre a 1'origine ou du
moins jouer un rdle dans diverses pathologies comme [linsuffisance cardiaque,

'athérosclérose, 1a resténose...



2.1.2. Les récepteurs de I'Ang I1

Une revue récente fait le point de toutes les connaissances actuelles sur les récepteurs de
I'Ang II : localisation, différents sous-types, systémes de transduction, rdles physiologiques...
(de Gasparo et al., 1995a)

2.1.2.1. Hétérogénéité des récepteurs

L'existence de plusieurs types des récepteurs de 1'Ang II a été suggérée depuis de nombreuses
années (Carey et al., 1978; Garcia-Sainz et al., 1987). Cette conclusion était basée initialement
sur les différences de relations structure-activité de lI'Ang II suivant les tissus. Puis
'observation que certains agents réducteurs comme le dithiothréitol ou DTT influencaient
différemment le binding de I'Ang II sur divers tissus vint conforter cette hypothése (Whitebread
et al., 1989; Chiu et al., 1989).

La découverte de ligands peptidiques et non peptidiques hautement spécifiques a permis la
caractérisation de deux types de récepteurs de I'Ang II, les récepteurs AT1 et AT2 (Dudley et
al., 1990).

2.1.2.2. Localisation des récepteurs de ['Ang I

Avec le développement de ligands radioactifs, la distribution anatomique des récepteurs de
I'Ang II a fait l'objet de trés nombreuses recherches ces demiéres années. Le tableau 1 illustre
la distribution des récepteurs AT1 et AT a partir d'études effectuées chez le rat, le lapin, le

boeuf, le singe et 'homme.

La premiére remarque est que, d'une espéce a l'autre, cette distribution peut varier. Par
exemple, chez le rat, les récepteurs AT] sont majoritaires dans le cortex surrénalien et les
récepteurs AT?2 dans la medulla alors que chez le boeuf, on ne trouve dans ces deux régions que
le récepteur AT]. Pour l'instant, ces variations suivant les espéces n'ont pas trouvé

d'explication.

2.1.2.2.1. Localisation des récepteurs AT

Ils sont présents dans la majorité des organes et des tissus impliqués dans la régulation de la
pression artérielle et de la balance hydrosodée, par exemple sur les cellules musculaires lisses
vasculaires, dans les surrénales, les reins et les régions du cerveau responsables du controle
cardiovasculaire.

Leur stimulation semble responsable de la plupart, voire de la totalité, des effets connus de
I'Ang II, notamment la vasoconstriction, la libération d'aldostérone, la rétention hydrosodée, la

stimulation de la soif, la sécrétion de vasopressine...  ~



AT1 AT
A. Localisation périphérique
* surrénales
- cortex rat, lapin, chien, homme + +
boeuf + -
- médullo rat homme + +
boeuf + -
* aorte lapin, porc, chien + -
rat, singe + +
* artére rénale homme + +
* coeur lapin, porc, singe, homme + +
* rein rat, homme + ?
lapin + -
singe + +
* capsule rénale lapin + +
¢ poumon rat + -
* foie rat, lapin + -
* duodénum, iléon cobaye + -
* pancréas chien +
* utérus lapin, rat + +
singe, homme - +
* ovaires rat, boeuf - +
* placenta homme + -
* vas deferens lapin + -
* epididyme rat + -
* vessie cobaye + -
B. Localisation centrale
* cerveau rat, lapin, singe
¢ cerebellum rat, boeuf +
homme +
* hypophyse antérieure tumeur + -
C. Cultures
¢ cellules musculaires lisses rat, homme + -
* cellules R3T3 - +
* hybridome NG108 - +
* phéochromocytome PC12W rat - +

Tableau 1 : Distribution des récepteurs AT et KTz de l'Ang II (Bottari et al., 1993)
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2.1.2.2.2. Localisation des récepteurs AT?2

Une logique dans la répartition des récepteurs AT est plus difficile a établir, d'autant que leurs

réles physiologiques ne sont pas encore connus.

Chez I'animal adulte, les récepteurs AT? sont peu présents. Les trois localisations principales
sont le cerveau, les surrénales et les organes reproducteurs de la femelle. Une surexpression
des récepteurs AT2 a également été observée dans les tissus lésés comme la néointima et la
peau.

Au contraire, chez le foetus et le nouveau-né, ces récepteurs sont beaucoup plus présents. Une
forte densité est détectée au niveau de la peau, des tissus conjonctifs, du diaphragme, du tractus
gastrointestinal et enfin du cerveau, notamment dans des régions ol a 1'dge adulte il n'en reste
plus aucune trace (régions liées aux fonctions visuelles, au contréle de la motricité, de la

sensibilité...).

Cette forte expression des récepteurs AT chez le jeune animal, qui régresse avec l'dge, et sur
les tissus 1ésés, suggere un role de ces récepteurs dans la croissance et / ou la différenciation

cellulaire.

2.1.2.3. Clonage et systémes de transduction des récepteurs de 1'Ang 11

2.1.2.3.1. Récepteurs AT

Clonage

Le récepteur AT a été cloné chez de nombreux mammiferes : rat, souris, lapin, porc, chien,
boeuf et homme (Sasaki et al., 1991; Murphy et al., 1991; Sandberg et al., 1992; Furuta et al.,
1992; Bersgma et al., 1992; Itazaki et al., 1993; Burns et al., 1994). Chez le rat et la souris
uniquement, deux sous-types ont été décrits : AT1A et AT{B. Il n'existe pas de différences
pharmacologiques ou fonctionnelles entre ces deux récepteurs. Leurs séquences peptidiques ne
différent que de dix huit acides aminés.

Remarque : une troisiéme isoforme AT]C a été isolée a partir de placenta de rat (Hahn et al.,
71993a). Chez 'homme, une autre isoforme a également été caractérisée a partir de placenta.
Mais les informations sur ces sous-types sont peu nombreuses et demandent a étre confirmées

pour pouvoir les considérer comme de véritables sous-types de récepteurs.

La séquence peptidique de ces récepteurs est organisée en sept hélices transmembranaires
hydrophobes. Leur appartenance a la grande famille des récepteurs couplés a une protéine G a
également été prouvée (sensibilité 4 la toxine de coqueluche et au GTPYS) (cf fig 3 ). Les quatre

résidus cystéine sur chacune des boucles extracellulaires du récepteur participent a la création de
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deux ponts disulfure. Le changement de conformation induit par la destruction de ces ponts
disulfure par le DTT peut expliquer la diminution d'affinité de 1'Ang II pour le récepteur. Trois
sites de glycosylation (Asn-X-Ser / Thr) sont présents, un dans le domaine N-terminal
extracellulaire et deux dans la seconde boucle extracellulaire. Plusieurs sérines et thréonines
sont également présentes dans la seconde boucle et le domaine C-terminal cytoplasmiques. Elles
représentent des sites possibles de phosphorylation. Enfin la cystéine située dans le domaine

C-terminal intracellulaire constitue un site probable de palmitoylation.
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Figure 3 : a) Séquence du récepteur AT1 de boeuf. Les sites de glycosylation sont mentionnés

(-CHO), les ponts disulfure sont représentés par -S-S-, le site de palmitoylation par §
b) Organisation tridimentionnelle hypothétique du récepteur AT de rat

(Harris et al., 1995). 2
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Systémes de transduction

Le récepteur AT] apparait réguler une série de seconds messagers générés par diverses

enzymes et divers systémes transporteurs d'ions (de Gasparo et al., 1995; Harris et al., 1995).

Stimulation d'une phospholipase C ou PLC

Cette voie apparait comme la plus importante et la plus répandue des systémes de transduction
de I'Ang II.

La stimulation d'une PLC par 'Ang II passe par l'activation d'une protéine Gq et conduit a la
formation d'inositol triphosphate ou IP3 et de diacylglycérol ou DAG.

La stimulation du réticulum sarcoplasmique par IP3 induit une augmentation rapide de la
concentration intracellulaire en Ca2+, reliée par une entrée massive de Ca2+ extracellulaire par
ouverture des canaux calciques. Les réponses cellulaires initi€es par cette augmentation du
Ca2+ intracellulaire sont nombreuses : synthése et sécrétion d'aldostérone, sécrétion
d'hormones peptidiques (prolactine, ACTH ou hormone corticotrophine, vasopressine,
ocytocine), vasoconstriction des cellules musculaires lisses par activation de la calmoduline...
Le DAG active diverses protéines kinases dont une PKC qui, en phosphorylant de multiples
protéines, agit en synergie avec l'augmentation du Ca2+ cytoplasmique pour réguler le
fonctionnement cellulaire. Un autre role important de la PKC est sa participation au phénoméne
de désensibilisation des récepteurs AT]. Le rétrocontrdle négatif passe probablement par une
phosphorylation du récepteur et / ou de la protéine G.

Le DAG formé sous l'action d'une DAG lipase est aussi une source d'acide arachidonique.
p q

Stimulation d'une protéine tyrosine kinase ou PTK

Un systéme de transduction pour I'Ang II impliquant la phosphorylation de résidus tyrosine de
protéines a été caractérisé dans des cellules musculaires lisses vasculaires de rat et dans des
cellules musculaires lisses gastriques de cobaye (Molloy et al., 1993; Yang et al., 1993;
Butcher et al., 1993; Turner et al., 1995).

Ce systeme serait impliqué dans le controle de la croissance cellulaire par 'Ang II. En effet de
nombreux récepteurs de facteurs de croissance (Platelet Derived Growth Factor ou PDGF ...)
possedent cette activité. Mais a la différence de ces récepteurs, le récepteur AT] est dépourvu de
toute activité tyrosine-kinase directe. Il semble que l'activation d'une cascade complexe de
protéines kinases (sérine-, thréonine-kinases) soit également impliquée dans ce systéme.

Il a été montré que I'Ang II, par l'intermédiaire des récepteurs AT1A, active un systéme de
transduction nucléaire Stat 91 capable d'assurer le lien entre le récepteur et le noyau.

L'activation de ce systéme impliquerait justement des tyrosine-kinases (Bhat et al., 1994).
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Stimulation d'une phospholipase A2 ou PL. A2
L'Ang II stimule par !'intermédiaire d'une protéine G une PLLA2 qui, activée, hydrolyse les

phospholipides et libére l'acide arachidonique. Le métabolisme de celui-ci conduit a la
formation de diverses substances dont certaines ont un réle important dans le contrdle de
fonctions locales. Ainsi les prostaglandines influent sur le tonus vasculaire et I'agrégation
plaquettaire, tout comme le thromboxane A2 ou TXA?.

Stimulation d'une phospholipase D ou PLD

L'Ang II est également capable de stimuler l'activité d'une phospholipase D ou PLD dans des
cellules mésangiales et glomérulaires avec génération d'acide phosphatidique et de choline.
Dans les cellules vasculaires, 'activation d'une PLD parait plus intense dans les cellules en

croissance.

Modulation d'une adénylate cyclase ou AC

Le role de I'AC dans le mécanisme de transduction de I'Ang II porte a discussion. La majorité
des résultats suggerent que I'Ang II inhibe I'AC en stimulant une protéine Gj sensible a la
toxine de coqueluche. Mais a 'opposé, certaines observations montrent une augmentation de
l'activité de I'AC en présence d'Ang II, par exemple dans les fibroblastes de foetus. Mais cet
effet de 1'Ang I semble &tre indirect et médié par l'activation d'une PKC ou par la voie Ca2+-
calmoduline. Le couplage direct et positif des récepteurs AT1 a I'AC reste a démontrer.

Modulation de 1'activité des canaux ioniques
L'Ang II peut réguler I'ouverture des canaux calciques, potassiques et sodiques. La stimulation

des canaux Ca2+ voltage-dépendants de type T et le blocage des canaux K* jouent un rdle

important dans la sécrétion d'aldostérone stimulée par I'Ang II.

2.1.2.3.2. Récepteurs AT2 (Hodges et al., 1994; Nahmias et al., 1995; Harris et al.,
1995)

Clonage

Le récepteur AT?2 a été cloné dans un premier temps chez le foetus de rat et dans une lignée
cellulaire PC12W (Mukoyama et al., 1993; Kambayashi et al., 1993), puis chez 1'homme et la
souris (Nakajima et al., 1993; Martin et al., 1994).

Une recherche de séquences hydrophobes montre une structure en sept hélices
transmembranaires (cf fig 4). Mais le couplage a une protéine G reste controversé. Les
premicres études montraient une non sensibilité au GTPyS (Bottari et al., 1991). Mais d'autres
auteurs ont clairement démontré qu'une protéine G est impliquée dans la modulation de canaux
potassiques par les récepteurs AT2 dans des cultures de neurones de rat ou dans 1'inhibition

d'une phosphotyrosine phosphatase dans les cellules, PC12W (Takahasi et al., 1994). Ces
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résultats, en apparence contradictoires, sont peut étre dus a l'existence de sous-types de
récepteurs ou, comme certains auteurs le supposent, a l'existence de protéines G encore non

caractérisées (Nahmias et al., 1995).

L'homologie des séquences peptidiques entre les récepteurs AT] et AT n'est que de 32-35%.

On retrouve les résidus cystéine sur les boucles extracellulaires et pourtant les récepteurs AT
ne sont pas sensibles au DTT, une sensiblisation est méme observée. L'action des agents
réducteurs sur les récepteurs de I'Ang II reste une énigme. Cinq sites de glycosylation sur la
partie N-terminale, plusieurs sites de phosphorylation dans la partie C-terminale ainsi qu'un site

de palmitoylation sont présents.

oemeogoﬁﬂecmo
9

extraceltular
surface

membrane

cytoplasmic
surface

Figure 4 : Séquence du récepteur AT2 humain. Les sites de glycosylation sont représentés par -
et le site de palmitoylation par §(Nahmias et al., 1995).

Systémes de transduction

A lheure actuelle, seules des hypotheéses peuvent é&tre faites. Les résultats, parfois
contradictoires demandent a étre confirmés.
Le tableau suivant rassemble les différents systémes évoqués lors d'études sur des cultures

cellulaires (Nahmias et al., 1995 et références citées).
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Souches cellulaires Effets Sensibilité a TC
NG108-15 canaux Ca2+ type T -
Neurones ouverture de canaux K+ +
Neurones diminution du GMP¢ nd
PC12W diminution du GMP¢ -
Myocytes cardiaques activation PLA2 nd
PC12W stimulation PTP -
PC12W inhibition PTP +
N1E-115 diminution PY nd

nd : non déterminée; PLA2 : phospholipase A2; PTP : activité protéine tyrosine
phosphatase; PY : protéines tyrosine phosphorylées; TC : toxine de coqueluche

Bottari et ses collaborateurs ont montré i travers de nombreux travaux un lien entre la
stimulation de protéines tyrosine phosphatases et l'inhibition d'une guanylate cyclase

particulaire qui entrainerait une diminution du taux de GMPc (Bottari et al., 1992; Brechler et

al., 1994).

~

2.1.2.4. Nomenclature des récepteurs de 1'Ang I1

A partir de tous les renseignements connus sur les récepteurs de 1'Ang II, une nomenclature a
été établie récemment par le comité de 'TUPHAR (cf tableau 2) (De Gasparo et al., 1995b).

Deux autres types de récepteurs ont été€ décrits, mais les connaissances sur ceux-ci sont encore

insuffisantes pour les inclure dans la classification :

- AT3 : isolé de cellules de neuroblastomes neuro 2A. Il est reconnu par I'Ang II, mais peu ou

pas par I'Ang IIl et par les antagonistes non peptidiques DuP 753 et PD 123319. Sa

stimulation activerait une guanylate cyclase soluble par un processus encore inconnu.

- ATy : site de liaison de I'Ang IV, présent dans le coeur, le poumon, le rein, le foie... Aucun
autre ligand que 1'Ang IV n'est connu pour ce récepteur. Sa séquence, ses systémes de

transduction ne sont pas connus. Il serait impliqué dans l'irrigation cérébrale et rénale

(Wright et al.,1995).

Chez les non mammiféres, des récepteurs de I'Ang II ont également été isolés :

- chez un amphibien, Xenopus AT : il présente les mémes propriétés fonctionnelles que les

récepteurs AT mais ne reconnait que le CGP 42112 (Bergsma et al., 1993),

- chez des microorganismes comme Mycoplasma.
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Nomenclature

Sous-types

Localisation

Affinité

Sensibilité aux
agents réducteurs

Agonistes
sélectifs

Antagonistes
sélectifs

Mécanismes de
transduction

Effecteurs
principaux

Géne

Informations
structurales

ATy

rat, souris : AT1A, AT1B

AT1A : poumon, foie, cerveau,
rein, cellules musculaires lisses
vasculaires

AT]B : surrénales, hypophyse
ANG I > ANG III

inactivation

Losartan (DuP 753)
Valsartan (CGP 48933)

Eprosartan (SKF 108566)...

protéines G :

PLC, PLA2, PLD, AC,
canaux calciques

atl

359 acides aminés
7 hélices transmembranaires

tissus fétaux, cerveau, tissus des
organes reproducteurs, tissus 1ésés

ANG II = ANG 11
insensible ou légére suractivation
CGP 42112

PD 123177
PD 123319

protéine G ?

PTPase ?

ar2

363 acides aminés
7 hélices transmembranaires

Tableau 2
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2.1.3. Propriétés physiologiques de I'Ang II

2.1.3.1. Ang Il et équilibre hémodynamique

['Ang II est une hormone clé de l'appareil cardiovasculaire. Controlant a la fois le bilan
hydrosodé, la volémie et le tonus vasculaire, I'Ang Il est au centre de I'équilibre

hémodynamique.
Ses actions peuvent étre classées en deux catégories :
- actions vasopressives

- actions régulatrices de fonctions cellulaires

2.1.3.1.1. Actions vasopressives de I'Ang 11

Effets directs

L'Ang II est un des agents vasopresseurs les plus puissants connus aprés l'endothéline. A
concentration moléculaire €gale, son pouvoir vasoconstricteur est quarante fois supérieur a celui
de la noradrénaline.

Elle exerce un effet direct sur les muscles lisses vasculaires et joue un role majeur dans le
contrble de la pression artérielle. L'influence sur le tonus vasculaire varie d'un tissu a l'autre.
Ainsi les vaisseaux des reins (artérioles afférentes et efférentes), du mésentere, de la peau scnt

plus sensibles a ce peptide que ceux du cerveau, des poumons...

Effets indirects

L'Ang Il a la capacité de stimuler le systéme nerveux sympathique au niveau central ou
périphérique par action au niveau des ganglions ou des terminaisons nerveuses sympathiques. Il
en résulte une augmentation de la libération de catécholamines qui vont exercer leur pouvoir
vasoconstricteur et cardiotonique en stimulant les récepteurs a et B adrénergiques. L'effet
vasoconstricteur direct de 1'Ang II est alors amplifié par l'augmentation concomitante de

l'activité sympathique.

2.1.3.1.2. Actions de I'Ang I sur le coeur (Dostal et al., 1993)

De par ses actions diverses et complexes sur plusieurs tissus et systémes impliqués dans la
régulation cardiaque (corticosurrénales, systéme nerveux cental, muscle lisse vasculaire), les
effets propres de I'Ang II sur le coeur sont difficilement observables in vivo. Par exemple, son
effet inotrope positif, qui a été caractérisé€ in vitro est masqué in vivo par l'action des systémes
de régulation réflexe. Par conséquent, la plupart des effets cardiaques du SRA ont été étudiés in

vitro, sur organes isolés.



Comme au niveau vasculaire, I'Ang II stimule l'activité sympathique en augmentant la quantité
de neurotransmetteur 1ibéré et en inhibant sa recapture par les terminaisons nerveuses
sympathiques. Cette stimulation contribue a l'action inotrope positive de I'Ang II. L'Ang II
exercerait également un effet direct chronotrope positif.

Au niveau de la circulation coronaire, 'Ang II induit une diminution du débit.

2.1.3.1.3. Actions régulatrices de fonctions cellulaires de I'Ang 11

L'action régulatrice de I'Ang II est trés étendue. Elle agit sur de multiples organes et tissus et

interagit avec de nombreux systémes biologiques.

Controle de la volémie

Action sur les surrénales

L'Ang 1I stimule la stéroidogénese surrénalienne a des concentrations bien inférieures a celles
nécessaires pour son action vasoconstrictrice. Elle stimule la synthése et la sécrétion
d'aldostérone par le cortex surrénalien. Apres libération dans la circulation, l'aldostérone agit

sur le tube distal rénal et les canaux collecteurs et induit la réabsorption de Nat.

Action sur les reins

Au niveau des reins, I'Ang 1I régule trois fonctions qui vont concourir a une augmentation de la

volémie :

- l'absorption tubulaire de 1'eau et du Na%t : en plus de l'action de 1'aldostérone, I'Ang II est
capable de stimuler directement une rétention hydrosodée rénale en augmentant l'activité de
'échangeur Nat/H™ des cellules épithéliales du tube contourné proximal.

- I'némodynamique rénale : I'Ang II induit la vasoconstriction des artérioles afférentes et
efférentes au glomérule.

- la perméabilité glomérulaire : I'Ang Il régule la vitesse de filtration glomérulaire en contrdlant

I'hémodynamique rénale.

Action sur le systéme nerveux central

Enfin I'Ang II agit au niveau central en stimulant la soif, la libération par I'hypothalamus de

vasopressine (hormone antidiurétique a faible concentration et vasoconstrictrice a plus forte

dose).

L'action vasoconstrictrie et la régulation de la balance hydrosodée sont les deux actions
premiéres de I'Ang II. On peut constater que ces deux actions sont intimement liées. On peut
penser que suite & une déplétion en Na*t, le SRA est activé pour stimuler la réabsorption rénale
et la libération d'aldostérone. En méme temps, la stimulation de la soif et de la sécrétion de

vasopressine ont pour objectif de combler ce déficit. Dans le cas ol la volémie n'est pas

E
£
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rétablie, la concentration en Ang II est augmentée pour atteindre un taux suffisant et exercer son

action vasoconstrictrice et prévenir tout risque de collapsus.

Pour le contrle hémodynamique, le SRA circulant semble &tre le principal systéme impliqué. Il
est donc lié aux effets a courts termes de I'Ang II. Seule la stimulation des récepteurs AT

semble responsable des effets décrits précédemment.
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Angiotensine 11

| |
Voo l l |

Muscles lisses  Coeur Cerveau Surrénales Effets dir_ects Cerveau
vasculaires | sur les reins
‘ I
Medulla Cortex Tubes Artérioles
!} Sécrétionde 1t Sécrétion 4 Sécrétion } Fraction LT )
Srol; tadrénali ' aux de filtration 1 Sécrétion 1Soif
noradrénaline  d'adrénaline  d'aldostérone de filtration olomérulaire de vasopressine
* Activation du svstd v
ctivation du systeme . i ‘
nerveux Sympag]ique au 1 Réabsor+ption T Réabsorption 1 Ingestion
niveau central ou périphérique de Na de H,O de H,O
v 1 I l l
1 Débit v
Contraction . -
T vasculaire cardiaque Rétention hydrosodée

| | }

Vo

1 Pression artérielle

Tableau 3 : Effets de I'Ang Il participant a I'augmentation de la pression artérielle
(d'apres Eberhardt et al., 1993)
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2.1.3.2. Ang II et croissance cellulaire

De multiples observations ont trés tdt soulevé 1idée d'une implication de I'’Ang II dans les
processus de croissance cellulaire.

La découverte en 1989 de 1'inhibition de I'hyperplasie myointimale apres Iésion vasculaire chez
le rat par des inhibiteurs de 1'enzyme de conversion de I'angiotensine ou IEC a posé la question
d'une éventuelle implication du SRA dans les phénoménes de prolifération cellulaire (Powell et
al., 1989). Puis les premiéres expériences réalisées avec des antagonistes des récepteurs de
I'Ang II ont conforté cette idée. Le DuP 753, le TCV 116, deux antagonistes AT sélectifs,
inhibent 'épaississement de l'intima apres lésion de la carotide chez le rat (Kauffman et al,,
1991; Taguchi et al., 1993; Kawamura et al., 1993).

Daemen a montré d'autre part qu'une perfusion continue d'Ang Il chez le rat induit une
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires de carotides saines ou lésées (Daemen et
al., 1991).

Les effets bénéfiques observés avec les IEC dans les cas d'hypertrophie ventriculaire et de
remodelage cardiaque apportent une preuve supplémentaire pour une implication de 1'Ang 1I
dans les processus d'hypertrophie et d'hyperplasie cellulaires (Pinto et al., 1995; Struijker-
Boudier et al., 1995).

Tous ces résultats in vivo suggérent un potentiel important de I'Ang II pour promouvoir une
prolifération et / ou une hypertrophie cellulaire. Elle agirait soit directement, soit en interagissant

avec les principaux facteurs de croissance et cytokines impliquées dans ces phénomeénes.

Pour essayer de mieux comprendre les mécanismes d'action de I'Ang 11, des études in vitro ont
été réalisées. Une grande variabilité des effets de I'Ang II a été observée. Suivant la souche
cellulaire, les conditions de culture, notamment par la présence ou non de sérum , 'Ang II
induit soit une hypertrophie, soit une hyperplasie (Bunkenburg et al., 1992; Sadoshima et al.,
1993a). Par exemple I'Ang II induit la prolifération de cellules vasculaires humaines ou
mésentériques de rat en présence de sérum. En revanche, d'autres auteurs ont rapporté que
I'Ang II n'a qu'un effet hypertrophiant (avec ou sans polyploidie) sur des cultures de cellules
vasculaires préparées a partir d'aorte thoracique de rat en l'absence de sérum. L'exposition des
cellules 4 des facteurs de croissance apportés par le sérum est peut étre la condition nécessaire

pour avoir une réponse hyperplasique suite a une stimulation par I'Ang II in vitro.

L'Ang II aurait donc un effet indirect sur la croissance cellulaire, dépendant d'autres facteurs de
croissance. Elle agirait en quelque sorte comme agent comitogéne. De nombreux travaux
montrent en effet une action de I'Ang Il sur la synthése de divers facteurs de croissance : PDGF
(Platelet Derived Growth Factor), bFGF (basic Fibroblast Growth Factor), TGFp (Tumor
Growth Factor) (Itoh et al., 1993). Une étape essentielle est I'induction de proto-oncogeénes ou
génes d'action précoce : c-fos, c-myc et c-jun qui activent ou répriment la transcription d'autres

génes impliqués dans la croissance cellulaire et la synthése de protéines (Sadoshima et al.,
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1993b). Récemment, un systéme de transduction reliant directement le récepteur et le noyau a

ét€ mis en évidence (Bhat et al., 1994).

Le SRA tissulaire semble étre le plus impliqué dans les actions trophiques et mitogeénes de
I'"Ang II. Une surexpression de I'ACE dans les vaisseaux 1ésés, une hyperactivité du SRA local
dans les pathologies cardiaques ont notamment ét€ démontrées (Dzau et al., 1992; Rakugi et al.,
1994; Holtz et al., 1993).

Remarque : Le SRA est aussi appelé systéme rénine-angiotensine-aldostérone (SRAA).
'aldostérone est connue depuis longtemps comme une hormone minéralocorticoide contrdlant
la réabsorption du sodium dans la partie distale du néphron. Or, depuis plusieurs années, des
chercheurs mettent en évidence des effets beaucoup plus variés et parfois inattendus de
'aldostérone dans des cellules différentes des cellules rénales. Notamment ['existence, comme
pour tous les éléments du SRA, d'une synthése d'aldostérone dans les parois vasculaires, ou
d'une action dans le développement d'une fibrose cardiaque ventriculaire gauche et vasculaire et
dans celle de 'épaississement intimal aprés angioplastie. L'aldostérone apparait donc comme un
partenaire trés efficace de 1'Ang II en agissant en synergie avec celle-ci dans tous ces processus
de croissance. Les anti-aldostérones comme la Spironolactone font d'ailleurs 1'objet d'un regain
d'intérét (Jaillon et al ., 1995).

Le role respectif des récepteurs de 1'Ang Il n'est pas encore totalement élucidé. L'implication
des récepteurs AT est certaine. Une surexpression a été décrite dans l'aorte de rat aprés
angioplastie (Viswanathan et al., 1994). L'inhibition de la formation de la néointima par les
antagonistes AT] sélectifs est une preuve supplémentaire.

En revanche, le role joué par les récepteurs AT2 est moins clair. Une perfusion de CGP 42112,
agoniste AT2 et non antagoniste comme mentionné par Janiak, inhibe la formation de la
néointima aprés angioplastie chez le rat (Janiak et al., 1992). Une étude récente montre
également que ces récepteurs exercent un effet inhibiteur sur la prolifération induite par
stimulation des récepteurs AT] (Stoll et al., 1995). Ces résultats jettent le trouble sur le role des
récepteurs AT2. Longtemps considérés comme médiateurs des effets trophiques de 1'Ang 11, ils
exerceraient au contraire un effet antitrophique par rétrocontrdle négatif sur les récepteurs AT7].
Remarque : ces résultats remettent en cause l'intérét pour les antagonistes non sélectifs
AT1 / AT2. Une stimulation des récepteurs AT) aprés blocage des AT] serait peut-étre

bénéfique...
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2.1.3.3. Autres actions de I'Ang IT

A coté de ces deux actions principales sur le contrble de 1'équilibre hémodynamique et sur la

croissance cellulaire, I'Ang II agit également :

- sur la régulation du flux sanguin cérébral. Fait assez surprenant, elle induirait une relaxation
des artéres cérébrales par stimulation des récepteurs AT2. Elle est soupconnée également
d'intervenir dans les processus de la mémoire, de 'apprentissage ou du comportement en
interagissant avec de nombreux neurotransmetteurs impliqués dans ces processus
acétylcholine, GABA, dopamine, sérotonine (Wright et al., 1995)...

- sur le cycle reproducteur. Elle module la sécrétion de LHRH ou Luteinizing Hormone
Releasing Hormone, dont dépend celle de LH ou Luteinizing Hormone.

- sur la contraction de muscles lisses non vasculaires : utérus, tractus gastrointestinal...

2.1.3.4. Controle des effets de I'Ang I1

Il est important de replacer I'Ang II et ses activités au sein des équilibres contrblant la
vasomotricité et la vasotrophie.
La régulation de ces deux phénoménes est assurée par 1'équilibre entre un systéme

neurohormonal relaxant, antitrophique et un systéme constricteur, trophique.

Syste¢mes neurohormonaux et cellule musculaire lisse
relaxant constricteur
antitrophique trophique
Oxyde nitrique NO° Endothéline
Facteur Atrial Natriurétique (ANF) Angll
stlmulzil)rtlon B syrlppatmque stimulation o sympathique
ostacycline Thromboxane A2 (TXA2)

Chacun des effets de 'Ang II peut donc étre contrebalancé par 1'action des autres facteurs
impliqués dans ces équilibres, d'autant qu'elle est capable de stimuler la libération de certains

d'entre eux : I'Ang II stimule par exemple la libération d'ANF (Atrial Natriuretic Factor)...

L'Ang II est également capable d'autoréguler sa propre synthése, en exercant un rétrocontrole

négatif sur celle de la rénine.
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1PLA5 — 1 AA — 1 Prostaglandines
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Tableau 4 : L'Ang Il : ses récepteurs et leurs systémes de transduction, les réponses biologiques

associées 2 leur activation (d'apres Bottari et al., 1993)
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2.1.4. Comment et pourquoi bloquer le SRA ?

2.1.4.1. Les inhibiteurs du SRA

2.1.4.1.1. Les inhibiteurs de I'ACE ou IEC

Les deux premiers inhibiteurs de I'ACE actifs per os découverts sont le Captopril et I'Enalapril.
Depuis, d'autres molécules (Ramipril, Bénazépril...) ont été synthétisées et actuellement quinze
spécialités (sans compter les associations avec les diurétiques) peuvent étre recensées dans le
Vidal.

%
HS—CH, —~CH-C—N H5C200C—(|:H -NH ——CH—%—N

i
O COOH (%Hz 1) COOH
CH,
Captopril Enalapril

Leurs deux principales indications thérapeutiques sont l'hypertension artérielle essentielle et
I'insuffisance cardiaque. Ils sont en général bien tolérés. Des troubles digestifs (composés a
caractere acide), rénaux (insuffisance rénale aigué, sténose de l'artére rénale), allergiques et des
possibilités d'hypotension peuvent apparaitre mais sont généralement sans gravité. L'apparition
d'une toux séche et des risques d'oedéme de Quinck, les deux principaux effets secondaires des
IEC, résultent de l'aspécificité de I'ACE qui régule notamment le métabolisme de la
bradykinine, médiateur de l'inflammation. Il apparait ici une des limites des inhibiteurs de
I'ACE due a la non-spécificité de cette enzyme pour le SRA.

2.1.4.1.2. 1 es inhibiteurs de la rénine

Trois notions théoriques sont en faveur de l'inhibition de la rénine pour bloquer le SRA :

- I'enzyme est spécifique : elle n'intervient dans aucun autre systéme biologique, son unique
substrat est 'angiotensinogeéne,

- il s'agit de 1'étape limitante : la vitesse globale de la chalne de réactions dépend de la
concentration en rénine; son inhibition modérée doit étre théoriquement immédiatement
sensible,

- il s'agit de la premiére étape de la série de réactions : I'accumulation d'angiotensinogéne,
dénué de toute activité biologique a la différence des angiotensines, est sans gravité.

Les recherches dans ce domaine ont débuté par la conception de pseudopeptides, analogues de

I'état de transition tétraédrique adopté lors de I'hydrolyse de I'angiotensinogéne par la rénine.
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Mais des problémes de biodisponibilité et de manque d'activité per os ont retardé 1'avancée des
travaux. Les premiers inhibiteurs de rénine non peptidiques commencent juste 2 apparaitre et il

n'y a pas encore de résultats d'études cliniques.

Les deux principales limites de ces inhibiteurs d'enzyme (rénine et ACE) résident :

- premiérement, dans l'existence de différents récepteurs de I'Ang Il : AT] (AT1A, AT1B),
AT?7. On peut penser que cette hétérogénéité a des implications physiologiques importantes.
Il apparait alors que le blocage spécifique de 1'un ou l'autre de ces récepteurs pourrait étre
tres intéressant sur le plan pharmacologique,

- deuxiemement, dans l'existence d'autres voies de synthése de I'Ang II que la cascade
enzymatique rénine-ACE. Il est donc impossible avec ce genre de molécules de bloquer
totalement le SRA, en particulier les SRA locaux ou ces voies de synthése détournées de

I'Ang I semblent étre assez importantes (cf coeur).
Ainsi se justifie l'intérét pour la troisieme famille d'inhibiteurs du SRA : les antagonistes Jes
récepteurs de I'Ang II. On peut espérer avec ces molécules obtenir des médicaments avec une

efficacité au moins égale aux IEC et mieux tolérés car plus spécifiques.

2.1.4.1.3. Les antagonistes des récepteurs de I'Ang I1

Jusqu'en 1982, seuls des antagonistes peptidiques des récepteurs de I'Ang II (Sarmesine,
Saralasine...) étaient décrits. Ces antagonistes ont été trés peu utilisés en clinique. Ils ont une
faible biodisponibilité, une bréve durée d'action & cause de leur structure peptidique sensible
aux enzymes et une activité agoniste partielle.

Puis la découverte fortuite par Furukawa des effets antagonistes de dérivés du
N-benzyl imidazole (S 8307-S&8308) sur les propriétés contracturantes de I'Ang II a ouvert la

voie a la conception d'antagonistes non peptidiques (Furukawa et al., 1982a, 1982b).

Plusieurs antagonistes non peptidiques des récepteurs de 1'Ang II sont aujourdhui en
développement clinique. Le Losartan, antagoniste AT sélectif est 'unique représentant de cette
famille commercialisé depuis peu sous le nom de COZAAR®. L'indication thérapeutique
principale est l'hypertension essentielle. Mais il existe de grands espoirs pour voir ces
indications étendues a de nombreuses autres pathologies : insuffisance cardiaque, infarctus,

ischémie cardiaque, athérosclérose, resténose, maladies rénales...
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2.1.4.2. Perspectives thérapeutiques pour les antagonistes des récepteurs de
I'Ang I

La premiére indication qui vient a l'esprit est bien entendu I'hypertension. Mais dans ce
domaine la concurrence est importante avec les diurétiques, les B-bloquants, les IEC, les
antagonistes calciques, médicaments qui ont fait leurs preuves depuis plusieurs années.

La mise en évidence des actions de 1'Ang II sur les processus de croissance et les premiers
résultats obtenus avec les IEC et les antagonistes des récepteurs de I'Ang II au cours d'études
cliniques ou sur modeles animaux (Nelson et al., 1995) laissent envisager d'autres indications,
plus séduisantes qui sont les dysfonctionnements cardiaques (insuffisance, ischémie, infarctus,
hypertrophie ventriculaire gauche), l'athérosclérose, la resténose, les dysfonctionnements

rénaux .

2.1.4.2.1. I.'hypertension

Une hyperactivation du SRA est fréquemment observée dans les hypertensions malignes et
rénovasculaires et chez certains patients présentant de 1'hypertension essentielle, en particulier,
chez ceux en déplétion sodée. Les IEC ont largement fait leurs preuves dans le traitement de
I'hypertension. 11 était donc tout a fait raisonnable de penser que les antagonistes des récepteurs
de I'Ang II seraient également de bons antihypertenseurs. Les résultats obtenus avec le
Losartan) et toutes les molécules en développement clinique n'ont pas décu. Les effets sur la
pression artérielle sont tout a fait comparables & ceux des IEC (Wong et al., 1995; Nelson et al.,
1995). Le Losartan semble trés bien toléré, seuls de 1égers vertiges ont été ressentis par certains
patients. Les problémes de toux observés avec les IEC ne semblent pas se manifester avec le
Losartan.

2.1.4.2.2. L'insuffisance cardiaque

Plusieurs études cliniques ont montré qu'un traitement par des IEC est bénéfique dans les cas
d'insuffisance cardiaque (IC) congestive (SAVE (Survival and Ventricular Enlargement),
SOLVD (Studies of Left Ventricular Dysfunction) et CONSENSUS (Cooperative North
Scandinavian Enalapril Survival Study)) (Timmis et al., 1994). Dans ces études, les IEC
améliorent la qualité de vie et prolongent la durée de survie des patients en particulier dans les
cas d'IC sévéres.

Ces études cliniques ont montré la capacité des IEC a diminuer l'hypertrophie du ventricule
gauche (HVG), complication grave de I'IC. Le résultat important est que cet effet n'est pas
uniquement di a la normalisation de la pression artérielle. Une diminution de I'HVG chez des
modeles dIC a été observée avec des doses d'1EC trop faibles pour affecter la pression
artérielle ou la postcharge. En revanche, d'autres vasodilatateurs capables de normaliser les

paramétres tensionnels mais n'appartenant pas a la faniille des IEC se sont montrés totalement



inefficaces contre I'HVG. Cela prouve que l'action de 1'Ang II dans le phénomene
d'hypertrophie cardiaque est directe et qu'elle n'est pas simplement une conséquence des effets
de 1'Ang II sur la pression artérielle (Dostal et al., 1993).

Le SRA cardiaque parait jouer un role important dans les diverses complications associées a
I'IC : hypertrophie et dilatation ventriculaire gauche, remodelage cardiaque avec synthése de
matrice extracellulaire et dépot de collagéne (Dostal et al., 1993; Hahn et al., 1993b; Ishiye et
al., 1995).

Sur des modéles animaux d'IC, les antagonistes des récepteurs de 1'Ang II ont également
montré des effets bénéfiques (Ishiye et al., 1995). Ces résultats restent a confirmer chez
I'homme. Une comparaison IEC-antagonistes de I'Ang II serait alors intéressante; une meilleure
inhibition du remodelage cardiaque par les seconds pouvant €tre espérée grace a leur meilleure

capacité théorique a bloquer le SRA tissulaire (Ruzicka et al., 1993).

2.1.4.2.3. Les ischémies, infarctus et arythmies du myocarde

L'Ang II pourrait participer aux complications ischémiques associées a l'insuffisance cardiaque.
L'Ang I1, par son puissant pouvoir vasoconstricteur des artéres systémiques et coronaires, par
sa capacité a stimuler le syst¢me nerveux sympathique et la libération de catécholamines, peut
aggraver l'ischémie du myocarde en réduisant l'apport en oxygéne, tout en augmentant ses
besoins via un accroissement des effets inotropes et de la post-charge.

La prescription d'I[EC dans la phase aigué ou dans les jours suivant I'infarctus semble diminuer
les risques de récidives et la mortalité (études SAVE, CONSENSUS). L'amélioration des
paramétres hémodynamiques et l'action sur le remodelage cardiovasculaire post-infarctus

semblent expliquer cette action bénéfique.

2.142.4. les processus sténotiques et thrombotiques (resténose et

athérosclérose)

L'angioplastie constitue un des traitements de choix de I'angine de poitrine. Mais l'intérét pour
ce traitement est modulé par l'importance des rechutes liées au phénomene de resténose qui
touchent entre 30-40% des patients.

La découverte d'"antiresténotiques” fait I'objet de trés nombreuses recherches. Les approches
thérapeutiques sont trés diverses et ceci parce que les phénomenes intervenant au cours de la
resténose sont trés nombreux : agrégation plaquettaire, prolifération et migration des cellules
musculaires lisses, synthése de matrice extracellulaire (O'Brien et al., 1994). 1l apparait
immédiatement 1'intérét que pourraient avoir les inhibiteurs du SRA dans la lutte contre cette
pathologie, 1'Ang II étant supposée impliquée dans au moins trois de ces événements

(migration, prolifération cellulaires et synthése de matrice extracellulaire).
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Les résultats sur certains modéles animaux étaient trés encourageants, les IEC et les
antagonistes des récepteurs AT inhibant trés significativement la formation de néointima apres
angioplastie chez le rat principalement (Prescott et al., 1991, 1993). Mais ces premieres
observations ont été remises en question lorsque chez d'autres espéces (singe, porc) et surtout
chez I'homme, les IEC se sont révélés inefficaces contre I'épaississement vasculaire apres
angioplastie (Hanson et al., 1991; Lam et al., 1992). Dans 'étude MERCATOR (Multicenter
European Research Trial with Cilazapril after Angioplasty to prevent Transluminal coronary
Obstruction and Restenosis), aucune prévention contre la resténose coronarienne n'a été
observée apres traitement par le Cilazapril 4 la dose de 5 mg b.i.d. (Mercator Study Group,
1992). Ce résultat a jeté le doute sur toutes les théories selon lesquelles I'Ang II était impliquée
dans les processus de migration, de prolifération cellulaires. Mais aprés analyse du protocole
suivi dans cette étude clinique, plusieurs discordances apparaissent par rapport aux protocoles
suivis chez l'animal. Les doses testées chez l'animal sont largement supérieures et, fait trés
important, le traitement est débuté six jours avant l'intervention. Mais il faut tout de méme
reconnaitre que ces modeles animaux ne sont pas tout & fait adaptés : la 1ésion est réalisée sur
une artére saine alors que l'angioplastie chez l'homme est effectuée sur un vaisseau
athéromateux. Il est évident que cela peut introduire des différences fondamentales dans les

mécanismes de sténose.

Il est toutefois trop tot pour bannir totalement les inhibiteurs du SRA dans la prévention et le
traitement de la resténose, d'autres études cliniques sont en cours et les résultats sont attendus
avec impatience, en particulier ceux de 1'étude MARCATOR (Multicenter American Research
Trial with Cilazapril after Angioplasty to prevent Transluminal coronary Obstruction and
Restenosis) ot des doses supérieures de Cilazapril (2,5; 5 et 10 mg b.i.d.) sont testées.

Une étude avec un antagoniste de I'Ang II serait également trés intéressante. Dans les modéles
de resténose chez 1'animal, les antagonistes de I'Ang II semblent inhiber 2 la fois la migration et
la prolifération cellulaires, alors que les IEC ne semblent agir que sur la migration (Prescott et
al., 1991). L'action antiproliférative de 1'Ang Il par stimulation des récepteurs AT?, si elle est
confirmée, peut constituer un deuxi¢me avantage pour les antagonistes des récepteurs AT1.
L'augmentation du taux d'Ang II observée au cours du traitement par ces antagonistes peut
induire une surstimulation des récepteurs AT2 qui pourrait donc étre bénéfique...

L'athérosclérose présente des points communs avec la resténose (migration et prolifération des
cellules musculaires lisses). Un traitement par les inhibiteurs du SRA est donc envisageable.
Les résultats obtenus sur les modéles animaux sont partagés, mais il faut noter que ces modeles
sont souvent imparfaits car ils ne reproduisent que partiellement les processus athéromateux

rencontrés dans les vaisseaux humains (Prescott et al., 1993).
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Au cours de l'hypertension artérielle surviennent des altérations structurales particulieres qui
touchent en premier lieu les vaisseaux, puis le coeur. Ces modifications concernent
essentiellement les parois de ces différents organes : les cellules myocytaires s'y trouvent
augmentées en volume et en nombre, alors que la matrice protéique extracellulaire voit sa
composition biochimique remaniée. Tous ces événements s'inscrivent dans les processus de
remodelage cardiovasculaire. C'est pourquoi, au-dela de la baisse des chiffres tensionnels, un
traitement antihypertenseur doit désormais viser a la restauration de l'intégrité structurale des
différents éléments anatomiques concernés pour améliorer leurs fonctions. La réparation des
tissus cardiovasculaires, par opposition au remodelage, devient un objectif de la thérapie
antihypertensive future.

L'action hypertrophique et hyperplasique de I'Ang II sur les vaisseaux et le coeur fait des
inhibiteurs du SRA de bons candidats sur un plan théorique pour cette thérapie du futur. Les
IEC ont déja montré qu'ils pouvaient apporter des bénéfices pour lutter contre ce remodelage

chez 'homme. Tout reste & démontrer avec les antagonistes des récepteurs de 1'Ang I1.

2.1.4.2.5. Les maladies rénales

L'hypertension est un facteur de risque majeur dans l'apparition de dysfonctionnements rénaux.
Les études cliniques et précliniques ont montré qu'un antihypertenseur peut réduire l'altération
des fonctions rénales. Les inhibiteurs du SRA sont d'autant plus concernés que le SRA, en plus
de son action sur I'hémodynamique rénale, intervient aussi sur les transports tubulaires, sur les
fonctions glomérulaires (Nelson et al., 1995)... Les IEC et le Losartan ont déja montré des
effets bénéfiques par vasodilatation des artéres rénales et par maintien du taux de filtration
glomérulaire. Le Losartan a montré un effet diurétique en bloquant la réabsorption du sodium au
niveau du segment tubulaire proximal S1. Un effet uricosurique a été détecté avec le Losartan,
mais cette action ne serait pas liée a une action sur le SRA.

Enfin des effets protecteurs rénaux ont été montrés pour les IEC et les antagonistes des
récepteurs de 1'Ang Il chez des patients avec des insuffisances rénales. Ils diminuent notamment
la protéinurie, l'apparition de scléroses glomérulaires et cela aussi bien dans les cas de

néphropathies diabétiques et non diabétiques (Kohzuki et al., 1995).
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2.2 LES LIGANDS PEPTIDIQUES DES RECEPTEURS DE L'ANG I1

Depuis que sa séquence en acides aminés a été €lucidée (Elliott et al., 1956), 'Ang II a fait
l'objet de nombreuses études aboutissant a la découverte d'antagonistes de ces récepteurs.

L'établissement de relations structure-activité de I'angiotensine et d'analogues a permis dans un
premier temps, 'élaboration d'antagonistes peptidiques. Ces composés n'ont cependant jamais
pu étre développés comme agents thérapeutiques. La structure peptidique leur confére une faible
biodisponibilité orale, une courte durée d'action (exposition aux peptidases) et souvent une
action agoniste partielle résiduelle. La seule exception est la Saralasine
[Sarl, Val3, Ala8] Ang II, seul antagoniste peptidique a avoir regu l'accord de la FDA pour
usage clinique. En revanche, ces composés sont de formidables outils pharmacologiques pour

I'étude des relations structure-activité ou affinité de l'interaction ligand-récepteur de I'Ang II.

2.2.1. Relations structure-activité des agonistes

L'étude systématique de chacun des huit acides aminés de I'Ang II a révélé le role et

I'importance de chacun d'eux.

-z

OH

HZN\I//NH -N’\N

Asp Arg Val Tyr Ile His Pro he

Angiotensine 11
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Aspl .

Arg? .

role conformationnel

Ce résidu admet un grand nombre de modifications sans perte d'activité. La charge
positive du N-terminal intervient pour I'affinité, en revanche la charge négative sur la
chaine latérale n'est pas primordiale.

Son remplacement par la sarcosine (N-méthylglycine) en position 1 produit une
augmentation de 1'affinité des agonistes et des antagonistes (Hall et al., 1974). Elle est
d'ailleurs fréquemment utilisée puisque la majorité des antagonistes et des agonistes
peptidiques synthétisés posséde cet acide aminé en position 1.

Initialement, cet effet était attribué a une protection contre les amiropeptidases, mais il
a été démontré que la sarcosine jouerait un rdle stabilisateur de la conformation du
peptide (Matsoukas et al., 1988, 1994).

role conformationnel

Dans 1'hypothése d'un arrangement en cluster des trois résidus aromatiques Tyr4,
His®, Phe8 et d'un transfert de charge entre I'hydroxyle phénolique de la tyrosine, le
noyau imidazolique de I'histidine et l'acide carboxylique terminal, l'arginine par la
charge positive de son groupe guanidinium favoriserait ce transfert en stabilisant la
forme phénolate de la tyrosine (Matsoukas et al., 1994).

Dans les peptides oit I'Aspl est remplacé par une sarcosine, cette interaction entre la
guanidine et le phénol serait favorisée, ce qui pourrait expliquer l'activité

"superagoniste" du peptide [Sarl]Ang I.

Ces deux premiers acides aminés sont souvent décrits comme non primordiaux pour
l'affinité et 'activation. Cependant, la perte d'affinité observée avec le peptide tronqué
[des 1,2]Ang II montre que le dipeptide N-terminal joue tout de méme un rdle non

négligeable pour la fixation du peptide a son récepteur.

Vald et1leS . rdles conformationnels importants

Il semble en effet que ces deux acides aminés participent a un turn dont la nature
(y turn inversé, B turn ...) est encore controversée (Nikiforovich et al., 1993). De
nombreux peptides cycliques ont ét€ €laborés pour tenter de rigidifier cette structure :
I'établissement d'un pont disulfure reliant les positions 3 et 5 donne des peptides
rigidifiés possédant une activité équivalente 2 'Ang II : [Sarl, Hcy3’5] Ang 11,
[Sarl, Cys3s5] Ang II, (Hcy : homocystéine) (Spear et al., 1990; Samanen et al.,

1991).
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Tyr4 .

His6 .

Un résultat intéressant a été obtenu avec l'introduction d'un nouvel acide aminé : trans-
4-mercaptoproline (t-4Mpr), analogue rigide de 1'Hcy, combinant les propriétés de
I'hnomocystéine et de la proline. L'analogue cyclique de 1'Ang 1I
[Sarl, t—4Mpr3, Hcy5] Ang II est trente fois moins actif sur les récepteurs AT, mais
quinze fois plus actif sur le récepteur AT que 1'Ang II (Plucinska et al., 1993). Ce
résultat conforte ['hypotheése selon laquelle 1'Ang Il adopte des conformations
différentes pour interagir avec les différents sous-types de récepteurs.

D'autre part, la présence d'une chaine carbonée ramifiée en position 5 des agonistes
non cyclisés est indispensable pour conserver une bonne activité (Samanen et al.,
1989b).

SH SH

DU @
H,N“"NCOOH COOH

Hcey t-4Mpr

rOle essentiel pour l'affinité et 'activation du récepteur

L'association avec le récepteur fait intervenir une interaction structurale et stérique du
cycle aromatique phénolique avec une région hydrophobe assez étroite du récepteur,
complétée par une liaison hydrogéne ou ionique entre I'hydroxyle phénolique et le
récepteur (Hsieh et al., 1979). La formation du phénolate parait essentielle dans

l'activation du récepteur.
role important pour l'affinité, mais non essentiel pour l'activité

Cet acide aminé peut remplir deux rbles dans la liaison au récepteur. Soit il interagit
directement avec un résidu du récepteur, soit il participe a des interactions
intramoléculaires qui maintiennent I'Ang II dans une conformation adéquate pour se
lier au récepteur (Samanen et al., 1988).

L'His a été remplacée avec succés par une p-aminophénylalanine
[4-NH2Phe®] Ang II. Ce peptide présente la caractéristique d'étre un ligand hautement
sélectif des récepteurs AT? et des récepteurs situés dans le cerveau (Speth et al.,
1990).
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Pro’ : role conformationnel important

Cet acide aminé secondaire est a I'origine du second turn présent dans la conformation
de I'Ang II. L'étude de peptides cycliques a démontré la création par la proline d'un y
turn dans la partie C-terminale (Samanen et al., 1991; Matsoukas et al., 1993;
Plucinska et al., 1993). Cette conformation parait primordiale pour conserver une
affinité. Le remplacement de la L-Pro par son énantiomeére D-Pro fait disparaitre toute

affinité du peptide pour le récepteur (Samanen et al., 1988).
PheS : role essentiel pour I'affinité et l'activation du récepteur

Le COOH-terminal est indispensable pour 'affinité et interagit avec le récepteur par
une liaison ionique (Hsieh et al., 1986).

Le cycle aromatique sur la chalne latérale joue un rdle important pour l'activité, en
particulier par son orientation dans l'espace. Il apparait en effet que cette orientation
influence et conditionne celle du phénol de la tyrosine, élément majeur pour
l'activation du récepteur. Tout écart par rapport & la position de référence est
sanctionné soit par une diminution de l'affinité, soit par le passage d'agoniste a
antagoniste (Kohsla et al., 1974; Samanen et al., 1988; Hsieh et al., 1989).

Remarque : le peptide tronqué [Sarl] Ang 111-7, antagoniste du récepteur ATj
possede une affinité comparable a 'Ang II (Bovy et al., 1989), résultat qui confirme

bien l'importance du phényle pour I'activité agoniste et non pour I'affinité.

Il ressort de ces études que le pentapeptide terminal Tyr-Ile-His-Pro-Phe est
essentiel pour 1'affinité et 1'activité de I'Ang II. Il rassemble la majorité des éléments
indispensables a I'Ang Il pour se fixer au récepteur (notion d'adresse) et pour déclencher une

réponse (notion de message).

Position4
OH nécessaire a l'activité agomiste
groupe aromatique néeessaire a l'aflinuté
Remarque : la méthylation du groupement hydroxyte
permet de passer d'un agoniste a un antagoniste.
Positon 6
indispcmablc pour l'affinité et l'activiié

H,N* NH
OH Position 7
H . /\ Role conformationnel

e L, NHVlL \)L
N ¢
OH
e His Pro Phe
Position 8
Cycle aromatique néeessatre

Position 3 et 5 a P'activité agoniste, groupement
Roéle conformatonnet carboxylate indispensable
gpour affinité et activité

)

Illll
l|I|

JJ\

Poston L et 2
Rale non déterminant, ni pour
laltinité, ni pour t'activité
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2.2.2. Relations structure-affinité des antagonistes

L'étude systématique de la séquence peptidique de 1'Ang II a permis la découverte
d'antagonistes peptidiques de I'Ang II.
IIs peuvent étre classés en deux catégories :

- les antagonistes de type I : modification de I'acide aminé en position 8

- les antagonistes de type II : modification de 'acide aminé en position 4

2.2.2.1. Les antagonistes de type I (Khosla et al., 1974; Samanen et al., 1988; Hsieh et
al., 1989)

Le remplacement de la Phe8 par des acides aminés non aromatiques confere a certains peptides
une activité antagoniste :
exemples : [Sarl, 11e8] Ang II (Sarile)

[Sarl, Val5, Ala8] Ang II (Saralasine)

(Sarl, Thr8] AngII
Dans cette famille, la position 1 est souvent occupée par une sarcosine, mais cela n'est pas
d'une absolue nécessité.
Sur le plan pharmacologique, ces antagonistes sont compétitifs et lentement réversibles

(pseudoirréversibles).

Ces molécules illustrent parfaitement la relation structure-activité mise en évidence pour les
agonistes au niveau de la Phe8 : le cycle aromatique sur la chaine latérale doit adopter

impérativement une orientation précise pour contribuer a l'activation du récepteur (Samanen et
al., 1988).

2.2.2.2. Les antagonistes de type 11 (Hsieh et al., 1979; Scanlon et al., 1984; Matsoukas
et al., 1985; Samanen et al.,1989a)

Ici la modification porte sur la Tyr4. En effet la méthylation de I'hydroxyle phénolique ou sa
substitution par un groupement incapable de former une liaison hydrogéne a permis la
découverte de cette nouvelle famille d'antagonistes peptidiques :
exemples : [Sar1 ’ Tyx(OMe)4] Ang II (Sarmesine)

[Sarl, 4-Cl-Phe4] Ang II

[Sarl, Phe4] Ang II
Ces antagonistes différent également des précédents par le fait que :
- le remplacement en position 1 par la sarcosine est d'une absolue nécessité (Matsoukas et al.,
1988)

- sur le plan pharmacologique, ce sont des antagonistes compétitifs et réversibles.
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Ces antagonistes confortent I'hypothese du role déterminant de I'hydroxyle phénolique dans

l'activation du récepteur.

Remarque : des antagonistes hybrides type I / type II ont été synthétisés, mais tous se révelent
moins actifs que les antagonistes de type I ou de type Il correspondants. Ceci peut s'expliquer
par une trop grande diminution de I'affinité de ces hybrides pour le récepteur (Matsoukas et al.,
1985).

Des études comparables a celles effectuées sur les agonistes ont permis d'étudier les différents
turns de la séquence peptidique de ces antagonistes. A quelques exceptions pres, les résultats
obtenus sur les agonistes sont valables pour les antagonistes. Par exemple, I'antagoniste cyclisé
[Sarl, Hey3 3, 11eB] Ang 1l possede une activité comparable a celle de son homologue non
cyclisé [Sarl, 18] AngII. H est a remarquer tout de méme que les antagonistes de type II sont

moins tolérants vis-a-vis de modifications supplémentaires que ceux de type 1.
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2.3. LES LIGANDS NON PEPTIDIQUES DES RECEPTEURS DE L'ANG 11

2.3.1. Les antagonistes des récepteurs AT] de I'Ang II

2.3.1.1 Le DuP 753 et le SKF 108566

L'année 1982, onze ans aprés la découverte de la Saralasine, marque la parution de deux
brevets par la firme Takeda (Furukawa et al., 1982a, 1982b). Ils rapportent que des dérivés du
N-benzyl imidazole (S 8307, S 8308) possedent des propriétés antagonistes faibles mais

sélectives et compétitives des récepteurs de I'Ang 11, sans action agoniste résiduelle.

“Cl N
N H
oc I =

X

S 8307. X =Cl1
S 8308, X =NO7

La firme Du Pont, puis la firme SmithKline Beecham utilisérent ces deux molécules comme
modele possible de la conformation active de I'Ang II et les superposérent au niveau de la partie
C-terminale (cf fig 5) (Duncia et al., 1990; Weinstock et al., 1991). Ceci a inspiré deux
modifications rationnelles et distinctes de la structure, chacune donnant naissance a une famille

d'antagonistes non peptidiques de I'Ang II.

Les deux figures suivantes (cf fig 5 et 6) illustrent et résument les deux approches suivies, la
premiére par Du Pont avec la création du DuP 753, la seconde par SmithKline Beecham avec
celle du SKF 108566, chefs de file de deux familles d'antagonistes des récepteurs AT de

I'Ang II.
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S 8307

Cl COOH
N
CaHy =N 7 ~CH,OH

N
C4H COOH
C Y
N

l S L

N
NONE
DuP 753 SKF 108566
(Losartan) (Eprosartan)

Figure 5 : Superposition du S 8307 et de I'Ang II selon Du Pont (A) et SmithKline Beecham
(B) (Duncia et al., 1990; Weinstock et al., 1991)

39



Cl
» e
, \ COOH
CqHy ’LN

X

S 8307 : X =Cl, ICss* =4.10° M

S 8308 : X = NO,, ICs*=1,5.10% M
Cl al

N
, \ COOH
-y

pxn o CaHy x COOH

ICso* =1,2107°M \(—y/\/
HOOC EDj* (iv) = 10 mg/kg N

inactif per os

IC5,°=8.9.10° M

_X\/COOQH3
CsHy
al
EXP 6803
C(LN 1Cse® = 11,2107 M

EDs¢b (iv) = 11 mg/kg N
COOH inactif per os CaHy \( ) X, COOH

ICso=44.10" M

EXP 7711 COOH

ICs® =3,0107 M
EDs¢* (iv) = 3,7 mg/kg
EDs¢’ (po) = 11 mg/kg

N
C4H COOH
4 9\( / NS

SKF 108566
Cl ICs®=1,0.10°M

a corticosurrénales de rat
DuP 753 b dose nécessaire pour diminuer de 30mmHg
la pression artérielle chez le rat hypertendu rénal
(Losartan) s ¢ artére mésentérique de rat
I(:SQa = 1,910- M

EDj3qt (1v) = 0,8 mg/kg
ED;3¢* (po) = 0,59 mg/kg

Figure 6 : Découverte du DuP 753 et du SKF 108566
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2.3.1.1.1. Conception du DuP 753

Les chercheurs de Du Pont ont superposé la molécule S 8307 sur la partie C-terminale de
I'Ang 1I. Pour cela, ils ont pris comme modéle une conformation proposée par Smeby et
Fermandjian (Smeby et al., 1978; Duncia et al., 1990) et ont émis trois hypothéses de travail (cf
fig5) :

- superposition du groupe carboxyle du S 8307 avec le COOH-terminal,

- superposition du noyau imidazolique avec celui de l'histidine,

- orientation du benzyle vers la partie N-terminale.

La position para du substituant benzylique du S 8307 apparait comme un point d'ancrage
intéressant pour fixer un groupe susceptible d'atteindre la partie N-terminale et notamment les
deux résidus acides : Tyr# et Aspl.

La premiére modification fut donc l'introduction d'une fonction carboxyle (EXP 6155). Elle a
permis de multiplier par dix 1'affinité par rapport a celle du S 8307. Ces résultats encourageants
ont suscité d'autres modifications comme l'introduction d'un substituant acide benzoique relié
au benzyle par un lien amide susceptible de mimer ceux présents dans I'Ang II. Mais tous les
composés synthétisés comme par exemple le EXP 6803, bien que de plus en plus actifs in vitro

et in vivo, se sont révélés inactifs per os (Duncia et al., 1990; Carini et al., 1990).

Une deuxi¢me génération de molécules a alors ét€ développée. Le systtme benzylbenzamide
des dérivés de premicre génération est remplacé par un systéme biphényle. Le dérivé EXP 7711

est le premier antagoniste actif per os.

Enfin l'introduction d'un tétrazole, bioisostére plus lipophile du carboxyle, en 2' sur le
biphényle, a donné naissance au DuP 753, un des meilleurs antagonistes des récepteurs AT de
I'Ang II en termes d'activité in vitro et d'efficacité in vivo connus a ce jour (Carini et al., 1991).

II est a I'heure actuelle le seul antagoniste de I'Ang Il commercialisé, sous le nom de Cozaar®.

Il est intéressant de noter qu'in vivo, le DuP 753 est métabolisé principalement en EXP 3174
par oxydation de la fonction 5-hydroxyméthyle en acide carboxylique. Les importantes activité
et durée d'action de ce métabolite sont en partie responsables de l'activité du DuP 753 (Wong et
al., 1991).

N Cl
CHy—¢ I EXP 3174
N COOH ICs® =3,7;10%M

ED;? (iv) = 0,04 mg/kg
ED3,° (po) = 0,66 mg/kg

=N

a corticosurrénales de rat
b dose nécessaire pour diminuer de 30 mmHg
la pression artérielle chez le rat hypertendu rénal
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2.3.1.1.2. Conception du SKF 108566

La réflexion de la firme SmithKline Beecham est basée sur une conformation de 1'Ang II
différente de celle prise comme référence par la firme Du Pont (cf fig 5) (Weinstock et al.,
1991; Keenan et al., 1992; Samanen et al., 1993). La principale caractéristique de ce modéle est
la proximité entre le résidu phénolique de la tyrosine et le COOH-terminal. La chaine latérale de
I'histidine est rejetée vers la partie dégagée de la structure.

La superposition du S 8307 et de la partie C-terminale de I'Ang II dans cette conformation est
réalisée par alignement :

- de la fonction carboxylique en 5 sur l'imidazole avec le COOH-terminal,

- du N-benzyle avec le phénol de la tyrosine,

- de 1a chaine butyle avec celle de l'isoleucine.

Le noyau imidazole n'a pas d'"équivalent direct”. Il est positionné dans la région de la proline et
semble reproduire le y turn du tripeptide : His-Pro-Phe et servir de point d'ancrage aux trois

éléments précédents.

La région de la phénylalanine (partie C-terminale) apparait alors comme la plus accessible par
déploiement de la molécule. Trois modifications ont été envisagées :

- allongement de la chaine liant la fonction carboxylique au cycle imidazolique en 5,

- introduction d'un cycle aromatique susceptible de recouvrir celui de la phénylalanine,

- substitution du N-benzyle pour copier au mieux le résidu phénolique de la tyrosine.

Allongement de la chaine acide (Weinstock et al., 1991; Keenan et al., 1992)

Une chaine trans acrylique offre les meilleurs résultats. Elle posseéde une longueur, mais surtout
une rigidité et une configuration adéquates pour positionner convenablement la fonction
carboxyle. La distance entre la tyrosine et le COOH-terminal est parfaitement reproduite.
L'unique pharmacomodulation décrite de la fonction acide acrylique est son remplacement par
une fonction acide aminée. Ces structures présentent un carbone asymétrique. Tous les
énantiomeres de configuration D sont plus affins que leur analogue L. Ce résultat rappelle celui
observé avec les ligands peptidiques ou la configuration de la Phe8 est importante : la présence
en position 8 d'une LPhe donne des agonistes, celle de DPhe des antagonistes. Cette relation
structure-affinité conforterait I'hypothése d'une superposition de cette portion du SKF 108566
avec la partie C-terminale de I'Ang II (Hill et al., 1995).

COCH
[ COOH

C4Ho N N D: 1(:50=36,7.109-9M
\«J/\}.I L:1Cs = 673.10° M
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Introduction d'un cycle aromatique (Weinstock et al., 1991; Keenan et al., 1992)
La position a sur la chaine trans acrylique constitue un point de fixation idéal. La substitution

par un benzyle, puis par un thiénylméthyle sur cette position a permis d'obtenir des composés

possédant une bonne affinité et surtout une activité orale appréciable.

Substitution du N-benzyle (Keenan et al., 1993)

Dans l'hypothése de travail, cet élément recouvre le phénol de la tyrosine, élément primordial
pour l'activation du récepteur. La substitution du benzyle influence trés profondément l'affinité.
Le composé SKF 108566 ou une fonction acide carboxylique est fixée en position 4 sur le
benzyle est un des plus actifs, alors que 'analogue 2-COOH est presque "inactif".

La géométrie orthogonale des noyaux imidazolique et benzylique est treés favorable. Le composé
trisubstitué en 2 et 3 par des atomes de chlore et en 4 par un acide carboxylique sur le benzéne a
une affinité six fois supérieure a celle du SKF 108566. L'analogue naphtalénique du
SKF 108566, le SB 203220 possede également une bonne affinité pour AT] et son activité

antihypertensive in vivo est de plus longue durée (Weinstock et al., 1994).

COOH
© l COOH

C.H N COOH
4 9\( ) Y C4H9\(N a COOH
N N/
S~ -
Sz
SKF 108566 SB 203220
ICs0" = 1,0.10°M IC%Oaz 12.10°M
KyC =2,1.101% K.l=5910""Mm

a artére mésentérique de rat
b aorte isolée de lapin

Remarque : le réle et 'importance du noyau imidazolique n'ont pour l'instant pas été totalement
€élucidés. Seuls un isomére de position et un analogue benzylique du SKF 108566 ont été
synthétisés (Keenan et al., 1993). Dans les deux cas, l'affinité et 'activité chutent. Ce résultat
est tres intéressant et demande a étre confirmé. L'imidazole, dans cette famille de dérivés
pourrait jouer un role plus important que celui de simple point d'ancrage des éléments

importants pour l'affinité.
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2.3.1.1.3. Nouvelles superpositions des antagonistes avec I'Ang I1

A lorigine, lorsque ces deux antagonistes ont été congus, les correspondances avec I'Ang II

étaient les suivantes :

Angll DuP 753 SKF 108566
COOH terminal CH20H COOH acrylique
Phényle de Phe8 X Thiényle
Imidazole de His® Imidazole X
OH + phényle deTyr4 Tétrazole + second COOH + phényle benzoiques
aromatique du biphényle
chaine latérale de Ile> butyle butyle

Puis au fur et 2 mesure des recherches une ambiguité est apparue. En effet différents résultats
laissent supposer notamment que la structure biphényltétrazole du DuP 753 ne remplace pas la
Tyr4, mais est plutdt orientée vers la partie C-terminale du peptide et que I'hydroxyméthyle en 5
sur l'imidazole se superposerait a I'hydroxyle phénolique. En fait pour les deux molécules

existe au moins une deuxiéme fagon de les superposer avec le peptide (Moore et al., 1994).

Angll DuP 753 SKF 108566
COOH terminal Tétrazole COOH benzoique
Phényle de Phe8 Second aromatique du Phényle de l'acide benzoique
biphényle
Imidazole de His® Imidazole ? Thiényle ?
OH + phényle deTyr? CH2OH+ imidazole ? COOH acrylique + ?
chaine latérale de Ile> butyle butyle

A T'heure actuelle personne ne peut dire quelle est la bonne solution. Les études de mutagénése
dirigée devraient donner la solution. Pour l'instant, seules des pistes sont ouvertes. La
principale est que I'Ang II et les antagonistes non peptidiques ne se fixeraient pas sur le méme
site. Il en résulte que la recherche a tout prix d'une correspondance, équivalence entre chaques
éléments de 1'antagoniste et du peptide n'est peut étre plus justifiée.

De plus, d'une famille 4 une autre d'antagonistes, des différences importantes dans les relations
structure-affinité et dans les caractéristiques pharmacologiques (antagonistes surmontables -
insurmontables) sont observées. Ce fait peut peut étre s'expliquer par l'existence également de

sites de liaison différents entre antagonistes.

Les deux premiers antagonistes élaborés, le DuP 753 et le SKF 108566 illustrent parfaitement

cette ambiguité. Les chercheurs de SmithKline Beecham ont comparé les structures du
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SKF 108566 et du DuP 753. Pour cela, ils ont essayé de superposer les deux molécules
(Keenan et al., 1993).

Deux hypothéses sont envisagées :
1- la superposition est effectuée entre (cf fig 7) :

- l'acide benzoique du SKF 108566 et le tétrazole du DuP 753

l'acide acrylique du SKF 108566 et I'hydroxyméthyle du DuP 753.

Il en découle alors un parfait alignement des chaines carbonées butyle et des cycles
imidazoliques. En revanche le thiophéne du SKF 108566 ne trouve aucun correspondant dans
la structure du DuP 753.
2- la superposition est effectuée entre (cf fig 7) :

- l'acide acrylique du SKF 108566 et le tétrazole du DuP 753

- l'acide benzoique du SKF 108566 et I'hydroxyméthyle du DuP 753.
Cette fois le phényle terminal du biphényle du DuP 753 et Ie thiophéne du SKF 108566 se
recouvrent assez bien. En revanche les chaines carbonées et les cycles imidazoliques ne sont

plus du tout alignés.

Des arguments en faveur de 1'une ou l'autre des hypothéses existent. Pour la premiére, la
superposition des éléments importants : chaines butyles, fonctions acides est presque parfaite.
Mais la seconde permettrait d'expliquer les divergences entre les relations structure-affinité des
deux composés. Par exemple si la premiére version était la bonne, le remplacement de l'acide
benzoique par la structure biphényltétrazole devrait améliorer l'activité or on constate le
contraire. De méme, le remplacement du biphényltétrazole du DuP 753 par un naphtaléne

diminue l'affinité alors que pour le SKF 108566, 'analogue naphtalénique est aussi affin.

En fait, il est peut étre vain de rechercher une correspondance exacte entre ces deux antagonistes
car ils ne se fixent peut €tre pas au méme endroit sur le récepteur et donc les éléments

d'interaction sont peut &tre totalement différents...

Hypothése 1 Hypothése 2
Figure 7 : Superposition du DuP 753 et du SKF 108566
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2.3.1.1.4. Antagonistes compétitifs et non compétitifs

Les études pharmacologiques réalisées sur les antagonistes peptidiques de I'Ang II ont mis en
évidence deux types d'antagonistes (Wienen et al., 1992) :

- des antagonistes compétitifs ou surmontables : la Sarmesine, [Sarl, Tyr(OMe)4] Ang II,
et plus généralement les antagonistes de type II. La courbe dose-réponse de I'Ang II est
translatée vers la droite, sans atténuation de la réponse maximale,

- des antagonistes non compétitifs ou insurmontables : la Sarile, [Sarl, Ile8] Ang II, et
plus généralement les antagonistes de type I. Ici la courbe dose-réponse est déplacée de maniére

non parallele vers la droite et la réponse maximale est diminuée.

Le méme phénomeéne est apparu avec les antagonistes non peptidiques :

- le DuP 753 présente toutes les caractéristiques d'un antagoniste compétitif et réversible

- le EXP 3174 présente celles d'un antagoniste non compétitif.

Par la suite d'autres antagonistes possédant une fonction acide en 5 sur l'imidazole (ou position
équivalente sur d'autres hétérocycles) ont présenté le méme profil pharmacologique que le
EXP 3174 : exemples : Dup 532, GR 117289, CV 11974...

Mais cette relation cause-effet ne s'est pas confirmée et des exceptions sont apparues comme
par exemple le SR 47436, antagoniste monoacide et pourtant non compétitif (Reitz et al., 1993)
ou le SKF 108566, antagoniste diacide et compétitif (Cazaubon et al., 1993). D'autres
exemples montrent qu'il n'y a pas de régle sur un plan structural pour expliquer pourquoi tel ou

tel antagoniste est compétitif ou non (cf fig 8).
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Plusieurs explications ont été proposées. Concernant la Sarile, I'hypothése d'un antagonisme
compétitif et pseudo-irréversible (restauration de la réponse maximale aprés lavage) semble la
plus probable (Wienen et al., 1992).

Pour les antagonistes non peptidiques, diverses hypothéses sont avancées :

- le comportement apparemment non compétitif et insurmontable serait dii a une lente
dissociation de l'antagoniste du récepteur (Hara et al., 1995).

- le récepteur existerait sous deux états en équilibre, un actif, l'autre inactif. Le caractére
compétitif ou non dépendrait de l'affinité relative de l'antagoniste pour ces deux états
(Robertson et al., 1994)

- une explication intéressante sur un plan moléculaire a été proposée par Kubo (Kubo et al.,
1993a). Les boucles extracellulaires du récepteur AT} contiennent quatre résidus lysine qui
pourraient &tre des cibles éventuelles pour le groupe acide supplémentaire. Cette interaction
entrainerait un changement de conformation du récepteur qui pourrait stabiliser le complexe
antagoniste-récepteur et expliquer l'irréversibilité et la diminution d'affinité de 1'Ang Il pour
son site récepteur (allostérie). A I'heure actuelle, les études de mutagénése n'ont pas encore
confirmé ou infirmé cette hypothése. Mais un résultat intéressant montre que le résidu N295
du récepteur AT] pourrait interagir différemment avec les deux types d'antagonistes
(Schambye et al., 1994a, 1994b). On rejoindrait ici I'hypothése précédente avec I'existence

de différents sites de liaison pour les antagonistes non peptidiques.

Suite a la découverte des composés S 8307 et S 8308 et du DuP 753, de nombreuses firmes
pharmaceutiques se sont lancées dans le recherche de nouveaux antagonistes. La majorité est
inspirée du DuP 753, peu d'exemples de structures totalement différentes existent. Il faut noter

que le dérivé SKF 108566 n'a pour ainsi dire pas été copié et aucun antagoniste en est inspiré.

2.3.1.2. Les antagonistes inspirés du DuP 753

Depuis la découverte du DuP 753 en 1991, une multitude d'antagonistes des récepteurs AT] de
I'Ang II inspirés de cette structure ont été élaborés (Biihimayer et al., 1992; Duddley et al.,
1993 ). Plutdt qu'énumérer un a un tous ces antagonistes non peptidiques, nous allons essayer,
a partir des principaux représentants de ces familles de mettre en évidence les éléments de drug-
design qui ont inspiré leur €laboration. Nous tenterons également de dégager les nouvelles
relations structure-affinité de l'interaction ligand-récepteur de 1'Ang I révélées par ces

antagonistes.

Sur un plan structural, ces antagonistes peuvent étre séparés en deux classes :
- les antagonistes conservant la structure biphényle reliée le plus souvent a un hétérocycle,
imidazolique ou non,

- les antagonistes ol la structure biphényle tétrazole est modifiée.
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Remarque : une comparaison quantitative des caractéristiques pharmacologiques in vitro et in

vivo des antagonistes est difficile, les modéles pharmacologiques variant d'un auteur a l'autre.

Nous essaierons néanmoins et autant que possible de citer des données comparables et nous

mentionnerons les modéles utilisés pour réaliser les tests.

2.3.1.2.1. Les antagonistes conservant la structure biphényle

2.3.1.2.1.1 Modification des substituants de l'imidazole

L'atome de chlore a été notamment remplacé par une chaine éthyle (cf tableau 5) (Carini et al.,

1994). Le dérivé DuP 581 présente une biodisponibilité supérieure au Dup 753. La fonction

aldéhyde de ce composé est, comme pour le DuP 753, oxydée en acide carboxylique. Le dérivé

obtenu DuP 811 est vingt fois plus actif, mais présente une faible biodisponibilité. Une

prodrogue combinant la bonne biodisponibilit¢é du DuP 581 et la bonne activité de son

métabolite a alors été synthétisée par estérification de la fonction acide.

R4 R5 Nom ED30 (iv)° | ED30 (po)°® | Biodisponibilité
mg/kg mg/kg orale
Cl CHoOH DuP 753 0,80 0,59 33%?
CF>CF3 COOH DuP 532 0,042 0,21 12%Y
CoHs CHO DuP 581 0,11 0,027 65%4
CoH5 COOH DuP 811 0,005 0,03 11%32
CoHs COOCH2O»CC(CH3)3 | Prodrogue - - 47%2

a biodisponibilité chez le rat

b biodisponilit¢ chez le chien
¢ pouvoir antihypertenseur par voie intraveineuse (iv) ou per os (po) chez le rat hypertendu rénal vigile. ED3(, dose

nécessaire pour diminuer de 30 mmHg la pression artérielle

(Carini et al., 1994)

Tableau 5

Apres les premiéres études faites autour du DuP 753, le rdle des substituants en positions 4 et 5

de I'imidazole était resté ambigu. La préférence en 4 pour un groupe lipophile plus ou moins
encombrant (Cl, CF2CF3 (Carini et al., 1993), pyrrole (Sircar et al., 1993a, 1993b)), laissait

entrevoir tout de méme l'existence d'une poche hydropﬁobe.




Des informations supplémentaires ont ¢été apportées par la synthése de dérivés
1,2,4-triazoliques substitués en 3, de 1,24-triazol-3-ones substituées en 2, de pyrazoles
substitués en 2 (Ashton et al.,1993a, 1993b; Huang et al., 1993; Chang et al., 1993). Une
pharmacomodulation au niveau des substituants fixés sur ces composés a permis de confirmer
I'existence d'une poche hydrophobe large, profonde et assez distante du site de
fixation sur I'hétérocycle. En effet, des groupements trés volumineux tel un adamantyle
sont bien tolérés a la condition qu'ils se trouvent au bout d'une chaine carbonée souple de 2 a 3
carbones (Huang et al., 1993).

Dans cette région existe également un résidu susceptible d'interagir avec un groupe
acide, comme 'acide benzoique de I'antagoniste Merck [1] (Ashton et al, 1993b).

En position 5, les différentes pharmacomodulations réalisées sur le DuP 753 ont montré la
nécessité d'un groupe accepteur de protons (Carini et al.,, 1991). Ce résultat a été
confirmé par la suite avec le remplacement de l'imidazole par d'autres hétérocycles ou la
présence d'un groupe accepteur de protons dans une position équivalente a I'hydroxyméthyle
du DuP 753 est toujours bénéfique (cf imidazopyridines, 7-carboxybenzimidazoles..), le dérivé

[2] avec le cycle triazolinone est un exemple.

Ces relations structure-affinité sont confirmées par la synthése récente d'analogues [3] du
DuP 753 non substitués en 5 et portant en 4 des hétérocycles déficients en électrons (pyridine,
diazine) (Harmat et al., 1995). Ces cycles remplacent a la fois I'atome de chlore en se logeant
dans la poche hydrophobe et la fonction hydroxyméthyle, I'hétéroatome pouvant interagir avec

le récepteur par une liaison hydrogene.

COOCH,

N-N COOH
C4H,
Merck, [1] Merck, [21]
ICsy?=1,5.10""M IC5,?=9.101"M

a- membranes d'aorte de lapin b~ corticosurrénales de rat

Une étude récente autour du métabolite du Dup 753, EXP 3174, montre que l'introduction en
position 4 d'une fonction hydroxyalkyle, en particulier 1-hydroxy-1-méthyléthyle est bénéfique
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pour l'affinité et l'activité in vivo (cf fig 9) (Yanagisawa et al., 1996). Les auteurs émettent
I'hypothése qu'une interaction intramoléculaire entre les fonctions hydroxyle en 4 et
carboxylique en S confére a la molécule une conformation adéquate pour se lier au récepteur et
proposent en conséquence une superposition originale de ce composé avec le pentapeptide
terminale de I'Ang II (cf fig 9). La chaine propyle en position 2, le groupe isopropyle en 4, le
phényl terminal et le benzyle de la structure biphényle se superposent respectivement au groupe
alkyléne de la proline, 4 la chalne latérale de l'isoleucine, au groupe phényle de la phénylalanine
et au noyau imidazolique de l'histidine. Le tétrazole correspond alors au COOH-terminal et le
groupe carboxyle en position 5 joue le rble du groupe carbonyle de l'isoleucine en tant

qu'accepteur de proton.

H3C CHB

Figure 9

2.3.1.2.1.2. Remplacement de l'imidazole par d'autres hétérocycles

Trés tot, il est apparu intéressant de remplacer le noyau imidazolique par un autre hétérocycle.
Une pléthore de noyaux a été testée (Biihimayer et al., 1992; Duddley et al., 1993) :
4-oxothiéno-[2,3b] pyridines; pyrroles; pyrazoles; triazoles; triazolinones; triazolinethiones;
triazolinimines; pyrimidines; pyrimidinones; cycloheptimidazolones; benzimidazoles; imidazo-
pyridines ou -pyrimidines ou -pyridazines ou -pyrazines ou -thiophénes; xanthines; quinoléines;

quinazolinones...

Pvrroles, pyrazoles, triazoles

Tous ces cycles ont cinq chalnons et différent par le nombre d'atomes d'azote dans le cycle. Le
pyrrole (un azote) peut étre considéré comme "l'analogue inférieur" de 1'imidazole (deux azotes)
et le triazole (trois azotes) comme "l'analogue supérieur”. Le pyrazole avec deux azotes est en
quelque sorte un cycle "isomeére de position" de I'imidazole.

Seule la firme Du Pont a élaboré des antagonistes pyrroliques. En revanche de nombreux
dérivés pyrazoliques N-, C-alkylés et des dérivés 1,2,3- ou 1,2 4-triazoliques N-, C- alkylés
ont été synthétisés (Ashton et al., 1993a, 1993b; Watson et al., 1994; Reitz et al., 1994a,

50



1994b). Ces azoles n'ont pas apporté un gain d'affinité et d'efficacité in vivo trés important par

rapport aux dérivés imidazoliques.

C4Hy COOH N=N
N N—H
Glago, [4] Glaxo, [5]
PRy =77 PKp" = 9.8
C4Ho
=
C Hoy”

Searle SC 50560 Searle SC 51757
ICS%_SGIO M IC5%—1610 M
pA," =87 pA," =85

a- aorte isolée de lapin b- membranes d'utérus de rate

Ces pharmacomodulations mettent en évidence l'importance du noyau imidazolique et plus
exactement de 1'azote basique N3 en tant qu'accepteur de protons. Les noyaux
pyrroles (absence d'azote basique), pyrazoles et triazoles sont connus comme étant de moins
bons accepteurs de protons que l'imidazole (Abraham et al., 1989). La différence de deux
unités logarithmiques entre les deux composés de Glaxo [4] et [S5] montre également que la

position relative de 1'azote basique et de la chaine butyle est importante.

Pyrrolidinones, imidazolinones, triazolinones

L'idée de cycles carbonylés dérive de la présence d'un groupe capable de former une liaison
hydrogéne en 5 sur l'imidazole. Une fonction carbonyle est en effet tout a fait capable de
remplir ce role. Bernhart a évoqué un équilibre tautomere pour justifier ce choix (Bernhart
et al., 1993).

N N

N P

I I I
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Remarque : cette hypothése n'a pu é&tre totalement vérifiée puisque seuls des dérivés
disubstitués en 4, pour lesquels I'équilibre tautomére ne peut exister, ont pu étre synthétisés. De

plus le passage d'un groupe hydroxyméthyle a un groupe hydroxyle n'est pas justifié.

Cette voie de recherche a permis la découverte d'antagonistes tres intéressants comme le
SR 47436, chef de file des dérivés imidazolinones et triazolinones (Bernhart et al., 1993;
Huang et al., 1993; Chang et al., 1993; Perreaut et al., 1994).

N (2-CF5)CeHs N
\>—C 4Ho )\ ‘>——C4H9
e} N N-=N N N—-N
)

0

1 \
N_. N-H
Sanofi, SR 47436
” 5 Merck, [6]
1C5,8=13.10" M ICsob =12.10°M

IC5,° = 4,0.10°M

a- membranes de cellules hépathiques de rat  b- aorte isolée de lapin

Cette famille d'antagonistes carbonylés confirme la nécessité d'un groupe capable
d'établir une liaison hydrogéne en position 5 sur l'imidazole (ou position
équivalente dans les autres cycles). D'ailleurs le remplacement de la fonction carbonyle
par une fonction thiocarbonyle ( C=0 — C=S) diminue sensiblement l'affinité de la molécule,
I'atome de soufre étant un moins bon accepteur de protons que l'oxygéne (Bembhart et al.,
1993).



Benzimidazoles, 7-carboxybenzimidazoles, imidazopyridines, 4,5-dihydro-4-

oxo-3-imidazopyridines

Le développement de ces différentes structures est particuliérement intéressant.

N Cl
N C4H,— L ) DuP753
N O

N
BPT—/ ;

53

BPT: |
¢ Cyclisation
N Benzimidazole
C4H9—<' |
N
BPT—/
Introduction d'un groupe !'accepteur de protons
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CH,
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IC50 (M) ED50 © (mg/kg)

Dup 753 1 1,5.107 2 3,027 po
Benzimidazole ! 9.10-7a ND b

CV 11974 1 1,1.10-7a 0,033 iv

TCV 116 ! ND b 0,069 po
EMD 66684 2 0,7.109¢ ND b

L 158809 3 0,3.109¢.2,1.109¢ 0,026 po

L 1617194 5,7.109¢ < 1 mg/kg (iv)

a Inhibition de la lhiaison spécifique de [I 125 Ang 11 sur corticosurrénales de boeuf
b ND : non déterminé

¢ Inhibition de 1a liaison spécifique de [H3] Ang T sur corticosurrénales de rat

d Inhibition de la liaison spécifique de [1125] Ang II sur aorte de lapin
¢ Dose nécessaire pour atténuer de 50% la pression artérielle induite par Ang II (100 ng/kg) chez des rats
normotendus

1 Kubo et al., 1993a, 1993b, 1993c; Shibouta et al., 1993 3 Mantlo et al., 1991
2 Mederski et al., 1994 4 Walsh et al., 1994

Elaboration des antagonistes 7-carboxybenzimidazoles,

4,5-dihydro-4-oxo-3-imidazopyridines et imidazopyridines

Le DuP 753 tolére en positions 4 et 5 sur l'imidazole une grande variété de substituants sans
que l'affinité pour le récepteur AT1 en soit affectée considérablement (Duncia et al., 1990;
Carini et al., 1991). Partant de cette constatation, la fusion du noyau imidazole avec un autre
cycle est tout a fait envisageable. Des dérivés benzimidazoles ont alors été synthétisés. Ces
composés possédent une bonne affinité pour les récepteurs AT, mais sont peu actifs in vivo et
inactifs per os (Thomas et al., 1992; Kubo et al., 1993a).

Dans les molécules précédentes, le caractére accepteur de protons du substituant
hydroxyméthyle en 5 de l'imidazole est absent. Pour pallier ce manque, une premiére approche
a consisté a fixer une fonction carboxylique en position 7 sur le benzimidazole, CV 11974.
L'affinité de ces composés a été 1égeérement améliorée, mais surtout ils ont acquis une activité in
vivo satisfaisante (Kubo et al., 1993a, 1993b).

La présence d'une fonction carboxylique n'étant pas favorable & une bonne biodisponibilité
orale, des esters ont été synthétisés. Une pharmacomodulation montre que le meilleur
compromis entre lipophilie et sensibilité aux hydrolases est obtenu avec un groupe carbonate
fixé sur la chaine aliphatique d’un ester. La prodrogue obtenue, TCV 116, présente une activité

per os particuliérement intéressante (Kubo et al., 1993¢; Shibouta et al., 1993).

La deuxiéme approche a consisté a introduire un atome d'azote en position 7 du benzimidazole.
L'imidazopyridine obtenue s'est avérée étre une structure trés intéressante : le composé

L 158809 est un des plus puissants antagonistes non peptidiques connus a ce jour (Mantlo et
al., 1991).



La structure imidazopyridine a été remplacée par un cycle imidazopyridazine, L 161719, avec
succés. Le point original de cette structure est que le groupe biphénylméthyle est fixé sur un
carbone et non sur un azote comme dans la majorité des antagonistes, structure plus stable car
non sensible a la coupure de la liaison amine observée avec le dérivé L. 158809 (Walsh et al.,
1994).

Enfin la troisiéme approche a donné naissance aux dérivés 4,5-dihydro-4-oxo-3H-
imidazopyridine, EMD 66684. Ici le groupe carbonyle en 4 remplit la fonction d'accepteur de
protons. Divers substituants ont été fixés sur I'azote de la fonction lactame. Ils ont montré
I'existence d'une région large, hydrophobe et d'un site d'interaction par liaison hydrogéne ou
ionique (Mederski et al., 1994). Ces relations structure-affinité rappellent celles décrites suite
aux pharmacomodulations autour des substituants en 4 ou 5 sur I'imidazole (cf pages48-49). On

peut raisonnablement penser qu'il s'agit de la méme région du récepteur qui est impliquée.

Remarque : dans la méme logique, l'imidazole a été associé a de nombreux autres cycles :
thiophéne, cycles a 7 chainons (4,5,6,7-tétrahydro-8-oxo-cycloheptyle...) (Yanagishawa et al.,
1993)...

Sur le plan relations structure-affinité, ces antagonistes confirment :

- la présence d'une poche hydrophobe occupée par les substituants en positions 4 et 5 du
DuP 753 et, qui ici accueille le cycle accolé au noyau imidazolique,

- l'importance d'une fonction capable d'établir une liaison hydrogéne, voire
ionique en 5 sur I'imidazole (ou position équivalente sur d'autres hétérocycles)

- l'importance de 1'azote basique N3 de l'imidazole; des analogues indoliques voient

leur affinité divisée par vingt cinq (Thomas et al., 1992).

Dihydropyrimidines, pyrimidines, dihydropyrimidones, pyrimidinones

Partant de I'hypothése que le récepteur tolére en lieu et place de 11'midazole un cycle plus grand,
l'extension aux cycles a six chainons est une alternative séduisante car elle offre davantage de

possibilités de substitutions et de modifications.

Une explication rationnelle de la découverte de ces nouvelles structures 2 partir du DuP 753
peut également étre proposée. L'inclusion du méthylene de 1'hydroxyméthyle en 5 sur
I'imidazole dans le cycle conduit a la structure dihydropyrimidine. L'application de
"I'équivalence" : C-OH — C=0, mise en évidence avec les structures cycliques a cinq sommets
(imidazolinones, triazolinones....) justifie la structure pyrimidinone. Ces structures conservent

pour la plupart ['arrangement 1,3 des atomes d'azote présent dans le noyau imidazolique.
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Cl Cl
N Cl
/4 ~ N
wtly — 3, — X
C.H,” N7 oH C,Hy” N No
l
oH | |
Dihydropyrimidine Pyrimidinone

Des dérivés dihydropyrimidinones, analogues des pyrimidinones avec une insaturation en
moins, ont été également synthétisés. Ces composés peuvent &tre aussi considérés comme des

analogues 2 six chainons du composé imidazolinone SR 47436.

N
N
cav— — A
I‘|1 o C,Ho” N
Imidazolinone Dihydropyrimidinone

De nombreux composés ont été synthétisés, qui sont pour la plupart des antagonistes puissants

in vitro et in vivo.

rimidinones, pyrimidines

Ciba Geigy, [7] Ciba Geigy, [8]

Dihydropvrimidines, dihydropyrimidinones (Atwal et al., 1992; Bernhart et al., 1994))

Cl
N COOC2Hs .
I
C4Hy
Squibb, [9] Sanofi, [10]

IC5o = 1.10°M
(membranes de foie de rat)



Dans la méme logique que les dérivés imidazoliques, des structures bicycliques ont été
élaborées (Nicolai et al., 1994). Les dérivés quinazolinones sont une famille importante (Levin
et al., 1995).

Quinazolinones

NHCONH(CH;)CH(CH,), C(CH;),OCH;,

Merck, L. 159093
ICsp = 1.10719M
(membranes d'aorte de lapin)

American Cyanamid, CL 329167
IC5q = 6.10°” M (corticosurrénales de rat)

Ces nouvelles molécules montrent que le noyau imidazole n'est pas indispensable.
D'autres hétérocycles qui portent également deux groupements accepteurs de protons
(azote non protoné et hydroxyle ou carbonyle), une chaine carbonée peuvent trés bien
remplacer l'imidazole. En fait, le noyau imidazole, outre sa capacité a former une liaison
hydrogéne par son azote N3, remplit surtout le rdle de tenseur. Il sert d'ancrage aux éléments
indispensables pour la fixation au récepteur et permet de les orienter convenablement dans

'espace.

Arylalkylaminopyrimidines, arylalkylaminepyridines, arylalkoxypyridines,

quinoléines, naphthyridines

La caractéristique commune a ces dérivés est la fixation de la structure biphényle sur
I'hétérocycle par un chainon alkylamino ou alkoxy a la place de la chamiére méthyleéne (De et
al., 1992; Bradbury et al., 1992, 1993, 1994; Winn et al., 1993; Ryono et al., 1994a, 1994b;
Zydowsky et al., 1994; Thomas et al., 1994).
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Zeneca, ZD 6888
ICso? = 1,8.10%M
EDs,’ (iv) = 0,39 mg/kg
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C,Hy ~N

S
N

S
Abbott, A 81282

pKi® =85
pA, =96

a membranes de surrénales de cobaye

b inhibition de I'augmentation de PA aprés administratin d'Ang II chez le rat normotendu
¢ membranes de foie de rat

d aorte isolée de lapin

Aucune des relations structure-activité décrites sur le DuP 753 ne laissait présager une bonne
activité pour ces molécules avec plus de degrés de liberté. L'unique justification trouvée dans la
littérature concerne la structure 4-arylalkoxypyridine, qui a été choisie pour sa capacité
d'accepteur de protons comparable a celle de ''midazole (Bradbury et al., 1992). Des études de
dynamique moléculaire ont montré ensuite que ces molécules possédent deux conformations de
basse énergie superposables a celles du DuP 753 (Bradbury et al., 1993; Winn et al., 1993),
résultat qui peut expliquer leur bonne activité et conforte également le role de tenseur joué par le

noyau imidazolique.
Autres

La firme Ciba-Geigy a élaboré des composés sans structure hétérocyclique, dérivés d'acides
aminés a—N-acylés et -arylalkylés (Biihlmayer et al., 1991, 1994). L'hypothése de travail a
I'origine de cette structure est que (cf fig 10):

- I'imidazole du DuP 753 mime la liaison peptidique entre Ile3 et His,

- la chaine butyle se superpose a celle de l'isoleucine,

- le tétrazole recouvre le COOH terminal.

\\\\\\\\

Figure 10 : Superposition du DuP 753 avec la partie C-terminale de [Sarl, [1e8]Ang II



A partir de cette hypothése, des molécules de structure générale N-acyl, N-alkyl aminoacide ont
été envisagées. Les diverses pharmacomodulations ont montré que les dérivés de configuration
S sont plus affins que leurs analogues de configuration R. Une préférence pour des dérivés
acides aminés aliphatiques est également observée, le CGP 48933 ou le méthyléne est substitué
par un groupe isopropyle est un des composés les plus affins. Le parallélisme entre les relations
structure-affinité de ces dérivés et celles autour de l'acide aminé terminal de [Sarl, IleS]Ang 11
ont amené les chercheurs de Ciba-Geigy a reconsidérer la superposition entre ces deux dérivés
(cf fig 11). La partie amide du Valsartan mime la partie C-terminale du peptide et la structure
biphényltétrazole est dirigée vers la Tyr4, avec superposition du tétrazole et de l'hydroxyle
phénolique. Dans cette hypothése, la chaine butyle se situe dans la région de Pro/ et non dans
celle de Ile> (Biihimayer et al., 1994).

CGP 48933, Valsartan

ICso = 1,4.10°M

inhibition de la contraction induite
par All sur aorte de lapin

Figure 11 : Superposition du CGP 48933 et de [Sarl, Ile8]Ang I

Bien que paraissant éloigné de la structure du DuP 753, un cheminement logique permet de
considérer le Valsartan comme un analogue ouvert de ce dernier. Par bioisostérie C=0 <

C=NH, on peut passer du CGP 48933 au dérivé I, puis par application de la théorie des cycles
potentiels, au dérivé cyclique II, dont la structure rappelle celle du métabolite du DuP 753,
EXP3174.

X i w5
1
C4H9/U\N COOH  ——» C,H, /U\N COOH —» C4H9)\

B

3

B

3
o3,
3

CGP 48933 I II
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Le CGP 48933 est la preuve irréfutable de la non nécessité du cycle imidazolique du
DuP 753. Par contre, on y retrouve les quatre principaux éléments du pharmacophore,
convenablement situés dans I'espace :

- une chaine carbonée (butyle),

- un atome accepteur de protons (I'oxygene du groupe amide),

- 1a structure biphényltétrazole,

- un groupement carboxylique supplémentaire.

2.3.1.2.2. Les antagonistes avec modification du biphénvltétrazole

Pendant trés longtemps, peu d'exemples de modifications de la partie biphényltétrazole du
DuP 753 ont été décrits et encore moins d'exemples ol ces modifications étaient satisfaisantes.
Récemment, en revanche, des changements trés intéressants ont été effectués et ont abouti en
particulier a la découverte d'une famille trés importante d'antagonistes non sélectifs des
récepteurs AT et AT). Ces modifications peuvent étre classées en deux catégories :

- modification de la structure biphényle,

- modification de la fonction acide tétrazole.

2.3.1.2.2.1. Modification de la structure biphénvle

Découverte du GR 138950

De nombreuses tentatives de modifications du biphényle ont ét€ vouées a 1'échec (Lin et al.,
1992; Sircar et al., 1993b; Bovy et al., 1993; Rivero et al., 1993; Estenne et al., 1995). Le
biphényle a ét€ remplacé notamment par un naphthaléne, un phénylthiophéne. Mais la plupart
de ces composés sont moins actifs que le DuP 753 (Biihlmayer et al., 1991; Salimbeni et al.,
1994).

Seul Glaxo, qui a remplacé le premier phényle par un indole, un furanne ou un thiophéne a
obtenu des résultats intéressants. Le dérivé avec la structure benzofuranne : GR 117289

présente des caractéristiques pharmacologiques intéressantes et est en évaluation clinique.

Toutes les réflexions ayant conduit a la synthése du GR 117289, puis du GR 138950 sont

résumées dans le schéma suivant (Middlemiss et al., 1994).
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neutre

Cl
N N
3. g
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Acide CF;SO,NH
A
!
f
\Fonction acide Triflamide confére une
cruciale meilleure absorption
GR 117289 GR 138950
pKyp, = 9.8 PRy = 9,0

pKyp : aorte isolée de lapin
Conception de l'antagoniste GR 138950

Par analogie au EXP 6803 et par application de la théorie des cycles potentiels, la structure
benzylbenzamide trans peut &tre mimée par un indole alkylé en position 2, [12]. Puis l'indole a
été remplacé par son bioisostére benzofuranne et l'introduction du brome, résultat du hasard,
s'est révélée tres bénéfique (GR 117289).

Pour augmenter l'activité per os, diverses pharmacomodulations ont été réalisées, en particulier
autour des deux fonctions acides qui seraient responsables de la faible biodisponibilité du
GR 117289. L'acide carboxylique en 5 sur I'imidazole a été transformé en amide et le tétrazole
en triflamide. Le dérivé GR 138950, monoacide posséde une activité antihypertensive per os

importante et de longue durée.
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Les antagonistes tricycliques

Les structures précédentes conservent l'arrangement 2'-acide biaryle du biphényltétrazole. La
découverte par Merck du dérivé acide phénoxyphénylacétique [13] qui possede une affinité
pour les récepteurs AT a conduit petit a petit & ['élaboration de bioisostéres tricycliques de la

structure biphényltétrazole.

Cl

CeHy, OCH(CH,). (lji S—C.H, (jji SC.H,
@) COOH
K@(\: COOH k@){ Tet

Cl
[13] [14] [15]
ICqe* = 2,1.10° M IC5* =4,2.10° M X=01ICs5("=56.108M
- X =8S1Cs*=3,4.108 M
CeHs CH,
S N
N
s
I ‘>_C3H7 . | ‘>—C3H7
~— OHC” N Tet E— NZ N o
Tet ‘
Tet
XD 937 [16]
IC5¢* =4,6.107 M 1Cse® =2,9.10110 M

a- aorte isolée de lapin
b- binding sur cellules COS transfectées avec cDNA de AT,

Conception de structures tricycliques, bioisosteres du biphényltétrazole

La fixation de 1'acide phénoxyphénylacétique sur l'imidazopyridine a donné un dérivé avec une
affinité de l'ordre du nanomolaire [14]. Puis des analogues rigides, 1,3 benzodithiole-2-
carboxylates, 1,3 benzodioxole-2-carboxylates [15] ont été synthétisés. Ces composés
possedent des affinités voisines de celles des composés parents ouverts [14]. Cela suggére que
la conformation bioactive des acides phénoxyphénylacétiques est bien reproduite par celle
rigidifiée des benzodioxoles (Rivero et al., 1994; Fitch et al., 1995).

Les premiéres structures tricycliques sont alors apparues. Pour respecter la position relative du
tétrazole et des phényles (géométrie twistée), un groupe dibenzobicyclo[2-2-2]octane a été
envisagé (Duncia et al., 1995). Les dérivés obtenus, XD 937, présentent des affinités
moyennes pour les récepteurs AT1, I'encombrement stérique étant certainement trop important,
et ils ne sont pas actifs per os. Enfin des squelettes dibenzo[a,alcyclohepténe et

dibenzo[b,floxepine [16] congus par superposition avéc la partie C-terminale de 1'Ang I ont été



introduits (Kiyama et al., 1995). Les antagonistes obtenus ont une trés bonne affinité pour les
récepteurs AT]. Ces deux squelettes rigides sont d'excellents bioisosteéres de la structure

biphényle.

Ces travaux complétent les relations structure-affinité sur la structure biphényltétrazole déduites

des premiéres pharmacomodulations autour du DuP 753 :

- la présence de deux cycles aromatiques apparait comme favorable,

- la conformation non coplanaire des phényles avec orientation du groupe acide
(tétrazole ou isosteres) au dessus du plan de I'imidazole est primordiale. Toute structure ne
respectant pas cette géométrie est sanctionnée par une baisse d'affinité,

- la poche hydrophobe qui l'accueille est étroite. Une substitution sur 1'un des phényles

entraine une diminution de l'affinité.

2.3.1.2.2.2. Bioisosteres du tétrazole

Le tétrazole a ét€ principalement remplacé par :
- d'autres hétérocycles acides,

- des acylsulfonamides, sulfamides, sulfonylcarbamates, sulfonylurées...
Hétérocycles acides

Parmi les hétérocycles testés, 'oxothiadiazole [17], la 1,2,4-oxadiazol-5-one [18] et la 1,2,4-

oxadiazolidine-3,5-dione [19] qui présentent des acidités voisines du tétrazole (pKy = 5) se sont

révélés étre des bioisostéres satisfaisants (Kim et al., 1994; Ferrari et al., 1994).

0 0o O, H

—( N
N A o 8. I
T |

[17] [18] [19]

Acylsulfonamides, sulfamides, sulfonylcarbamates, sulfonylurées...

Des études chez les primates ont montré que le cycle tétrazole subit une glucuronidation au
niveau du foie. Des structures acides résistantes au métabolisme sont donc intéressantes. Les
fonctions acylsulfonamides ont alors €té envisagées (Chakravarty et al., 1994a). Celles-ci
présentent des acidités voisines de celle du tétrazole et offrent de nombreuses possibilités de
pharmacomodulations.

L'introduction de ces structures a donné naissance a une nouvelle et trés importante famille
d'antagonistes : les antagonistes non sélectifs AT1/AT2. En effet, suite 2 de nombreuses
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modulations autour de ces fonctions acides, des interactions avec des régions des récepteurs,
non explorées jusqu'alors avec les antagonistes tétrazoliques, ont pu étre établies et des affinités

pour les récepteurs AT ont pu étre développées.

Toutes les familles d'antagonistes sélectifs AT décrits précédemment ont été transformées en

leurs analogues sulfonamides avec succés dans la majorité des cas . Nous ne mentionnerons ici

que quelques exemples d'antagonistes AT sélectifs (Chakravarty et al., 1994a; Deprez et al.,

1995). Les relations structure-affinité seront plus amplement décrites dans le paragraphe

consacré aux antagonistes non sélectifs AT {/AT?.

CHs SCH;
N N
’d
R , A\
/fI 7—C:Hs C.H /(N‘S\COO'K+
CH;” N7 N 4o

‘ SO,NHCOC4H; ‘ SO,NHCONHC;H;

L 159282 HR 720
Analogue du L 158309 Analogue du EXP 3174
ICs, = 2.107° M (binding sur aorte ICsq = 4,8.10°'9 M (binding sur cellules
de 'lapin) hépatiques de rat)

2.3.1.3. Les antagonistes triacides

La firme Eli Lilly a récemment décrit une structure originale d'antagonistes des récepteurs AT
(Steinberg et al., 1994; Palkowitz et al., 1994).

La découverte, a la suite d'un screening systématique, de 1'affinité pour les récepteurs AT de
I'acide 2-imidazolyl hexanoique [20] est a l'origine de cette nouvelle famille.

Les différentes étapes ayant conduit & la syntheése du composé LY sont résumées dans le

schéma suivant.
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QNJ\FB — QYZ—) %T>

N
\/\)\COOH COOH COOH

[20] [21] 22

Kp?=72.10°M Ky?=13.10°M X = COOH, Ky*=6,8.10"M
X = Tétrazole, Ky? = 1,6.107 M
X =SO;H, K,*=8,0.10%M

SO.H | O*H
N Z HQCOOH
/ S O@ ) S

A}
o L3
\/\/\/%N S
S ¥cooH COOH
o)
[23] LY
Ky?=8,0.101°M K,2=2,7.10"1° M, in vitro

K.? = 2,8 mg/kg, in vivo, po

a - in vitro, Kb : inhibition de la contraction induite par Ang II de 1'aorte de lapin
b - in vivo, Kb : inhibition de 'hypertension induite par Ang II chez le rat normotendu

Les trois premi¢res modifications ont consisté a inverser la fonction amide, allonger la chaine
aliphatique [21] et introduire un groupe acide sur le phényle [22].

La modification qui a permis de dépasser la barre des 10-M en affinité est le remplacement de
'acide carboxylique par une phénoxyproline [23]. Cette structure possede trois carbones
asymétriques dont la stéréochimie est importante, en particulier pour le carbone portant la chaine
hexaméthyle. Le stéréoisomere R, S, S (IC50 = 0,8 nM) est quatre fois plus affin que le
S, S, S (IC50 = 3,2 nM) et trés largement plus affin que les six autres énantiomeres.

Enfin la substitution du phénoxy par une fonction acide a permis d'élaborer des antagonistes
triacides, LY, avec une trés bonne affinité pour les récepteurs AT] et une activité

antihypertensive per os.

Remarque :

L'introduction de ce groupe phénoxyproline n'est pas justifiée par les auteurs, mais on peut
raisonnablement penser que ce choix a été guidé par la volonté de copier le dipeptide terminal de
I'Ang II : Pro-Phe.



2.3.2. Les ligands des récepteurs AT?2 de 1'Ang 11

Remarque : Le role physiologique et le(s) systeme(s) de transduction des récepteurs AT2
n'étant pas encore totalement élucidés, il est difficile de parler d'agonistes ou d'antagonistes, il

est donc préférable de parler de ligands.

Le grande méconnaissance des récepteurs AT? a fait que pendant longtemps il n'a existé qu'une
seule famille de ligands spécifiques des récepteurs AT2_ dont le chef de file est le PD 123319.
Récemment, deux nouvelles classes de ligands spécifiques ont été élaborées :

- des dérivés tétrahydroisoquinoléine dont le chef de file est le PD 126055,

- des dérivés de la pipérazine dont le chef de file est le L. 159686.

CeHsCHy CoHs ~Ces
(CHz):N
N COOH CH,0 COOH 5 ékw /\(COOH
<~N I Io Io K/N YO

CeHs”" “CeHs CeHs ™ ~CoHs CeHs” “CgHs
PD 123319 PD 126055 L 159686
IC50 AT, = 6,9 1M ICsq AT, = 0,58 nM ICsy AT, = 0,89 nM
AT,/AT, >100 000 AT,/AT, >100 000 AT, /AT, >100 000

IC50 AT? : binding sur membranes d'utérus de lapin

2.3.2.1. Conception du PD 123319

Le PD 123319, dérivé de l'acide 4,5,6,7-tétrahydroimidazo{4,5-c]pyridine-6-carboxylique,

appelé plus communément spinacine, a été congu par la firme Parke-Davis (Blankley et al.,

1991).

Le choix de cette structure originale a €té guidé :

- par la possibilité d'introduire sous une forme compacte, les différents éléments structuraux
du pentapeptide terminal de 'Ang II : Tyr-Ile-His-Pro-Phe,

- par la découverte des antagonistes benzimidazoles et imidazopyrimidines des récepteurs

ATy,
N COOH
&
<.

H

Spinacine
Bien que les tests de binding montrent, sans aucune ambiguité, que ces composés sont des
inhibiteurs de liaison de I'Ang II, aucun effet antihypertenseur n'est observé chez le rat SHR

(Spontaneously Hypertensive Rat). La constatation que le dithiotreitol n'a aucune influence sur



le binding de ces molécules confirme la spécificité de ces composés pour les récepteurs AT de
I'Ang 11

Une étude systématique des différents éléments de ces composés a permis de mettre en évidence

certaines relations structure-affinité :

- en position 6, la configuration S est préférable a la configuration R,

- la présence en 6 d'un acide carboxylique donne des composés plus actifs que celle d'un
alcool, d'un ester ou d'un amide,

- un groupe acyle lipophile est nécessaire en position 5,

- en position 1, la présence dun groupe benzyle substitué en 3 par un méthyle
et en 4 par un groupe électrodonneur (NH2, N(CH3)2) augmente sensiblement

l'affinité pour le récepteur AT?.

2.3.2.2. Les nouveaux antagonistes des récepteurs AT?

Ces antagonistes sont largement inspirés du PD 123319, Ils sont nés de la volonté de trouver

des cycles bioisosteéres de la structure spinacine.

2.3.2.2.1. 1 es dérivés tétrahvdroisoquinoléiques

Ici le noyau imidazolique des spinacines est remplacé par un benzéne disubstitué. Le cycle
tétrahydropyridine substitué par un acide carboxylique est conservé (Klutchko et al., 1994).
Les relations structure-affinité décrites avec ces dérivés sont proches de celles décrites avec les
spinacines :

- importance de la configuration du carbone portant l'acide carboxylique
(énantiomére S plus affin que le R),

- l'acylation de 1'azote N2 par un groupe possédant deux substituants lipophiles
(diphénylacétyle, cyclopentyle-phénylacétyle) donne les meilleures affinités,

- l'introduction d'un substituant benzyloxy sur le noyau benzénique semble trés bien
remplacer le groupe benzylique fix€ sur I'azote imidazolique du PD 123319. Une des seules
différences avec les spinacines est que la substitution de l'aromatique du groupe benzyloxy
par un groupe €lectrodonneur (NH2, OCH3) n'améliore pas I'affinité.

2.3.2.2.2. Les dérivés pipéraziques

La structure bicyclique spinacine est remplacée par un cycle unique pipérazine, L. 159686 (Wu
et al.,, 1993). La structure du cycle tétrahydropyridine substitué par une fonction acide
carboxylique est conservée et on retrouve toujours la supériorité de I'énantiomere S sur le R. De
méme, les meilleures affinités sont obtenues avec les composés N1 (azote adjacent a l'acide)
acylés par une structure diphénylcarbamoyle. Par contre ces dérivés ne possédent pas
d'équivalent direct des groupes benzyles ou benzyloxy rencontrés dans les deux familles
précédentes. Ici I'azote N4 est acylé par un dialkyl- o diaryl-carbamoyle.
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2.3.3. Les antagonistes non sélectifs des récepteurs de 'Ang 11

Remarque : dans la suite de la remarque précédente, il est abusif de parler d'antagonistes non
sélectifs ou mixtes AT1/AT2. Dans la majorité des études, il est montré que ces molécules se

lient bien au deux récepteurs, qu'elles bloquent les réponses liées a 'activation des récepteurs
AT1, mais le caractere antagoniste des récepteurs AT2 n'est jamais prouvé. Il serait donc plus
juste de parler d'antagonistes AT - ligands AT2. Mais pour plus de clarté, nous garderons les
termes génériques d'antagonistes mixtes ou non sélectifs, tout en gardant a l'esprit cette

remarque.

La découverte d'antagonistes non sélectifs AT{/AT2 a trés vite suscité de nombreuses

recherches. De tels dérivés peuvent en théorie présenter plusieurs avantages :

- 1ils peuvent mimer l'action des IEC plus parfaitement que les antagonistes AT] sélectifs car
ils bloquent tous les sites de fixation de 1I'Ang II tout en s'affranchissant des effets
secondaires dus a l'action des IEC sur les kinines,

- ils peuvent éviter le risque d'une "surstimulation" des récepteurs AT? suite & l'augmentation
du taux plasmatique d'Ang II observée apres inhibition des récepteurs AT1,

- ils peuvent voir leur champ d'applications thérapeutiques élargi a des pathologies comme la
resténose, 'athérosclérose, si l'implication des récepteurs AT dans ces pathologies, encore

hypothétique aujourd'hui, est confirmée.

2.3.3.1. Elaboration des premiers antagonistes non sélectifs AT]/AT?2 (Chang et
al., 1995)

La premi¢re molécule possédant une affinité pour les deux récepteurs de 1'Ang II est un
benzimidazole, substitué par une urée en position 6 : BIBS 39 (Ries et al., 1993). Ce composé
reste néanmoins dix sept fois plus affin pour les récepteurs AT1 que pour les AT), pour
lesquels I'affinité reste faible (IC50 AT1 = 29nM, IC50 AT2 = 493 nM).

nsetle

o

BIBS 39

Le premier dérivé digne d'étre qualifié d'antagoniste mixte AT /AT a été élaboré par Merck

apres pharmacomodulation autour des antagonistes quinazolinones AT sélectifs (cf fig 12).
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L'introduction d'un amide tertiaire encombrant et lipophile en 6 sur le noyau quinazolinique

d'antagonistes biphényltétrazoles sélectifs AT] a permis de développer une affinité pour les

récepteurs AT, L. 159689, L 161638 (de Laszlo et al., 1993; Glinka et al., 1994b; Levin et al.,

1995). Cet amide rappelle la fonction urée du BIBS 39 et l'azote diphénylacétyle du

PD 123319.

Puis une seconde génération de dérivés a été développée par le remplacement du tétrazole par

des acylsulfonamides. Les dérivés avec un benzoylsulfonamide, dont l'acidité est voisine du

tétrazole, conservent une bonne affinité pour les récepteurs AT] et voient celle pour AT?2
multipliée par cent. Une optimisation de la structure de ces dérivés a permis la découverte de
sulfonylcarbamates, comme le L 162393 qui possede une affinité pour les deux récepteurs de

'ordre du nanomolaire avec une sélectivité AT1/AT?2 de dix (Chakravarty et al., 1994b; Glinka

et al., 1994a).

Remarques :

- La combinaison des deux pharmacomodulations précédentes, I'introduction en 6 d'un amide
tertiaire et d'un sulfonylcarbamate n'augmente pas les affinités. Au contraire, le
remplacement du tétrazole du L. 159689 par un benzoylsulfonamide diminue de cing cent
fois son affinité pour AT). Cela suggére une interaction stérique entre les substituants
lipophiles et encombrants fixés sur I'amide et le sulfonamide.

- En jouant sur la nature de I'amide tertiaire fixé en 6, la balance AT]/AT?2 a pu étre inversée
en faveur des récepteurs AT pour donner des ligands sélectifs de ces récepteurs
(cf L. 161638).

Les premiers fondements pour développer une affinité pour les récepteurs AT2 tout en

conservant celle pour les récepteurs AT étaient posés :

- la présence d'un groupe acide (tétrazole, NH du benzoylsulfonamide) est nécessaire pour
interagir par une liaison ionique avec les deux récepteurs,

- un groupe lipophile encombrant, susceptible de se glisser dans une poche
hydrophobe est nécessaire pour développer une affinité avec les récepteurs AT2. Pour

la fixation aux récepteurs ATy, ce groupe ne semble pas jouer un rdle important; il est
neutre.
Remarque : on retrouve ici les deux principales relations structure-affinité décrites avec les
ligands sélectifs AT2 (cf page 65).
L'application de ces principes a d'autres structures d'antagonistes AT1 sélectifs a permis
d'élaborer de nouveaux antagonistes mixtes et de confirmer et mé€me d'étayer les premiéres

relations structure-affinité décrites avec ces dérivés quinazolinones.

2.3.3.2. Les triazolinones

Cette famille est trés intéressante car elle illustre parfaitement les trois principales étapes ayant
conduit a la découverte d'antagonistes avec des affinités de 1'ordre de 10°M pour les deux

récepteurs et d'excellentes propriétés in vivo (longue durée d'action, activité per os) (cf fig 13).
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Les antagonistes de premiére génération (Ashton et al., 1994)
Ces antagonistes sont nés du remplacement du tétrazole par un sulfonamide. Comme pour les

dérivés quinazolinones, un groupe benzoylsulfonamide a été introduit avec succes, puis un
tertiobutylsulfonylcarbamate s'est révélé étre une des meilleures solutions.

Diverses pharmacomodulations ont confirmé 1'étroitesse de la poche hydrophobe des
récepteurs AT dans laquelle vient se glisser le substituant lipophile du sulfonamide ou du

sulfonylcarbamate. En revanche, au niveau des récepteurs ATj, il n'apparait aucune

réelle contrainte stérique.

Les antagonistes de deuxiéme génération (Chang et al., 1994a)
Par analogie au BIBS 39 et aux dérivés quinazolinones, 1'idée d'introduire une fonction amide

ou urée est apparue. Aprés superposition des antagonistes précédents et du L 162234, les
positions 4' ou 5' du benzene fixé sur l'azote N2 triazolique ont été envisagées comme points
de fixation. Alors que toute substitution en 4' entraine une forte diminution de l'affinité pour
AT2, l'introduction en 5' d'un groupe acylamino ou carbamoyle permet de développer une

affinité pour ces récepteurs. Le meilleur représentant de cette famille est le composé L 163007.

Des informations intéressantes sur la région occupée par le substituant en 2 sur le triazole sont

apportées par ces dérivés :

- la fonction carbonyle de I'amide est particulierement importante pour la liaison aux
récepteurs AT2. Elle interagit certainement avec un résidu donneur de protons du
récepteur.

- la forte baisse d'affinité observée par substitution de I'amide secondaire montre le réle de
donneur de proton du groupe NH amide.

- la poche hydrophobe occupée par le substituant lipophile de I'amide est étroite.

- le substituant en ortho du benzéne impose aux deux cycles aromatiques d'étre non
coplanaires. Cette géométrie, importante pour la liaison aux récepteurs ATy parait

également favorable pour l'interaction avec AT2.

Remarque : au niveau des récepteurs AT], la région occupée par ce substituant admet un
grand nombre de modulations, ce qui confirme la présence d'une zone de large

tolérance, déja mise en évidence précédemment (cf page 49)-

Les antagonistes de troisieme génération (Chang et al., 1994b)
La troisiéme amélioration a été obtenue par substitution du premier phényle du biphényle par un

halogéne et du phényle terminal par un chaine carbonée en position 5, [27].

Une derniére relation structure-affinité est révélée par cette famille :
- la poche occupée par la structure biphényle est plus large que prévue

initialement. L'addition d'une chaine carbonée est méme profitable pour la liaison aux
récepteurs AT?.
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2.3.3.3. Les imidazoles

Le DuP 753 n'a pas échappé aux transformations et des antagonistes mixtes en sont nés.

ch;
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%/4 Y
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Cg H7 (:3 H7 A
J a)
SO,NHCO,C4Hg
[28]

CoHs chg

DMP 581
[29]
ICSO ATl =2nM IC;O AT; =3 nM ICSO ATl =0,7nM
IC50 AT2 >10 000nM ICSQ ATQ = 3000 nM IC50 AT2 =2nM
C—yH5 C2H5
N N
<0 .
N
GH,” N \rr )
————ee

o0
. N \([)ro\/\(

EXP 597 XR 510
ICSO ATI = 0,5 nM ICSO AT] = 0,32 nM
ICso AT, = 1 1M ICsy AT, = 0,25 nM

IC5o AT, et AT, : binding sur surrénales de rat
Tet: tétrazole

Les deux premiéres transformations ont été la substitution en ortho du premier aromatique du
biphényle par un halogéne qui a permis d'obtenir des dérivés [28] avec des affinités de 1'ordre
du micromolaire pour les récepteurs AT2 (Quan et al., 1994), puis le remplacement du tétrazole
par des isostéres sulfonamides [29] qui a permis de multiplier 'affinité pour les récepteurs AT
par un facteur mille, tout en conservant une bonne affinité pour les récepteurs AT (Naylor et
al., 1994). La troisi¢me transformation a été inspirée par les ligands AT?2 sélectifs ou la
présence d'un groupe encombrant et lipophile est nécessaire (substituant diphénylacétyle du PD
123319 par exemple). Les chercheurs de Merck ont choisi comme point de fixation la position 5
de I'imidazole et ont introduit ce groupe en remplacant la fonction aldéhyde par un ester tres
encombré, EXP 597 (Santella et al., 1994). Cependant, per os, cet ester est hydrolysé, le
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composé XR 510, ou l'ester est remplacé par un groupe 3-amidopropanoyle résistant a
I'hydrolyse, est un des antagonistes mixtes les plus puissants par voie orale (Quan et al.,
1995).

Les représentants de cette famille, qui ont été congus sur le méme schéma que les dérivés
triazolinones illustrent et confirment trés bien toutes les relations structure-affinité décrites

précédemment.

2.3.3.4. Les imidazopyridines

Cette famille importante chez les antagonistes sélectifs AT a également servi a la conception
d'antagonistes non sélectifs. Par le m&me cheminement que pour les dérivés précédents, des

dérivés acylsulfonamides substitués en 5 par des amides ont €t€ synthétisés (Mantlo et al.,
1994).

I}I CHj
C3H7 W‘l)j ~ N
N L 162620

O SO,NHCOOCH,C¢Hs
1C55 AT, = 0,33 nM (aorte de lapin)

‘ IC50 AT = 0,94 nM (cervelet de rat)

2.3.4. Les agonistes non peptidiques des récepteurs de 'Ang 11

Tout récemment et suite aux multiples pharmacomodulations effectuées sur les antagonistes,
des agonistes non peptidiques ont été découverts. Ils appartiennent a la famille des
imidazopyridines. L'activité agoniste est obtenue par l'introduction d'une chaine carbonée en 5
sur le noyau aromatique final de la structure biaromatique (Kevin et al., 1994; Underwood et
al., 1995).

Ces molécules sont des ligands mixtes AT / AT2. L'activité agoniste s'exerce vis-a-vis des
récepteurs AT et a été caractérisée par une augmentation de la pression artérielle aprés

administration chez le rat normotendu (Kivlighn et al., 1995).
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2.4. PHARMACOPHORE ET SITES DE LIAISON DES LIGANDS DES RECEPTEURS
DE L'ANG II

2.4.1. Modele hypothétique du pharmacophore des ligands des récepteurs de
I'Ang I

Dans la partie précédente consacrée aux ligands des récepteurs de 1'Ang II, nous avons essayé
d'exposer pour chacune des familles comment les molécules ont été congues et quels
renseignements elles apportaient pour la connaissance des éléments importants pour la liaison
aux récepteurs. La synthése de toutes ces relations structure-affinité nous améne a proposer un
modele hypothétique du pharmacophore des ligands des récepteurs de 1'Ang II.

La découverte d'antagonistes non sélectifs AT |/AT2 avec de trés bonnes affinités pour les deux
récepteurs montre que les éléments pour se lier aux récepteurs AT] et AT2 ont de nombreux

points communs et qu'un pharmacophore commun peut étre décrit (cf fig 14).
Ce dernier se compose :

-1- d'une premiéere fonction capable de former une liaison hydrogene (azote pyridinique des
composés imidazopyridines, hydroxyméthyle en 5 du DuP 753), qui n'est pas primordiale
pour la liaison au récepteur mais qui permet de 1'améliorer. Dans le cas ou cette fonction est
un carboxyle, 1'établissement d'une liaison ionique avec le récepteur AT] semble induire
un changement de conformation qui stabilise le complexe ligand-récepteur. I'activité orale

est alors sensiblement augmentée.

-2- d'un substituant volumineux (halogéne, alkyle, arylalkyle...) susceptible d'occuper une
poche hydrophobe large, profonde et assez distante du site de fixation de I'hétérocycle.
Cet élément est intéressant car il permet de jouer sur la balance AT1/AT2. Pour la liaison
aux récepteurs AT1, il n'est pas indispensable, mais il améliore l'affinité et ['activité orale.
La poche est large et peut accueillir une grande diversité de groupements.
En revanche, il est un des éléments clé qui ont permis de développer une affinité pour les
récepteurs AT? a partir d'antagonistes AT | sélectifs. La poche dans ce récepteur parait plus
étroite.
Il existe en plus dans cette région des sites d'interaction par liaisons hydrogéne ou ioniques
aussi bien pour AT] que pour AT?.

-3- d'un atome (azote basique non protoné des hétérocycles: N3 des imidazoles, N1 des

triazoles...) capable d'établir une liaison hydrogéne avec un groupe donneur de protons du
récepteur. Cet atome apparait comme trés important pour la liaison aux récepteurs ATq,
mais pour les récepteurs AT? sa nécessité n'est pas évidente.

F
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4-

d'une chaine alkyle, souvent non ramifiée, de longueur variant de deux a cinq atomes,
indispensable pour la liaison aux récepteurs AT]. Pour les récepteurs AT2, sa nécessité
n'est pas prouvée et l'on peut noter que les ligands AT? sélectifs n'en possedent pas.

Elle occupe une poche hydrophobe assez étroite des récepteurs supposée accueillir la chaine

latérale de l'isoleucine de I'Ang II.

d'un groupe acide (COOH, tétrazole, NH d'un acylsulfonamide) capable d'interagir avec
un résidu basique du récepteur. Il est indispensable pour la liaison aux deux récepteurs. 1l

est supposé occuper la région du COOH-terminal de I'Ang I1.

d'une structure biaromatique (biphényle, phénoxyphényle...) capable de se glisser dans
une troisiéme poche hydrophobe. Cet ensemble est important a deux titres : les deux
noyaux aromatiques interagissent avec les récepteurs par des forces de stacking et ils
positionnent la fonction acide dans une région précise pour interagir avec un résidu basique
des récepteurs. Dans un premier temps, cette poche est apparue comme étroite, puis les
multiples pharmacomodulations ont montré que des substituants plus ou au moins

encombrants peuvent étre fixés sur les aromatiques ou sur la fonction acide.

au fond de la poche accueillant le groupe biaromatique et la fonction acide existent deux
zones hydrophobes supplémentaires capables d'accueillir des substituants lipophiles de
tailles moyennes (pentyle, benzoyle...). L'occupation de ces deux zones a permis de
développer une affinité pour les récepteurs AT?2 et constitue le deuxiéme point permettant
de jouer sur la balance AT1/AT?.

Remarque : un résultat trés intéressant est 'obtention d'un agoniste imidazopyridine par
addition d'un isobutyle sur I'aromatique final portant un acylsulfonamide (cf L 163101, fig
16). Cette molécule développe donc le minimum d'interactions pour induire une réponse.
Les résidus avec lesquels l'isobutyle interagit sont donc cruciaux pour ['activation du

récepteur.
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Figure 14 : Pharmacophore des ligands non peptidiques des réceteurs de 'Ang Ii
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Les exemples suivants, avec des représentants des principales familles de ligands existantes
répondent a ce pharmacophore des ligands des récepteurs AT1 et AT (fig 15, 16, 17). Il est
intéressant de noter les évolutions dans les structures des antagonistes qui ont permis de passer
des antagonistes AT] ou AT7 sélectifs aux antagonistes non sélectifs et enfin aux premiers
agonistes non peptidiques.
Avec les trois antagonistes : antagoniste triazolinone, L. 158809 et DuP 753 que l'on peut
qualifier de premiere génération, on retrouve les six éléments "de base" pour la liaison aux
récepteurs AT :
- trois groupes lipophiles :

- antagoniste triazolinone: butyle, biphényle, trifluorométhylphényle

- L 158809 : propyle, biphényle, cycle benzénique de 1'imidazopyridine

- DuP 753 : butyle, biphényle, chlore
- un groupe acide :

- tétrazole pour les trois
- deux groupes accepteurs de protons :

- antagoniste triazolinone: azote N3 et carbonyle de I'imidazolinone,

- L 158809 : azote basique N3 de I'imidazole et azote pyridinique

- DuP 753 : azote basique N3 et hydroxyméthyle en 5 sur I'imidazole

Avec les trois composés L 163958, L 162620 et EXP 597, antagonistes non sélectifs AT1/AT
qui conservent les six éléments précédents apparaissent les zones d'interaction plus spécifiques
aux récepteurs AT? :

- deux zones d'interactions hydrophobes supplémentaires :

- l'une occupée par le substituant fixé sur le sulfonamide (benzoyle,
tertiobutylcarbonyle)

- l'autre, a I'opposé, occupée par le substituant d'une fonction amide fixée en 5 sur le
noyau imidazopyridine. Dans cette poche, des liaisons hydrogéne peuvent étre établies
entre le ligand et le récepteur, en particulier avec AT

- la poche qui accueille la structure biphényle tolére la présence de substituants fixés sur les
noyaus aromatiques. Pour les récepteurs AT, la présence d'un halogéne sur le premier

aromatique et d'une chaine carbonée sur le second est méme favorable.

L'activité agoniste a €té obtenue par simple addition d'un isobutyle sur le phényle terminal ( cf
L 163101, fig 16). Il faut noter que cette substitution ne s'accompagne pas systématiquement de
l'apparition d'une action agoniste, le dérivé L. 163958 en est un exemple (cf fig 15). Le dérivé
L 163101, a la différence des antagonistes découverts jusqu'alors, présente également une
affinité pour les récepteurs de 1'Ang II de X. Laevis. Il est donc capable de copier I'Ang I assez
fidelement. Les études de ses différentes conformations et de son mode d'interaction avec les
récepteurs de 1'Ang Il peuvent apporter des renseignements trés intéressants pour comprendre

I'interaction de I'Ang II elle-méme. ‘

79



poche hydrophobe

liaison hydrogéne AT,
AT,
poche hydrophobe \
AT, ‘\
7
N~N CF;
@ N/&O T~ liaison hydroge

e N =N iaison hydrogene
liaison ionique — ~ — 7 N\ AT,

T 1T
poche hydrophobe

AT,

Antagoniste triazolinone
AT, sélectif

poche hydrophobe
AT,

poche hydrophobe

poche hydrophobe AT
AT et AT, 2
~
liaison hydrogéne Y/
AT, B N hEN
poche hydrophobe N \ _ linisons hydrogenes
AT, \ T AT,
N-N
’
liatson ionique ~ _ _ @ N /&o

"™ liaison hydrogéne

AT, ct AT,

©
XOYN 0,
)

L 163958

poche hydrophobe Antagoniste non sélectif AT /AT,

AT, et AT,

poche hydrophobe
AT,

Figure 15

08



liaison hydrogeéne
AT,

poche hydrophobe
AT,

N=N
1\
N N

/
4
liaison ionique
AT,

poche hydrophobe
AT,

L 158809
Antagoniste AT, sélectif

7

poche hydrophobe

poche hydrophobe

“N liaison hydrogéne

AT,

poche hydrophobe

L AT,

liaison ionique
AT] et A\Tz

—

AT,

liaison hydrogéne

. @ _\_<
@

Ty
liaison hydrogéne
AT,
poche hydrophobe
AT,

poche hydrophobe
AT1 et ATZ

poche hydropho

| \

N . AT,

poche hydrophobe
AT 1 el A TZ

L162620

Antagoniste non sélectif AT,/AT,

latson hydrogeéne
AT,

A Y

poche hydrophobe
AT,/AT,

poche hydrophobe

liaison ionigue
4 ATl

ATI et AT2 N \

©w

™ liaison hydrogéne
AT,

AT,
poche hydrophobe
AT] et AT2

poche hydrophobe

AGONISTE AT,

Figure 16

L 163101
Agoniste AT,

O - Hnam@m hydroge:

I8



liaison

liaison hydrogéne

O
e

@)

AT[ etATz 29
N\
\\
poche hydrophobe S,
AT,
liaison ionique _ __ ®
[~ AT, ct AT, ©
I F

hydrogene poche hydrophobe
AT N AT,
poche hydrophobe \/ cl
AT, N \ _ - liaison hydrogene
{ o AT,
@ N
liaison ionique -
AT,
poche hydrophobe
AT,
DuP 753
Antagoniste sélectif AT,
poche hydrophobe
AT,
liaisom
hydrogéne
ATy 7%
N v <
N N O ~=--- liaison hydrogéne
< ' AT, —
N )
COO™
CH;, S,
linison iomique
CH3\N AT,
]
CH, poche hydrophobe
ATq
PD 123319

Antagoniste sélectif AT,

** AT, et peut &tre AT,

Figure 17

N
—\—Q;QKO
(@]

poche hydrophobe
AT et AT,

lisison hydrogen
AT,

poche hydrophe
AT,

~

“ ™ liaison hydroggne

O
poche hydrophobe
poche hydrophobe AT, et AT,
Al
EXP 597

Antagoniste non sélectif AT /AT,

3



2.4.2. Etudes de mutagéneése dirigée des récepteurs AT |

Depuis le clonage des récepteurs AT] de I'Ang II en 1991, de nombreuses études de
mutagénese dirigée ont été réalisées. Leur objectif est de déterminer le ou les sites de fixation

des ligands pour pouvoir aller encore plus loin dans la conception de nouveaux antagonistes.

La structure des récepteurs de I'Ang I, récepteurs a sept hélices transmembranaires peut étre

divisée en trois domaines :

- les boucles extracellulaires (BE) : elles jouent un rdle important pour la corformation, la

structure tridimensionnelle du récepteur. Par exemple en établissant des ponts disulfure entre
elles, elles vont influencer l'arrangement des hélices transmembranaires. Elles constituent
également le premier point de contact entre récepteur et ligand. Ces interactions sont
particuliérement importantes dans le cas des ligands peptidiques comme 1'Ang II ou la SP qui

sont d'assez grande taille et dont une partie se fixe a la surface du récepteur.

- les boucles intracellulaires (BI) : cette région intracellulaire du récepteur ne peut pas étre

impliquée dans la liaison des ligands. En revanche, elle participe a la transduction du
message en assurant le lien entre le récepteur et ses protéines-relais dans la cellule comme les

protéines G.

- les domaines transmembranaires (TM) : ils constituent le coeur du récepteur. Les petites
molécules comme les catécholamines pénétrent entiérement dans cet espace pour se fixer aux
récepteurs. Pour les peptides, on suppose que seule une partie entre dans ce domaine pour

interagir avec des résidus particuliers et ainsi induire 1'activation du récepteur.

Pour déterminer les sites de fixation des ligands, les études de mutagénése réalisées sur les
récepteurs AT] visant les résidus des boucles extracellulaires et des domaines
transmembranaires sont les plus intéressantes. Ces mutations concernent, soit toute une partie

du récepteur avec la construction de récepteurs chimeéres, soit un seul acide aminé.

Les études avec mutations de segments des récepteurs AT ont permis de montrer l'importance :

- de la partie N-terminale, de la premiére et troisiéme boucle extracellulaire pour la liaison de
I'Ang II. Ceci a été montré par mutations conservatives de segments du récepteur AT de rat
(Hjorth et al., 1994)

- des hélices transmembranaires III, IV, V, VI et VII pour la liaison d'antagonistes non
peptidiques. Ici la technique utilisée est la construction de récepteurs chimeéres oit des
segments du récepteur AT humains sont remplacés par les segments correspondants du

récepteur de X. Laevis qui ne lie pas ces molécules (Schambye et al., 1994a).
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Apres cette vue d'ensemble, les mutations ponctuelles ont permis d'étudier les acides aminés

essentiels a la reconnaissance des ligands.
Remarque : Pour illustrer certains résultats, nous mentionnerons des valeurs de facteur
multiplicatif (F(mut)) qui correspond au rapport de l'affinité du ligand pour le récepteur muté

sur celle pour le récepteur naturel.

Mutations des domaines extracellulaires

Extension N-terminale
N4, N176 ¢t N188 . ces résidus constituent les sites de glycosylation, leur mutation en

aspartique n'influence pas la liaison des ligands (Yamano et al., 1992).

C18, c101 (180 ¢¢ 274 ; ces quatre cystéines sont primordiales. La création de deux
ponts disulfure entre C18-C274 et C101.C180 maintient le récepteur dans une conformation
fonctionnelle susceptible d'interagir avec 1'Ang II. La détérioration de ces liens par exemple par
des agents réducteurs comme le dithiothréitol annule toute liaison de I'Ang II au récepteur. En

revanche, la liaison du DuP 753 ne semble pas affectée (Yamano et al., 1992).

H24.Y26.127 : |5 substitution de ces trois acides aminés situés 2 la frontidre du domaine
transmembranaire I par des alanines diminue de trois mille fois 1'affinité de 'Ang II. 127 semble
étre le plus important. Les liaisons de [Sarl-Leu8] Ang II, antagoniste peptique et de L 158809,
antagoniste non peptidique sont peu ou pas influencées par cette mutation (Hjorth et al., 1994).

BE 1
Y92 : son remplacement par une alanine diminue I'affinité de 1'Ang II par trois mille. Celle de
L 158809 n'est pas infuencée (Hjorth et al., 1994).

WI4P95X G997 . ce motif est trés conservé au sein des récepteurs a sept hélices
transmembranaires.

Son altération est catastrophique pour la fixation de tous les ligands des récepteurs de I'Ang II.
I1 joue certainement un role primordial dans la structure en sept hélices du récepteur (Hjorth et
al., 1994).



K102 : e remplacement de cet acide aminé, situé a la frontiére avec le domaine membranaire,
par une alanine ou une méthionine affecte la liaison de I'Ang I, des antagonistes peptidiques et
non peptidiques (Hjorth et al., 1994; Groblewski et al., 1995).

Deux hypothéses sur sa fonction peuvent étre proposées :

- K102 constitue le point central de fixation des ligands en interagissant par une liaison
ionique avec le groupe acide présent dans chacun d'eux (COOH-terminal des ligands
peptidiques, COOH, tétrazole, acylsulfonamides... des antagonistes non peptidiques),

- ou de par sa position 4 la frontiére du domaine transmembranaire et & proximité de C101

impliquée dans un des ponts disulfure, elle participe a la conformation du récepteur.

BE2

H183 . ce résidu basique serait impliqué dans l'interaction de l'acide carboxylique f de
l'aspartique de 'Ang II. Son remplacement par un acide glutamique diminue l'affinité pour
I'Ang II, mais n'affecte pas celle de [Sarl] Ang II, la sarcosine ne possédant pas d'acide
carboxylique sur sa chaine latérale. Cette interaction entre HI183 et l'aspartique contribue
probablement a la stabilisation de la conformation active de I'Ang II, mais n'est pas primordiale
(Noda et al., 1995; Feng et al., 1995). Aucune influence sur la liaison d'autres ligands n'a été

constatée.

BE3

D278 et D281 . ces deux résidus acides, a la limite des domaines transmembranaires, sont
importants pour la liaison des ligands peptidiques. D278 semble plus particulierement impliqué
dans la liaison de 1'Ang 1I (D278A, F(mut) = 813, D281A, F(mut) = 17) et D281 dans celle des
antagonistes comme [Sarl, Leu8] Ang II (D278A, F(mut) = 71, D281A, F(mut) = 154) (Hjorth
et al., 1994). Des études plus approfondies ont montré une interaction ionique entre le
guanidinium de l'arginine de [Sarl, 11e8] Ang II et 1'acide carboxylique de la chaine latérale de
D281 (Feng et al., 1995). Ces mutations n'ont aucune influence sur la liaison des antagonistes
non peptidiques (L. 158809, DuP 753).

Les domaines transmembranaires

™I

D74 : ce résidu aspartate est présent dans tous les récepteurs de peptides (vasopressine,
bradykinines, tachykinines...) a I'exception de la Substance P, peptide amide ou I'on trouve un
glutamate. Il ne parait pas impliqué dans la liaison de 1'Ang II. En revanche, sa mutation en
asparagine diminue l'affinité du DuP 753 (Bihoreau et al., 1993).

Mais sa principale fonction semble liée a l'activation et au phénomeéne d'endocytose du
récepteur AT] (Hunyady et al., 1994).
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TM I

S§105 . son remplacement par une alanine supprime totalement la capacité du récepteur a lier
I'agoniste [Sarl] Ang II. Deux antagonistes non peptidiques ( LF 70156, LF 80129) ont été
testés, la diminution des affinités est plus faible (F(mut) < 40) (Groblewski et al., 1995).

S107 ¢t S109 : ces deux sérines ne sont impliquées ni dans la liaison des agonistes
peptidiques, ni dans celle des antagonistes (peptidiques ou non) (Ji et al., 1994; Groblewski et
al., 1995).

V108 : 5op remplacement par une isoleucine entraine une diminution de I'affinité du Dup 753
/ de quarante fois. Celle de [Sarl, Val3, Ala8] Ang II (Saralasine) est inchangée (Ji et al., 1994).
N 111 p'affinité des antagonistes non peptidiques comme le DuP 753 est fortement diminuée
par le remplacement de N111 par une alanine (F(mut) > 100), alors que celles des ligands
peptidiques (agonistes et antagonistes) ne sont pas influencées (Groblewski et al., 1995).
Remarque : cette mutation permet en revanche d'améliorer de trente fois l'affinité pour les
récepteurs AT1 du CGP 42112, ligand peptidique "sélectif" AT2. Dans le récepteur AT, une
asparagine est pourtant présente dans cette position (Groblewski et al., 1995).

™IV

A163 . ce résidu semble jouer un rdle dans la liaison du DuP 753 (A163S, F(mut) = 10). En
revanche, sa mutation en sérine n'influence pas l'affinité de [Sarl, 1168] Ang II (Sarile)
(Ji et al., 1994).

R167 : 5on remplacement par une glutamine ou une alanine entraine la perte de toute affinité du
récepteur pour tous les ligands, agonistes ou antagonistes, peptidiques ou non (Noda et al.,
1995; Yamano et al., 1995).

Son rdle n'est pas encore élucidé. Yamano propose une interaction avec le phénol de la tyrosine
de I'Ang I1. Il suppose également que R167 est impliquée dans une liaison ionique avec l'anion
tétrazolinium des antagonistes non peptidiques comme le DuP 753 (Yamano et al., 1995).

Mais face a cette perte d'affinité pour tous les ligands, on peut se demander si l'intégrité du

récepteur est bien conservée...

K199 . ce résidu basique est supposé étre au centre de la liaison de tous les ligands des
récepteurs AT]. Il interagirait avec les groupes acides de ces derniers : COOH-terminal des

ligands peptidiques, COOH, tétrazole... des antagonistes non peptidiques. Mais certaines

particularités sont a noter :
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F (mut)
Ang Il [Sarl, 11e3] DuP 753
Ang Il
K1990Q 43 10,4 2,3
K199R 4 3,0 11,3
K199A 63 33,8 13,4
H256Q - 1,5 1,9
H256R - 2,1 28,3
H256A - 3,2 2,0
K199A/H256A - 64,6 25,1
K199A/H256R - 3,0 8,1
Tableau 6

- son remplacement par une glutamine ou une alanine réduit significativement la liaison de
I'Ang I et de 1'antagoniste peptidique. En revanche, avec le récepteur muté par une arginine, les
affinités sont assez bien conservées (cf tableau 6) (Yamano et al., 1992). K199 et le COOH-
terminal des peptides interagiraient donc par une liaison ionique "classique" (des études ont
montré que l'amine de K199 ¢tait sous forme protonée). Par analogie aux récepteurs
adrénergiques, Yamano suppose que cette liaison est entourée de résidus aromatiques qui la
stabiliseraieat(Yamano et al., 1995). Divers acides aminés aromatiques sont d'ailleurs présents
dans cette région : w153 w253 H256 259 L'auteur opte pour le tryptophane 253 (W253A,
F(mut) = 7).

Interaction entre le COOH-terminal de I'Ang II et
le résidu K199 du récepteur AT

- avec les antagonistes non peptidiques, en particulier ceux possédant un tétrazole, la situation
est un peu différente. La mutation par une glutamine n'influence pas leur affinité, alors que celle
par une arginine, qui conserve pourtant la charge positive, s'accompagne d'une diminution de

celle-ci (cf tableau 6). Il ne s'agirait donc pas d'une liaison ionique comme précédemment.
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Deux hypothéses sont alors proposées (Noda et al., 1995) :

- l'interaction entre le tétrazole et 'amine de K199 se ferait par une liaison hydrogene

- l'interaction du tétrazole serait multiple, elle impliquerait plusieurs résidus du récepteur.
H256 semble notamment jouer un rdle (cf tableau 6). L.a diminution d'affinité du DuP 753
apres mutation de H256 par une arginine montre que ce résidu n'est pas neutre. Son rdle
apparait dans les récepteurs avec une double mutation. Le remplacement de K199 et de
H256 par une alanine entraine une diminution de l'affinité du DuP 753 plus importante
que ne le laissaient prévoir les résultats obtenus par substitution séparée de chacun de ces
résidus. D'autre part, si H256 est remplacée par une arginine, l'affinité est restaurée
partiellement. La perte de I'amine de K199 peut donc €tre compensée par le noyau
imidazolique, qui est capable de jouer le réle de donneur de protons, voire méme de cation

pour interagir avec le groupe tétrazole du DuP 753.

TM VI
S252 ; cet acide aminé serait impliqué dans la liaison avec le DuP 753 (S252C, F(mut) = 9),

mais pas avec la Saralasine (Ji et al., 1994).

H256 : nous avons vu précédemment que le cycle imidazolique de la chaine latérale serait
impliqué dans l'interaction avec le tétrazole de certains antagonistes non peptidiques (cf K199).
Une étude du site de fixation du SKF 108566, antagoniste avec une structure différente du
DuP 753, montre que H256 serait impliquée dans une interaction avec l'acide carboxylique
benzylique du SKF 108566 (cf tableau 7) (Schambye et al., 1995).

HOOC F (mut)
DuP 7532 SKF 108566b

N > _COOH

CH,—< | H256A 2.0 15
N
J - P H256Q 1,9 1
" a Noda et al., 1995
Tableau 7

H256 peut étre remplacée par un résidu glutamique sans perte d'affinité, comme avec le
Dup 753. Cela suggere que l'interaction met en jeu l'azote ¢ de l'imidazole de la chaine latérale

de I'histidine (cf fig 18).

o B Y S B O8
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Figure 18



Son remplacement par une alanine diminue de maniére plus importante l'affinité du
SKF 108566 que celle du DuP 753. Le groupe tétrazole en comparaison avec l'acide
carboxylique est plus grand, il peut établir plusieurs liaisons hydrogéne (trois azotes basiques),
des interactions par "stacking" (structure aromatique). Il est donc susceptible de multiplier les
points d'interaction avec le récepteur (cf § précédent, K199). On peut donc imaginer que la
rupture d'un seul point d'interaction n'influence pas trop la liaison du DuP 753. En revanche,
pour le SKF 108566, I'acide carboxylique interagit peut étre exclusivement avec H256 ¢t la

rupture de cette liaison influence de maniere plus importante 1'affinité.

M VIL

Y292 : sa mutation en phénylalanine supprime toute réponse suite a la stimulation du récepteur
par I'Ang II. Une certaine similitude dans les résultats observés avec Y292 et D74 Jaisse
supposer que ces deux résidus sont impliqués dans 1'activation du récepteur et qu'ils puissent
méme interagir entre eux (Marie et al., 1994).

Remarque : dans les récepteurs AT?9, la tyrosine est remplacée par une phérylalanine. Or ces
récepteurs ne semblent pas utiliser un systéme de transduction classique. Il serait intéressant de

savoir s'il existe un lien entre ces deux faits.

N295 ; ja liaison de nombreux antagonistes non peptidiques est influencée par la mutation de ce
résidu. L'affinité des ligands peptidiques n'est pas changée (Perlman et al., 1995; Schambye et
al., 1995). Un fait surprenant est que le remplacement par une sérine a un effet plus important
sur les antagonistes compétitifs que sur les non compétitifs (Schambye et al., 1994a, 1994b).
Les différences structurales entre ces deux types d'antagonistes sont trés diverses (cf page 46).
11 est donc difficile de déterminer quel élément est impliqué directement dans 1'interaction avec
N295_ Mais cela prouve que la différence entre antagonistes compétitifs et non compétitifs peut

trouver une explication dans le mode d'interaction avec le récepteur.

2.4.3. Modeles hypothétiques des sites de liaison des ligands des récepteurs de

I'Ang 11

Le premier fait important qui résulte de ces études de mutagénése est qu'il existe plusieurs sites
de fixation sur les récepteurs AT1 de 'Ang II. Plus précisément, il apparait que les sites de
fixation de I'Ang II et des antagonistes non peptidiques sont différents. Ils se recoupent mais ne
sont pas entierement superposables. En effet, pour plusieurs résidus, les mutations influencent
la liaison de 1'Ang II mais pas celle des antagonistes non peptidiques et vice versa.

Ce phénomeéne n'est pas exceptionnel, on le retrouve dans la majorité des récepteurs de peptides
(cf Substance P). Il peut s'expliquer par le fait que les peptides, molécules d'assez grande taille
établissent plusieurs points d'interaction (épitopes) avec le récepteur. Il suffit donc en théorie
pour une molécule de perturber I'un de ces sites d'interaction pour empécher la fixation du
peptide. Dans le cas extréme d'antagonistes allostériques, on peut méme concevoir un site de
fixation totalement différent de celui du peptide et imaginer que par induction d'un changement

de conformation du récepteur le peptide ne puisse plus se fixer.
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2.4.3.1. Site de fixation de I'Ang II

A quelques exceptions pres, toutes les mutations effectuées dans la zone extracellulaire du
récepteur affectent la liaison de 'Ang Il sans perturber celle des antagonistes non peptidiques.
Cela confirme que la liaison de 1'Ang 1I s'effectue principalement en surface, sur les boucles
extracellulaires du récepteur. Les études de mutagénése ont montré que certains résidus sont
impliqués dans cette liaison, mais leur role n'est pas encore connu. Pour D281 et HI83 on en
sait un peu plus; ils interagiraient avec la partie N-terminale de 1'Ang II, D281 par liaison

ionique avec l'arginine et H 183 avec 'aspartique (Feng et al., 1995).

Les différents points d'interaction a la surface du récepteur doivent permettre de positionner
'Ang II dans la conformation adéquate pour pouvoir interagir ensuite avec les résidus impliqués
dans l'activation du récepteur. A ce titre, trois acides aminés des hélices transmembranaires
interagissent avec 'Ang 11 : S105 R167 ¢t K199 11 est a noter que ces trois résidus sont situés
a la frontiere entre les domaines extracellulaires et transmembranaires et sont donc facilement
accessibles.

Le COOH-terminal de 1'Ang II est primordial pour l'affinité et le phényle de la phénylalanine
pour l'activation. On peut donc penser que cette partie de I'Ang II se fixe dans une région du
récepteur impliquée dans l'activation et donc transmembranaire. Or dans les trois acides aminés
précédents, on trouve deux résidus basiques (K199 et R167) susceptibles d'établir un lien avec
le COOH-terminal. Dans I'hypothése de Yamano, le COOH-terminal et K199 interagissent par
une liaison ionique stabilisée par un environnement aromatique (W153, W253...) (Yamano et
al, 1995). Dans cet environnement, il est tout a fait concevable que le phényle de la
phénylalanine interagissent avec un ou plusieurs de ces résidus aromatiques pour induire une
réponse.

Toujours selon Yamano, le deuxiéme acide aminé R167 serait impliqué dans l'interaction avec
le phénol de la tyrosine qui est indispensable pour l'activation du récepteur.

Dans les récepteurs histaminergiques, 1'imidazole de I'histamine est au centre d'un transfert de
protons entre deux résidus capables d'établir des liaisons hydrogéne. Ce transfert est stabilisé
par un aromatique. Par analogie, Yamano propose une interaction entre limidazole de
I'histidine et les résidus F259, T260 ¢t D263 (Yamano et al., 1995).
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2.4.3.2. Site de fixation des ligands non peptidiques de I'Ang II

Le site de fixation de ces ligands est membranaire et plus précisément il se répartit sur les cing
hélices transmembranaires TM III, TM IV, TM V, TM VI et TM VIIL. Aucun acide aminé des
deux premiéres hélices ne semble impliqué.

Comme pour I'Ang II, le site de fixation n'est pas encore parfaitement connu. Mais a partir des
premiers indices apportés par les études de mutagénése et les relations structure-affinité,
Underwood a proposé un premier modéle d'interaction pour le L 159282, antagoniste des
récepteurs AT1 (Underwood et al., 1994).

CHy

L 159282

1- Le point de fixation central serait une liaison ionique entre le NH acide de 1'acylsulfonamide
et K199, Comme pour I'Ang II, cette liaison ionique est stabilisée par des résidus aromatiques.
Les possibilités sont nombreuses : Y113, F117, W153, F204, W253, Y292 ot F293, Cet
environnement aromatique pourrait justifier la nécessité de la structure biaromatique pour fixer

cette fonction acide chez les antagonistes.

2- Des substituants encombrants peuvent &tre fixés sur le sulfonamide. Ce groupe serait orienté
vers la partie extracellulaire du récepteur. Underwood suppose que cette région serait occupée
normalement par la tyrosine de I'Ang II qui interagirait avec $160, vy I'importance de la

tyrosine pour déclencher une réponse, ce résidu serait particuli¢rement important pour
7
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l'activation du récepteur. Underwood suppose que le carbonyle de l'acylsulfonamide de

'antagoniste jouerait le rdle de 'hydroxyle phénolique.

3- Les relations structure-affinité montrent la nécessité d'un groupe accepteur de protons,
hydroxyméthyle du DuP 753, acide carboxylique du EXP 3174 ou azote pyridinique du
L 159282. Underwood propose s107, pour remplir le réle de donneur de protons.

4- La chaine carbonée, indispensable dans tous les antagonistes non peptidiques, pourrait se
glisser entre TM72 et TM7, espace réduit qui peut expliquer les contraintes stériques observées

avec ce substituant.

5- L'imidazopyridine peut étre fonctionnalisée en 5 par une grande variété de substituants
larges, hydrophobes et pouvant comprendre des fonctions acides ou basiques. Dans le modéle,
ce groupe est dirigé vers les boucles extracellulaires ol se trouvent des résidus acides : D281,
D263 ¢t basiques R167, K102 capables d'établir des liaisons avec ces substituants.

Cette région est suspectée interagir avec la partie N-terminale de I'Ang II. Le substituant en 5 de
l'imidazopyridine serait donc I'équivalent de cette partie de I'Ang II alors que la structure

biphénylacylsulfonamide serait orientée vers la partie C-terminale.

6- Enfin Underwood justifie le passage d'antagoniste a agoniste par addition d'un isobutyle sur
I'aromatique final en supposant que ce groupe se glisse dans l'espace occupé par le noyau
phényle de la phénylalanine, élément crucial pour activer le récepteur. Il suppose que les résidus

interagissant avec ce phényle sont W53 ot w253,

Underwood pose ici les premiéres pierres pour essayer d'aller plus loin dans la connaissance de
l'interaction ligands non peptidiques-récepteur. Certaines de ses hypothéses peuvent étre

contestées et d'autres paraissent trés intéressantes :

- la liaison entre K199 et la fonction acide des antagonistes semble justifiée. A part les
résultats obtenus par Yamano qui suggérent une interaction entre le tétrazole du DuP 753 et
R167 (Yamano et al., 1995), tous concordent en ce sens. On peut toutefois compléter cette
hypothese en ajoutant le rdle de H256 comme point supplémentaire d'interaction pour les

fonctions acides comme le tétrazole ou le COOH benzoique du SKF 108566.

- la formation d'une poche hydrophobe par des aromatiques pour stabiliser la liaison entre
K199 et 1a fonction acide est également tout a fait probable. Ce phénomene est rencontré

avec d'autres récepteurs comme les récepteurs adrénergiques...
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- l'interaction entre un des groupes accepteurs de protons des antagonistes et S107 st plus
contestable. Les mutations n'ont démontré aucun rble de cet acide aminé dans la liaison des

ligands sur le récepteur AT{. En revanche un role de N295 a été démontré dans la liaison des

antagonistes, en particulier des antagonistes compétitifs.

- lidée d'orienter le substituant en S sur l'imidazopyridine et donc par extrapolation tout
groupe fixé sur une position équivalente sur d'autres hétérocycles (en 4 sur l'imidazole, sur
I'azote N2 des triazolinones...) vers la région occupée par la partie N-terminale de 1'Ang Il
est trés séduisante. Elle peut se justifier par le fait que ces groupes ne sont pas
indispensables pour la liaison des antagonistes AT1, ils ne font qu'améliorer leur affinité en
créant des points d'interaction supplémentaires.

Elle ouvre également la voie a de nouvelles pharmacomodulations pour créer de nouveaux
points d'interaction, comme par exemple avec D281 D278 susceptibles d'améliorer

I'affinité des antagonistes.

- l'interaction entre $160 et I'hydroxyle phénolique de la tyrosine de I'Ang II est & confirmer

par mutagénése.

- l'orientation de la chaine carbonée entre les deux hélices transmembranaires est tout a fait
possible. Cependant les mutations de V108 ont montré son importance dans la liaison du
DuP 753 et I'on peut supposer une interaction de la chaine butyle avec ce résidu hydrophobe

du récepteur.

- l'explication du passage de l'antagoniste a l'agoniste est séduisante, mais demande a étre
confirmée. Une premicre étude montre que certaines mutations qui affectent la liaison de
'antagoniste L. 158809 n'influencent pas celle de l'agoniste L 162313. Ces deux ligands ne

se fixent peut &tre pas au méme endroit (Perlman et al., 1995)...

- aucune proposition n'est faite par Underwood pour le résidu impliqué dans l'interaction avec
I'atome basique N3 du L.159282, élément pourtant important. N111 dont un role dans la

liaison du Dup 753 a ét€ montré peut étre un candidat.

Pour conclure, nous avons essayé a partir de ces remarques et hypothéses de compléter le
pharmacophore des ligands de I'Ang II en indiquant les résidus du récepteur susceptibles

d'interagir avec chacun de ses éléments.
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Au cours de ce siécle, les exemples d'hormones ou de neurotransmetteurs non peptidiques
utilisés comme modeéles pour la conception d'"innovations thérapeutiques" sont nombreux. Les
catécholamines, les hormones stéroides sexuelles en sont peut étre les représentants les plus
classiques. Mais dans cet univers, la structure peptidique domine et le potentiel thérapeutique de
ces molécules est limité par leur faible biodisponibilité orale et leur courte durée d'action suite a
leur dégradation enzymatique in vivo. Pour surmonter 1'obstacle, les chercheurs ont essayé et
essaient toujours d'élaborer des molécules non peptidiques capables de mimer (agonistes) ou au
contraire de bloquer (antagonistes) le peptide endogéne. Pour cela, deux attitudes peuvent étre
adoptées :

- soit on fait confiance au hasard, on "screen" des milliers de molécules dans ['espoir de
"tomber sur la bonne",

- soit on essaie de réfléchir un peu... L'idée est d'utiliser le peptide endogéne comme modéle
pour concevoir, par une approche rationnelle (drug design), une structure peptidomimétique
susceptible de se fixer sur le méme site que le peptide lui-méme.

L'idéal serait de partir du ligand endogéne, d'identifier les éléments importants pour la

reconnaissance et l'activation du récepteur, de déterminer leur arrangement dans l'espace et

enfin de concevoir un squelette, un support (souvent hétérocyclique) sur lequel tous ces
éléments pourront étre convenablement fixés dans leur arrangement tridimensionnel optimal
pour donner naissance a un peptidomimétique (cf fig 19). Les deux principaux avantages de ces
peptidomimétiques non peptidiques sur le peptide endogéne sont un gain en efficacité

(résistance a la dégradation par les peptidases) et en sélectivité. En effet, le peptide endogeéne est

souvent capable de se fixer sur différents récepteurs en adoptant diverses conformations. Si on

arrive a copier sélectivement I'une d'entre elle, on pourra obtenir l'effet désiré sélectivement et

s'affranchir de certains effets secondaires.

A Theure actuelle, il n'existe pas encore, a notre connaissance, d'exemple de médicament qui ait
été congu de A a Z par une réflexion rationnelle. La découverte de la structure originale de
départ est souvent due au hasard. Puis les chercheurs tentent d'améliorer ses caractéristiques :
affinité, sélectivité, biodisponibilité... en s'inspirant du peptide endogéne pour réaliser les

transformations.
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Figure 19 : Elaboration d'un peptidomimétique non peptidique

La découverte des antagonistes des récepteurs de 1'Ang II est une parfaite illustration de cette
approche qui allie le hasard au rationnel. Comme nous l'avons vu, tout est parti de la découverte
de la structure N-benzyl imidazole par la firme Takeda. Les firmes Du Pont et SmithKline
Beecham se sont emparées de cette structure et ont cherché a la superposer avec I'Ang II. Il
apparait ici la nécessité de connaitre la conformation active du peptide. Or celle-ci est souvent
inconnue. Les peptides pouvant adopter une multitude d'arrangements tridimensionnels, la
conformation prise comme référence constitue souvent une hypothése de travail. On peut
d'ailleurs noter que les deux conformations choisies par les chercheurs de Du Pont et
SmithKline Beecham sont différentes. Puis ils ont modifié la structure originale pour essayer de
mimer encore plus parfaitement tel ou tel élément du peptide (cf fig 5 page 39). Ces réflexions

ont été couronnées de succés avec la découverte du DuP 753 et du SKF 108566, les deux

antagonistes chefs de file des récepteurs AT].



Pour notre travail, nous avons essayé de suivre une approche identique a celle décrite
précédemment. Nous avons choisi une conformation de I'Ang II sur la base de résultats décrits
dans la littérature, puis nous avons superposé¢ la structure N-benzyl imidazole et regardé quelles
améliorations nous pouvions apporter. Cette réflexion nous a conduit a proposer une structure

originale : 1-benzyl-4-(2-hydroxybenzyl) imidazole.

Parallélement, une deuxieéme famille de composés a été¢ développée au sein du laboratoire. Elle
est née d'une réflexion un peu différente de la premiére. Ici, les structures plus élaborées de
deux antagonistes des récepteurs AT1, le SKF 108566 et le CGP 48933 ont servi de base. Par
application de principes du drug design : théorie des cycles potentiels, bioisostérie, ces
structures ont été modifiées, en gardant tout de méme cette volonté de copier au mieux I'Ang 1I.
Compte tenu des objectifs qui nous étaient fixés (cf préface), nous n'avons pas participé
directement a la synthése de ces molécules, mais en revanche nous avons étudié les produits

issus de ce concept sur le plan pharmacologique.

Le raisonnement, la structure générale, les différentes molécules synthétisées dans cette
deuxiéme famille et les résultats pharmacologiques ne pourront étre exposés en détail dans ce

mémoire pour des raisons de confidentialité industrielle.

Nous allons donc exposer dans le détail la conception de la premiere famille de composés
inspirée de la conformation "scorpion" de I'Ang II. Puis nous décrirons les travaux de synthese
chimique réalisés qui se divisent en deux parties : 1- synthése de deux antagonistes de référence
qui nous ont servi a valider les tests biologiques développés; 2- synthése des molécules
originales issues de la premiére réflexion. Nous aborderons ensuite le développement des
modeles que nous avons mis en oeuvre pour 1'évaluation pharmacologique des molécules
synthétisées. Enfin nous exposerons et discuterons les résultats obtenus en respectant le

caractére confidentiel pour les dérivés de la deuxiéme famille.



MOLECULES ORIGINALES INSPIREES DE LA CONFORMATION "SCORPION" DE
L'ANG II

La recherche d'antagonistes non peptidiques de I'Ang II se préte bien a une approche rationnelle
faisant appel au drug design. L'idée directrice qui a animé toutes les recherches effectuées dans
ce domaine, consiste & mimer le pentapeptide essentiel de 'Ang Il : Tyr-Ile-His-Pro-Phe. Les
éléments importants de ce peptide sont (cf § 2.2. page 32) :
- le noyau phényle et I'hydroxyle phénolique de Ty,

- la chaine carbonée de Ile>,

- le noyau imidazolique de Hisb,

- Pro7,

- le noyau phényle et le COOH-terminal de Phe8.

Ces éléments n'ont pas tous la méme importance. Ils interviennent plus particuli¢rement dans la
reconnaissance ou dans l'activation du récepteur. Par exemple, 'hydroxyle phénolique de Tyr?
semble impliqué dans une liaison ionique avec le récepteur primordiale pour son activation. En

revanche, Pro” et His® par induction d'un y turn assurent 2 I'Ang II une conformation adéquate
P Y g q

pour interagir avec le récepteur.

Un antagoniste est une substance possédant une affinité pour le récepteur mais pas d'activité

intrinséque : la fixation au récepteur n'entraine aucune modification des fonctions cellulaires.

Les criteres a suivre pour concevoir un antagoniste découlent naturellement de cette définition :

- la molécule doit se fixer sur le récepteur : elle doit donc posséder les éléments indispensables
a l'affinité,

- la molécule ne doit pas déclencher de réponse cellulaire : au moins un des éléments

importants pour l'activité doit &tre modifié ou omis.

Les antagonistes élaborés jusqu'alors respectent plus ou moins bien ces exigences. Prenons

I'exemple des chefs de file des deux familles d'antagonistes non peptidiques des récepteurs AT}

de I'AngII :

- le DuP753, 2-butyl-4-chloro-5-hydroxyméthyl-1-[[(2'-tétrazolyl )biphényl Jméthyl] imidazole

- le SKF108566, acide (E)-3-[2-butyl-1-[(4-carboxyphényl)méthyl}imidazol-5-yl]-2-{(2-
thiényl)méthyl}-2-propénoique
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Ces deux molécules possedent :

- une chaine carbonée butyle pouvant se glisser dans la poche hydrophobe occupée par la
chaine latérale de Tle>

- un groupe acide (DuP 753 : tétrazole, SKF 108566 : COOH) mimant le COOH-terminal

- un noyau aromatique (DuP 753 : phényle terminal de la structure biphényle, SKF 108566 :
thiényle) copiant celui de la chaine latérale de Phe8

- un noyau imidazolique équivalent de celui de la chaine latérale de His®

Seul le SKF 108566 présente un élément (acide benzoique) susceptible de jouer le réle du

phénol de Tyr4.

Le second point important est 'arrangement dans ['espace de ces éléments. De nombreux
efforts ont été réalisés pour déterminer "la conformation" de 1'Ang II dans son interaction avec
le récepteur. Cependant comme celle de la plupart des hormones peptidiques, la structure de
I'Ang II est extrémement flexible et posseéde certainement plusieurs conformations de basse
énergie susceptibles d'interagir avec les récepteurs.

Des études de RMN de 1'Ang II en solution ont tout de méme permis d'étayer et de compléter
les résultats obtenus par les études systématiques de la séquence peptidique.

Elles ont notamment confirmé la présence d'un y turn du tripeptide C-terminal : His-Pro-Phe et
d'une liaison amide trans entre His® et Pro’ (Cushman et al., 1992; Garcia et al., 1992a,
1992b; Nikiforovich et al., 1993)

Une information supplémentaire et importante apportée par ces études est la mise en évidence
d'un arrangement en "cluster" des trois résidus aromatiques de Tyr4, HisO, Phe8 et d'une
interaction entre I'hydroxyle phénolique de Tyr#, 1'imidazole de His® et le COOH-terminal de
Phe8 (Moore, 19852, 1985b; Rauk et al., 1987; Matsoukas et al., 1990, 1991).
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Cette interaction a été décrite dans un premier temps par Moore comme un transfert de protons
rappelant celui rencontré dans les protéases a sérine (cf fig 20a). La charge négative a la
possibilité de se délocaliser sur le cycle imidazolique et sur le cycle aromatique phénolique, d'ott
une grande stabilisation du transfert, renforcée par une interaction par "stacking" entre
l'imidazole et le phényle de PheS.

Suite aux résultats obtenus avec la [SarlHis(3-Me)®] Ang II qui ne posséde pas de proton
imidazolique ionisable et qui pourtant conserve une activité, Moore a proposé un mécanisme un
peu différent basé sur une interaction ion-dipdle entre l'imidazole et le COOH-terminal,
complétée par une liaison hydrogéne entre 1'hydroxyle phénolique de la tyrosine et l'azote
basique imidazolique de l'histidine(cf fig 20b) (Moore et al., 1993).

Le y turn induit par Pro’ permet de positionner les trois résidus aromatiques (phénol, imidazole

et phényle) dans un environnement proche pour pouvoir établir l'interaction a trois centres

décrite précédemment.

c=°

i
() .
IR Ns+ O
:”I!I" Phe® __[N/g% e\\
,—I-' OIH /,

Figure 20 : a) Transfert de protons entre ['hydroxyle phénolique de la tyrosine, l'imidazole de
I'histidine et le COOH-terminal de I'Ang II et stabilisation par stacking (Moore et
al., 1985b)

b) Interaction ion-dipdle entre l'imidazole N-méthylé de l'histidine et le COOH-
terminal complétée par une liaison hydrogene entre I'hydroxyle phénolique de la

tyrosine et 1'azote basique imidazolique de I'histidine (Moore et al., 1993)
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Dans les deux cas, l'activité biologique du ligand semble dépendre du degré de transfert de
proton entre 1'hydroxyle phénolique de la tyrosine et le noyau imidazolique, I'hydroxyle devant

se trouver sous une forme ionisée pour induire une réponse.

écepteur| => activation
H b
0" -, o H,
%N—H——”O{ _— S/N———H—o{

Les relations structure-activité établies pour les antagonistes peptidiques appuient ces résultats.
Les peptides [Sarl, 11e9] Ang Il et [Sarl, Tyr(OMe)4] Ang ]I sont des antagonistes car, pour le
premier, l'arrangement en "cluster" est impossible; pour le second la forme phénolate ne peut

exister.

Des résultats montrent également que 1'Ang 1I adopterait une structure compacte lors de son
interaction avec le récepteur : le N-terminal, en particulier 'arginine serait proche du noyau
phénolique de Tyr4 et stabiliserait ainsi par sa charge positive la forme phénolate (Matsoukas et
al., 1990, 1991, 1994; Garcia et al., 1992a, 1992b, ).

Dans la conception du DuP 753 et du SKF 108566, ni I'arrangement en cluster des trois résidus
aromatiques, ni l'interaction entre la Ty14, His6 et PheB ne sont pris en compte. Dans les deux
conformations prises en référence pour concevoir ces deux antagonistes, les noyaux
aromatiques sont d'ailleurs assez €loignés les uns des autres (cf fig 5 page 39) (Duncia et al.,
1990; Weinstock et al., 1991).

Il nous est donc apparu intéressant de concevoir des molécules en tenant compte de ces deux
particularités de la structure de 1'Ang II. Pour cela, nous avons pris comme référence une
conformation (cf fig 21) inspirée de la conformation "scorpion” proposée par Moore et
complétée par Matsoukas (Moore et al., 1985b; Matsoukas et al., 1990).
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Les principales caractéristiques de cette conformation sont :

- la conformation en "crosse" adoptée par les trois premiers acides aminés de 1'Ang II. Nous
avons choisi au début de nos travaux de positionner cette partie du peptide a l'opposé du
transfert de protons pour des raisons d'encombrement stérique. Mais des études récentes
montrent que le tripeptide N-terminal se situerait plutdt dans une région voisine du cluster.
La charge positive du guanidinium de Alrg2 participerait a la stabilisation du transfert de
charge (Matsoukas et al., 1994). Cependant cela n'influence pas la conformation du
pentapeptide C-terminal qui est celui qui nous intéresse tout particuliérement.

- la présence du phénol de Tyr#, de 1'imidazole de His® et du COOH-terminal dans la méme
région, grace notamment au y turn induit par Pro’. Ces trois résidus peuvent alors interagir
suivant un des schémas présentés précédemment : présence d'une liaison hydrogene entre
I'hydroxyle phénolique de Tyr? et l'azote basique Ni de l'imidazole de His® et d'une
interaction ion-dipdle entre le COO~-terminal et le noyau imidazolique.

- la chaine benzyle de Phe8 est positionnée assez loin du cycle imidazolique et donc de
I'interaction a trois centres. L'orientation de cette chaine latérale est importante pour
l'activation du récepteur et on peut penser que dans la conformation active de 1'Ang 11, le
cycle phényle se trouve dans la méme région que les autres résidus impliqués dans le
transfert de charges car il participe a la stabilisation de ce demier en interagissant avec le
noyau imidazolique. En revanche, pour la liaison au récepteur, elle ne joue pas un rdle
prépondérant. Les études sur les peptides ont montré par exemple que le remplacement de
L-Phe8 par D-Phe8 permet de passer d'un agoniste a un antagoniste, mais sans affecter
I'affinité. De méme d'autres chaines latérales lipophiles assez encombrantes (biphényle...)
peuvent étre fixées sans diminution de l'affinité (Hsieh et al., 1989). La région occupée par

ce groupe est donc assez large.
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Un squelette original d'antagonistes potentiels de 1'Ang II nous est alors apparu intéressant.
La structure de base est constituée par un 1-benzyl-4-(2-hydroxybenzyl) imidazole.

OH d Lol NS R

)

Superposition du squelette 1-benzyl-4-(2-hydroxybenzyl) imidazole

sur I'Ang II dans la conformation prise comme modéle

Nous retrouvons :

- les trois noyaux aromatiques, phénol, imidazole et phényle.
Le phénol est 1ié au noyau imidazolique par un méthyléne en position 4. Cette charniére
méthylénique offre suffisamment de liberté a ces deux cycles pour se positionner dans une
conformation proche de celle adoptée par le phénol de Ty et l'imidazole de His®. Le
substituant benzylique fixé sur I'azote N1 est dirigé vers la partie C-terminale de 1'Ang II. Le
noyau phényle pourrait occuper un site reconnu par Phe8. 1l peut servir également de point
d'ancrage pour étendre la molécule vers cette partie du peptide.

- lafonction hydroxyle phénolique qui peut former une liaison hydrogene avec 1'azote basique
N3 de I'imidazole, similaire a celle qui peut exister entre 'hydroxyle phénolique de Tyr4 et

limidazole de His®.

Les études précédentes, en particulier sur les agonistes et antagonistes peptidiques, montrent
que la méthylation ou le remplacement de 1'hydroxyle phénolique par un groupe incapable de
former une liaison hydrogéne permet d'obtenir des antagonistes (Hsieh et al., 1979; Scanlon et
al., 1984). Pour cette raison, il nous est apparu intéressant de synthétiser deux séries de
molécules, 'une avec I'hydroxyle "libre", 'autre avec l'hydroxyle "bloqué" (OR, R pouvant

étre une chaine carbonée, un benzyle..).

Pour étudier 1'importance de la géométrie entre le phénol et l'imidazole, nous avons pensé
remplacer le lien méthylénique par un lien cétonique, la fonction carbonyle imposant une
structure coplanaire des deux noyaux. Elle peut également en tant qu'accepteur de protons

établir un point d'interaction supplémentaire avec le,récepteur. Parallélement, des structures



(2-hydroxyphényl)-(4-imidazolyl)méthanols ont été envisagées. Ici la géométrie tétraédrique des

dérivés méthyléniques est conservée, mais 'hydroxyle peut jouer le réle de donneur de proton.

OH OH O OH OH

| > | > L >

N \_@ N : N :
Tétraédrique Plan Tétraédrique

- Accepteur de proton Donneur de proton

Ces trois structures doivent étre complétées par deux groupes indispensables pour l'affinité :
- une chaine carbonée,

- un groupe acide.

Introduction d'une chaine carbonée

Divers points de fixation sont envisageables :

- la position 5 du noyau imidazolique,

- les positions 5 ou 6 du noyau phénolique,

- T'hydroxyle phénolique. En effet si I'on applique une rotation de 180° au noyau phénolique
autour de sa liaison avec le méthyléne voisin, il est tout a fait concevable qu'une chaine
carbonée fixée sur l'atome d'oxygéne puisse jouer le role de celle de lled. Dans ce cas,
I'hydroxyle phénolique de Ty[4 est remplacé par un atome d'hydrogeéne, substitution qui,
comme le démontre le peptide [Sarl,Phe4] Ang II, permet d'obtenir un antagoniste
(Samanen et al., 1989a).

o

Introduction d'un groupe acide

Par analogie avec le DuP 753, le groupe acide COOH ou tétrazole sera porté par la structure
benzylique fixée sur 1'azote N1 imidazolique. Nous avons alors envisagé toute une série de
substituants en partant du plus "simple" : I'acide benzoique pour arriver a des structures plus
complexes, en passant par l'ensemble biphényle présent dans la majorité des antagonistes
inspirés du DuP 753.

106



n=0,1,

OH
SRR
\_

X = CHp, CHOH, CO

2

ATR,

: //—( “OOH

N
N" “NH
N=

CH,)—COCH
N

bl
O
N
\@: \>___ (CH,)—COOH
N n
A}
H

Substituants aromatiques-acides envisagés

ATR3 :
—-O——(CHQ)—COOH
n
HOOC
(CH,)—COOH
N
N .
H
/(CH2)IT—COOH
\@N>
N
Remarques :

- l'acide cinnamique rappelle la chaine trans acrylique du SKF 108566 et peut étre également

considéré comme l'analogue ouvert de la structure biphényle.

HOOC
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e

A

?

- lafusion du noyau phényle avec un hétérocycle (indole, benzimidazole) permet d'introduire

au moins un atome d'azote susceptible de mimer celui de Phe8. Le substituant indolique

N-acylé doit méme permettre de reproduire la liaison amide Pro’-Phe8-
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4.1. SYNTHESE DE DEUX LIGANDS DE REFERENCE : LE DUP 753 ET LE
PD 123177

Comme nous l'avons dit en préface, ce travail comporte deux phases :
- un travail de synthése chimique, avec la synthése de molécules originales, antagonistes non
peptidiques potentiels des récepteurs de I'Ang II;

- un travail de pharmacologie pour évaluer les effets potentiels de ces molécules.

Pour ce deuxie¢me volet, divers tests pharmacclogiques ont dil étre développés. Pour les valider,
nous avions besoin de substances de référence. Nous avons alors entrepris la synthése de deux
ligands non peptidiques, 1'un sélectif et antagoniste des récepteurs AT} : le DuP 753 (ou
Losartan) et 'autre sélectif des récepteurs AT?2 : le PD 123177.

PD123177

Pour commencer, nous allons nous intéresser a la synthese du DuP 753 qui a été décrite pour la
premiére fois en 1991 par Carini (Carini et al., 1991).

Nous allons nous intéresser dans un premier temps a la préparation des matiéres premiéres :
2-butyl-5(4)-chloro-4(5)-hydroxyméthyl imidazole 4, 4'-(bromométhyl)-2-cyanobiphényle 24
et 5-[4'-(bromométhyl)biphényl-2-yl]}-1-triphénylméthyl tétrazole 23. Puis nous décrirons la

synthése du composé final 8 ou DuP 753 a partir de ces matiéres (cf schéma 1).
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4.1.1 Synthése du DuP 753

Cl
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Schéma 1 : Synthése du DuP 753



4.1.1.1 Synthése des matiéres premiéres

4.1.1.1.1. Préparation du 2-butyl-5(4)-chloro-4(5)-hydroxyméthyl imidazole 4

CoHsOH, HCI gaz NH3 gaz, CoH5OH

C,Hy—CN —————» |:C4H9—-CI=NH :l ———  C,Hy—C=NH, HCl
OC2H5 NH2
1 2
HOCH, o
NHj lig, 1 ](CH:OH NCS, dioxanne, cl

- I\I] _\>\C méthoxyéthanol /E ‘g\c
—_— C4H9 H:OH ——— C4H9 N Hon
1
H H

3 4

Une des méthodes les plus simples pour l'obtention de dérivés 4-hydroxyméthylimidazoles
substitués en position 2 est celle décrite par Dzurion et Schunack (Dzurion et al., 1974). Elle
s'effectue en une seule étape et met en jeu la réaction entre une amidine ou un iminoester
adéquat et la dihydroxyacétone dans l'ammoniac liquide. Nous avons donc appliqué cette

méthode pour la synthése du composé 3 : 2-butyl-4-hydroxyméthylimidazole.
Synthése du composé 2

Le chlorhydrate de valéroamidine 2 est obtenu en deux étapes avec un rendement de 96% (Dox

etal., 1941):

- formation de I'iminoester 1 (non isolé) selon la réaction de Pinner : alcoolyse du valéronitrile
dans 1'éthanol en présence d'acide chlorhydrique gaz, en milieu anhydre pour éviter la
formation de valérate d'éthyle par hydrolyse de la fonction imine

- puis réaction de l'iminoester avec l'ammoniac gaz pour donner l'amidine sous forme

chlorhydrate.
Synthése du composé 3

La réaction de I'amidine 2 et de la dihydroxyacétone (commercialisée sous forme du dimére)

dans I'ammoniac liquide a 60°C dans un autoclave donne le composé 3 avec un rendement de
57%.

Ce composé 3 constituant un intermédiare important pour la synthése de la matiére premiére,
nous avons essayé d'optimiser le rendement de cette étape. Nous avons remarqué qu'une partie
du composé 3 était perdue au cours du traitement, ce produit présentant une solubilité non
négligeable dans I'eau . Pour surmonter ce probléme, nous avons essayé de passer par le dérivé

tritylé 10, produit insoluble dans I'eau en milieu basique. Pour réaliser la tritylation, le milieu
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réactionnel de la cyclisation est repris dans le tétrahydrofuranne (THF) et le chiorure de trityle
est ajouté. Nous avons alors observé la formation de deux composés : le dérivé N-tritylé attendu
10 plus le dérivé O-tritylé 1 1. Cette méthode a été abandonnée, le rendement en composé 10

n'étant que de 40%.

N (CHs)CCl, a0 N
C4Hy H,OH C4H9/g\‘ + Gl H, OC(CeHs)s
i i !
H C(CgHs)s H
3 10 11

Synthése du composé 4

N Cl Cl
Do S S
C4H9/Q\I CHZ OH _— > C4H9/<I\l CHZOH + C4H9/g\] Cl
i
i H H
3 4 i2

La chloration de 1'midazole 3 s'effectue par le N-chlorosuccinimide (NCS) dans un mélange
dioxanne-méthoxyéthanol selon une réaction de substitution électrophile (Furukawa et al.,
1982a).

Le dérivé dichloré 2-butyl-4,5-dichloro imidazole 12 a été caractérisé comme produit secondaire
de cette réaction. Dans les conditions décrites par Furukawa (addition du NCS sous forme
poudre au milieu réactionnel) les dérivés mono et dichloré se forment dans les mémes
proportions, le rendement de la réaction en dérivé monochloré 4 est alors de 44%.

Nous avons remarqué que la formation du dérivé dichloré dépendait des conditions d'addition
du NCS. Si celui-ci est dissous dans le mélange dioxanne-méthoxyéthanol et ajouté tres

lentement, goutte a goutte, au milieu réactionnel, le rendement en composé 4 atteint alors 67%.

Un mécanisme possible pour expliquer la formation du dérivé dichloré est le suivant :

N Cl Cl Ci
, \ NCS N=( a -CH.O N
C,H H N 2 ’ \
4139 C ZOH _— C4H9 CH2 —_— C4H9/g\7 Cl
1 i ,
H ) }'{

“H
4 12

Si cela est le cas, cette réaction secondaire ne peut théoriquement pas avoir lieu avec le dérivé
13, ou une fonction carbonyle remplace 1'hydroxyméthyle. Nous avons alors envisagé de
réaliser la chloration sur I'aldéhyde 13, d'autant que le composé 5§ est un intermédiaire clé dans
la synthése du DuP 753.
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4 cl

3
B LI 5§ 3
C4H9 N Hon - C4H9/g\} CHon + C4H9/(’\I Cl
I I !
H H H

l MnO, MnO, l 12

cl
N N
M\ ‘g\
C4H9/<N—>\CHO —HK— C4H9/<N CHO
H NCS 1
13 5

L'oxydation du composé 3 est réalisée dans les m€mes conditions que précédemment (MnO?p,
CH2Clp) avec un rendement de 90%.
En revanche, les essais de chloration de ce dérivé n'ont pas été satisfaisants. De nombreux

produits secondaires se forment et le composé § n'a pu étre isolé.

4.1.1.1.2. Synthése des substituants biphénvles 23 et 24

Les dérivés biphényltétrazole 23 et cyanobiphényle 24 que nous avons utilisés dans la synthése
du DuP 753 sont obtenus a partir de I'acide 2-méthoxybenzoique suivant une synthése décrite
par Carini (Carini et al., 1991).
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CH,0 HO
COOH CH;0 0 CH,0 O/K
1- SOCL, 1- SOCl,
2- HOCH,C(CH;),NH, 17 2- NaOH 15
CH;
Br —@——CH3 , Mg, THF ‘
> O/X
o8
19
POClj, pyridine,
100°C
H,C
PN
20
. I NBS
CH3)2SiN3, (CHa)zAl, :
Eolugr)é 80"3C( 33 l l peroxyde de benzoyle,
’ N=N CCly, hv
H,C BrCH
| RGP
24
(CgHs)3CClH,
(C2H5)3N, THF
NN
NN
H;C « “
’ O C(CHs)
22
NBS,
peroxvde de benzoyle,
CCly, hv
N—=N
BrCH NN
: O N “C(C4Hs)
23 Schéma 2



Synthése du composé 18 a partir de l'acide 2-méthoxybenzoique

La formation du cycle oxazoline s'effectue en deux étapes :

- synthése du composé 17 par réaction du chlorure de 2-méthoxybenzoyle, obtenu par action du
chlorure de thionyle sur I'acide 2-méthoxybenzoique, avec le 2-amino-2-méthylpropan-2-ol

- cyclisation en oxazolinone par déshydratation du composé 17 en présence de chlorure de
thionyle.

Le composé 18 est obtenu avec un rendement de 73%.

Le cycle oxazoline est formé comme protection de la fonction acide carboxylique de l'acide
2-méthoxybenzoique en vue de la réaction de Grignard a venir, réalisé€e pour obtenir la structure
biphényle. L.a formation de 1'oxazoline est particulierement intéressante car ce cycle peut étre
transformée en nitrile, voie que nous avons exploitée, mais aussi en acide carboxylique par

hydrolyse en milieu acide, en alcool en présence d'hydrure d'aluminium lithium (AlLiH4) ou en

aldéhyde par hydrolyse acide d'une oxazolidine obtenue a partir de l'oxazoline (Carini et al.,
1991),

Synthése du composé 19

Le composé 19 est obtenu par condensation du composé 18 sur le bromure de

4-tolylmagnésium. Le rendement de cette réaction est de 90%.

Synthése du composé 20

L'oxazoline est transformée en nitrile par 'oxychlorure de phosphore (POCl3) dans la pyridine

a 100°C avec un rendement de 75%.

Synthése du composé 21

Pour éviter l'utilisation du triméthylazide stanneux toxique, nous avons choisi de former le
cycle tétrazole par réaction du nitrile avec le triméthylsylylazide (TMSIN3) et le
triméthylaluminium (Al(CH3)3) dans le tolu¢ne a 80°C pendant cing jours (Huff et al., 1993).
Le dérivé 21 est obtenu avec un rendement de 90%.

Synthése du composé 22

Le groupe tétrazole du composé 21 est tritylé par réaction avec le chlorure de triphénylméthane

dans le THF en présence de triéthylamine avec un rendement de 90%.
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Synthése des composés 23 et 24

Les dérivés bromométhyles 23 et 24 sont obtenus par bromation radicalaire des dérivés
méthyliques correspondants par le N-bromosuccinimide (NBS) en présence de peroxyde de

benzoyle, initiateur de la réaction radicalaire.

4.1.1.2. Synthése du composé 8 ou DuP 753

Trois voies d'accés au composé 8 a partir du dérivé 4 ont été explorées (cf schéma 1). La
premiére voie permettait en théorie d'obtenir le composé final en deux étapes a partir du
composé 4. Les deux suivantes comprennent un plus grand nombre d'étapes et passent par le

méme intermédiaire 71,5 .
Voie n°l

cl CH,OH

Cl
N N
S- 3 X
C4H9/g\y CH,OH — C4H CH,OH + C,Hg Cl

l BrCH,BPCN 24,

H K»COs3, DMF
4
91,5 ‘ 91,4 ‘
CN

CN

(CH3)38iN3, (CH3)3Al,
toluene, 80°C

ClI Cl
N N
, \ ;N\
C4H9 CHon C4H9 CH2N3

DuP 753

Synthése du composé 9; 5

L'alkylation du composé 4 en milieu basique (K2CO3) dans le diméthylformamide (DMF) par
le 4'-(bromométhyl)-2-cyanobiphényle 24 donne le mélange des deux isomeéres de position
91,5 et 914, séparés par chromatographie sur colonne de silice a pression ordinaire. Chacun

des isomeéres est obtenu avec un rendement de 20%.

115



Synthése du composé 14

Pour éviter l'utilisation du triméthylazide stanneux toxique (réactif employé par Carini), nous

avons essayé d'obtenir le cycle tétrazole par la méthode utilisée pour la synthése du dérivé
biphényltétrazole 23 : TMSiIN3, (CH3)3Al, toluéne (Huff et al., 1993). Dans ces conditions,

seul l'azide 14 a été isolé, avec un rendement de 70%.

Voie n°2
CH,OH

Cl Cl
N N N
k3 3 3-
4119 N CHon —_— C4H9 CH/_)OH + C4H9 Cl
1
H N

BrCH,BPTT 23, K5COs3, L
4
71,5 71.4

Synthése du composé 7; s

Pour surmonter le probléme rencontré précédemment, nous avons alkylé le composé 4 avec le
dérivé bromé 23 qui posséde le groupe tétrazole déja formé et protégé par un trityle. Les
conditions d'alkylation sont les mémes que précédemment (K2CO3, DMF). Les deux isomeéres

71,5 et 71,4 sont séparés par chromatographie. Ils sont obtenus en mémes proportions avec un

rendement de 20% pour chacun d'eux.
Voie n°3

Synthése du composé 5

Cl Cl
N N
r \ r\
C4H9 H2 OH —_— C4H9 CHO
[ i
H H
4 5

L'oxydation de l'alcool 4 par le dioxyde de manganese activé, agent d'oxydation qui permet de
s'arréter au stade de 1'aldéhyde, dans le dichlorométhane a reflux, donne le composé 5 avec un

rendement de 93%.
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Synthése du composé 6 5

N _Sil N Cl . CHO
C4He’kyl\1\ CHO —_— C4H9/<;§\CHO + C4H9/<N\ cl
& gﬁ};zsm 23, K»CO3, kBWT LBP}_T
y 61 s 6 1.4

b

Comme précédemment, l'alkylation est réalisée dans le DMF en présence de KpCO3. Le
passage par l'aldéhyde 5 permet d'orienter sélectivement la N-substitution du noyau imidazole.
En effet l'alkylation donne majoritairement le dérivé N-alkyl-2-butyl-4-chloroimidazole
5-carboxaldéhyde (61,5 / 61,4 = 90 / 10). L'isomeére 1,5 est obtenu par recristallisations

fractionnées dans I'éther éthylique avec un rendement de 56%.

Cet effet sur l'orientation de la substitution serait dii a la stabilisation de 1'anion imidazolique
formé par un effet inducteur de l'atome de chlore et par l'augmentation de l'acidité de
l'imidazole par la fonction carbonyle. L'effet inducteur de 1'halogéne semble 1'emporter sur
I'effet stérique, la régiosélectivité étant plus grande avec un atome de chlore qu'avec un iode
(Pierce et al., 1993).

Synthése du composé 7; 5

Cl Cl
N N
34 3¢
C4H9 CHO e C4H9 HQOH
k kBPTT

BPTT
6,5 71,5

La fonction aldéhyde est réduite en alcool par NaBH4 dans le méthanol avec un rendement de
84%.

Synthése du composé 8 (Voies n°2 et n°3)

Deux méthodes de détritylation du tétrazole par hydrolyse acide (CH3COOH 0,5N ou HCI 3N,

THF) ont été utilisées. Elles donnent des rendements comparables de 85%.

Entre les voies n°2 et n°3 qui permettent d'obtenir le DuP 753, la voie n°3
s'avere €tre la meilleure. Le rendement global a partir du composé 4 est de
37%. Pour la voie n°2, il n'est que de 17%.
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Détermination de la structure du composé 8

La structure du composé 8 a été confirmée par une étude RMN (expérience NOESY). Le

spectre 2D montre des interactions dipolaires entre les protons :

Hl et H3
H2 et H3
H3 et H4

HS et H6

La présence d'une interaction dipolaire entre les protons H et H3 prouvent qu'il s'agit bien de

I'isomére souhaité.

He Hs Hy Hx Hy "
. L 0.0
=0 L 1.0
0 N
p- 1
. L 2.0
HA-H5
—< 0 p
L 3.0
L 4.0
Hy-H3
___< . g
H-s-HL, . - 5.0
__<l‘ ] o
L 6.0
Hg-H¢ . L 7.0
- O
L 8.0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 o.0 FPM

PPM

Spectre NOESY du composé 8 ou DuP 753

Nous allons a présent nous intéresser a la synthése de la seconde molécule de référence : le
PD 123177, ligand sélectif AT2. Cette synthése a été décrite par Blankley (Blankley et al.,
1991) et la synthése des dérivés spinacines, squelette de base du PD 123177 a été exposée plus
précisément dans une publication de Klutchko (Klutchko et al., 1991)



4.1.2. Synthése du 177
119
NO,
B CH,
M~y
Boc
28
HCI 6N, CH;0H,
relfux
NO,
HOOCWN
- CH,
NH, i\} ) H‘T 2 HCl
29
HCHO, HCI IN,
reflux :
C\(\j: H, , 2 HC
Voien®l Voie n°2
CH3O0H, (CH30CH,
HClg, reflux
(C6H5)2CHCOC1,

NO,
CH,00 N
R CH,
H” N

NaOH, 5°C — 25°C

(CgHg)CHCOC, CeHs, ? CHs
TEA, CH,Cl, /CH—CO' N
ol 35
NO,
CH;00 N
CoHlss N > CH,
CH-CO N )
CeHY 32 Ni, Hy
P =30b,25°C
Ni, Hy
P =30b, 25°C
Y
NH, HOO Nt
CH;00 N 1- NaOH 1N, CH3OH/THF, N
C6H' ‘ ’> CH'; reflux C6H5\ ,N I > CH3
» CH —cO™ N - _CH-CO N
cHS 2- CH3COOH CeH3
33 34
Schéma 3 PD123177



Cette synthese se décompose en trois parties :

- synthése de la matiére premiére, le composé 28 a partir de l'ester méthylique de la
L-histidine (cf schéma 4)

- cyclisation en spinacine avec la synthése du composé 30 (cf schéma 3)

- synthése du composé final 34 a partir du composé 30 par deux voies différentes (cf

schéma 3)

4.1.2.1. Synthése du composé 28

CH,00C N CH,00C N
N 2 HCl . Y\[ 3
AR TS
Y Boc Boe

(BOC)ZO,CH‘_)CI'_), (C2H5)3N,

T° amb
27
CHy
v NO,
1- (CF3805),0, NOp H,OH CH;00C N
-78°C—>T® amb - CH,
N Lo 3
bl i
2- HhO Boc
2 28
Schéma 4

Pour réaliser l'alkylation du noyau imidazolique de l'ester méthylique de L-histidine, deux
difficultés apparaissent : la nécessité de protéger l'amine et la régiosélectivité de 1'alkylation sur
'azote imidazolique 7 .

Plusieurs méthodes pour réaliser une alkylation régiospécifique de dérivés de l'histidine et de
I'imidazole sont rapportées dans la littérature (Hodges, 1987; Jones et al., 1987). Parmi ces
méthodes, la synthése de l'ester de N(a), N(t)-bis-tertiobutoxycarbonyl-histidine 27 est
particulierement intéressante car elle permet a la fois de :

- protéger l'amine primaire sous forme de carbamate

- d'orienter l'alkylation du noyau imidazolique sur l'azote n, l'azote vt étant protégé par le

groupe tertiobutoxycarbonyle (Boc).

L'alkylation du noyau imidazole se fait difficilement dans des conditions traditionnelles (base,
dérivé halogéné, acétone ou DMF...) (Hodges, 1987). En effet la fixation du groupe Boc
diminue considérablement la basicité de l'atome d'azote m qui est alors peu réactif. Pour
remédier & ce probléme, un dérivé triflate, beaucoup plus réactif que le dérivé halogéné
correspondant, est utilisé. Ce demier est formé in situ par condensation du dérivé alcoolique et
de l'anhydride triflique & basse température (-78°C). Le composé 27 est ensuite ajouté petit a

petit au milieu réactionnel.
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Cette alkylation constitue I'étape limitante dans la synthése du PD 123177 car elle procede avec
un rendement moyen de 41% . Les essais d'optimisation ont montré qu'un faible exceés (1,1 eq)
de dérivé triflate par rapport au composé 27 est préférable. Une augmentation de ce ratio
entraine la formation en plus grande quantité d'un produit secondaire de disubstitution 36, au

dépend du composé voulu 28.

CH,

— : : '>—NOZ
| , CF3S0,"
T © 0
|
Boc NO-

36 CH;,

4.1.2.2. Synthése du composé 30 (cf schéma 3)

L'étape clé est la cyclisation en spinacine. Celle-ci est réalisée selon la méthode de Pictet-
Spengler par réaction entre la fonction amine de I'histidine et le formaldéhyde en milieu acide
(HCI IN). Cette réaction passe par la formation intermédiaire d'un ion immonium qui par

condensation avec la position 4 du noyau imidazolique donne le produit cyclisé 30.

R R R
R,00C N o R,00C N HOOC N
> — Ay —s D)
NH '
> N -H,0 HASCH, N uN N
O=CH, 30
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Dans un premier temps, nous avons envisagé un schéma de synthese différent de celui décrit
par Blankley. L'ester 31 étant un intermédiaire pour la synthése du PD 123177 (cf schéma 3),

nous avons tenté de conserver la fonction ester du composé 28, pour gagner une étape (cf

schéma 5).
NO,
cHgoocﬁ/\[N
I > CH,
NH : :
, N
Boc
28
HCI 6N, CH;OH, reflux | CH30H, HClg, reflux
NO, NO,
HOOC N CH3OOCWN
- “~ CH: .2
m}\r> CH,., 2 HCl NH, | > 2.2 HCl
37
29
HCHO, HCl 1N,
reflux

HCHO, HCl 1N,
reflux

NO,
HOOC N

N | I\) CH, X

H
30
CH3OH, (CH30)3CH, NO
HClg, reflux CH,00C N ’
- CH
HUN> .
31
Schéma 5

Nous avons alors déprotégé sélectivement ['amine du composé 28 en milieu acide anhydre
(HCI gaz, méthanol). Le composé 37 est obtenu avec un rendement de 77%.
Cependant, au cours de la cyclisation en spinacine, I'hydrolyse de la fonction ester n'a pu étre

évitée et le composé 30 est obtenu avec un rendement de 90%.

L'autre voie commence par 'hydrolyse en milieu acide du composé 28 qui donne l'acide 29
avec un rendement de 92%.
La cyclisation en spinacine procéde avec un rendement de 82%, légeérement inférieur a celui
obtenu a partir de l'ester 37.
L'ester 31 est obtenu par estérification en milieu alcoolique acide du dérivé 30 avec un

rendement de 91%.
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4.1.2.3. Synthése du composé final PD 123177 ou 34

A ce niveau, deux voies ont €té utilisées pour arriver au composé final : PD 123177 a partir du

composé 30 (cf schéma 3).

Voien’]

Cette synthése est calquée sur celle décrite par Blankley (Blankley et al., 1991). L'unique
modification apportée se situe au niveau de l'acylation du composé 31. Nous avons utilisé le
chlorure de l'acide diphénylacétique a la place de la méthode de couplage entre l'acide et le
compos€ 31 en présence de dicyclohexylcarbodiimide (DCC); la dicyclohexylurée (DCU)

formée au cours de cette réaction étant difficilement éliminable.

1- L'estérification du composé 30 est réalisée dans le méthanol, par barbotage de HCl gazeux

avec un rendement de 91%.

2- L'acylation du composé 31 est effectuée par le chlorure d'acide dans le CH2Cl2 en présence
de triéthylamine avec un rendement de 88%.

Remarque : par la méthode d'amidification en présence de DCC, le rendement est décrit égal a
79%.

3- La fonction nitrée du composé 32 est transformée en amine par hydrogénation catalytique en

présence de nickel de Raney. Le rendement de cette réaction est de 81%.

4- Enfin, la molécule finale : PD 123177 est obtenue par saponification du composé 33 avec un
rendement de 70%. Le composé final 34 est purifié par cristallisation fractionnée dans

I'isopropanol et non par chromatographie préparative comme décrit dans la publication.

Voien®2
1- L'acylation de l'amine est effectuée directement sur le composé 30 sans estérification
préalable, a l'aide du chlorure d'acide en milieu basique (NaOH) dans le dioxanne. Le

rendement de cette réaction est de 71%.

2- La fonction nitrée du composé 35 est réduite par hydrogénation catalytique pour obtenir le

dérivé final 34 avec un rendement de 80%.

A partir de la matiere premiere commune 30 aux deux voies, un rendement
global de 57% est obtenu avec la voie n°2. Avec la voie n°1, le rendement est
1égerement inférieur et égal a 45%.
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4.1.2.4. Stéréospécificité de la syntheése

La caractéristique principale de cette synthése est sa stéréospécificité. Elle permet en théorie a
partir de l'ester de L-histidine d'obtenir I'énantiomere S.
Nous avons pu constater par la mesure du pouvoir rotatoir ([a]p) de certains intermédiaires,

composés 30, 31, 32 et du produit final 34 que ces produits sont optiquement actifs.

Composés [alp
30 -52.47°
31 -35,16 °
32 +15,77°
34 +25,5°

Cependant lors de la saponification de l'ester 33, les risques de racémisation sont importants.
Dans un cas, nous avons constaté une racémisation partielle, le mélange a été purifié par
cristallisation fractionnée dans l'isopropanol. L'insoluble présente un pouvoir rotatoire de
+25,5°. Le précipité recueilli aprés refroidisement du filtrat isopropanolique présente un
[afp =0°.

Dans un second cas, une racémisation presque totale a €té observée. Aprés recristallisation, le
produit obtenu présente un pouvoir rotatoire proche de zéro, [a]p = +0,987.

D'ot I'avantage principal de la voie n°2, qui compte deux étapes de moins que l'autre, mais
surtout qui évite la formation d'un ester, donc l'étape de saponification et le risque de

racémisation.



4.2.SYNTHESE DES MOLECULES ORIGINALES INSPIREES DE LA CONFORMATION
"SCORPION" DE L'ANG II

Les molécules issues de la conception a partir de la conformation "scorpion" de 1'Ang II se
composent d'un imidazole N-substitué par un ensemble aromatique-acide (ArR3) et d'un noyau

phénolique relié a Il'imidazole par un lien soit méthylénique, soit cétonique, soit

hydroxyméthylique.

n
N X = CHy, C=0, CH,OH
I ‘> ArR3 : groupe acide-aromatique
Ry NT Ry, Ry =H, CyHopyy

Nous allons nous intéresser tout d'abord a la synthése des dérivés méthyléniques.

4.2.1. Synthése des 4-(2-alkoxybenzyl)-1-benzyl imidazoles

Dans un premier temps, nous avons choisi de réaliser l'alkylation directe du noyau
imidazolique, réaction qui conduit & la formation des deux isoméres de position T et x. Il nous

apparaissait intéressant, pour vérifier nos hypothéses de travail, d'évaluer ces deux isomeres, le
T devant posséder en théorie une affinité supérieure. Puis si 1'un des deux isomeéres se révélait

plus affin, nous élaborerions alors une synthese régiosélective de cet isomére.

Le schéma de synthése proposé (schéma 6) passe par l1'obtention des synthons
4-(2-alkoxybenzyl) imidazoles 47, intermédiaires clés, qui sont ensuite substitués sur l'azote

par les divers groupes aromatique-acide (ArR3) envisagés.

Nous nous sommes intéressée pour commencer a la synthése des dérivés substitués par une

structure indolique, qui présente une certaine originalité par rapport au biphényltétrazole.

OR, N
N
O CH,COOH
R, N
T
\ Rl = H, C4H9', RQ =H
N, R, = H; R, = C3H,
H

Cette synthése se compose de trois parties :

1- synthése des intermédiares clés 4-(2-alkoxybenzyl) imidazoles 47,

2- synthése du substituant indolique : 3-cyanométhyl-5-bromométhylindole (XCH2ArR4)
3- alkylation des synthons 4-(2-alkoxybenzyl) imidazdles 47
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OR,
N
| > 47
R, N,
H

XCH,ATR, l
l Alkylation l
OR, OR,
ATR,
N N/_
| > B
R N N
2 \-—ArR4 R2
l Déprotection des fonctions acides l
OR, OR, AR
N N
R (>
R, N R,
- ArR,
Déprotection de I'hydroxyle
phénolique
oH OH AR,
N N
D L2
R” R2
: \_AR,

ArR4 : groupement aromatique-acide ArR3 dont le groupe acide R3 est protégé (esters,
1-triphénylméthyltétrazole)
X =Cl, Br

Schéma 6 : Synthése non régiosélective des dérivés 4-(2-alkoxybenzyl) imidazoles N-alkylés
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4.2.1.1. Synthése des 4-(2-alkoxybenzyl)imidazoles 47

OH HOCH,
N
Br Zﬁ )
39 N HCl 42
b
R,X 1- (CHs)sN, DMF
(X =1, Br) 2-(C¢Hg)CCl , DMF
OR, HOCH,
N
Br /
402, 40b, y P! 43
40c¢
C‘(C(;H5)3
Me . THE MnO, | dioxanne
OR, OHC
N
MgBr
41a, 41b, & N z‘ 3
41c ;\‘; 44
C(CgHs)s
OR, OH
N
I N\> 45a,45b,45¢
C(CgHy)s
CH,COOH
OR, OH

N
m N 46a,46b, 46¢
N\
H

H,, Pd/C ou NaBH,, TFA
OR,
N
) 47247b,47c a:R;=CH,
N b : R, = MEM
H ¢ : R, = CH,C4Hs

Schéma 7 MEM : CH30CHCH20CH?



Les composés 45, précurseurs des composés 47, sont obtenus par condensation de
I'organomagnésien des orthobromophénols 40 et de 1'aldéhyde 44. Pour réaliser cette réaction
de Grignard, la fonction hydroxyle des orthobromophénols 40 et I'azote N1 imidazolique (H

mobiles) doivent étre protégés.

Synthése des composés 40

Protection des orthobromophénols 39

Trois substituants différents ont été fixés sur I'nydroxyle phénolique du composé 39. Suivant
nos hypothéses de travail, nous avons envisagé de fixer une chaine carbonée dans cette
position, pour cela le dérivé 2-butoxybromophényle 40a a ét€ synthétisé. Des dérivés avec
I'nydroxyle libre ont également été envisagés. Nous avons alors alkylé l'orthobromophénol par

deux groupes labiles : un benzyle 40¢ et un méthoxyéthoxymeéthyle ou MEM 40b.

Les éthers phénoliques sont obtenus dans tous les cas par attaque électrophile du phénate par
'halogénure d'alkyle. Deux modes opératoires ont été utilisés :
-R1 =Cq4Hg, C6H5CH2 :
- obtention du phénate grace a I'éthylate de sodium
- substitution par 'halogénure d'alkyle dans le DMF
- R1 = MEM (Corey et al., 1976) :
- obtention du phénate par action de I'hydrure de sodium en suspension dans le THF
- éthérification par MEMC]

Synthése du composé 43

Nous avons choisi comme protection de l'azote imidazolique du composé 42 le groupe

triphénylméthyle (ou trityle) pour deux raisons essentielles :

- bons rendements de la protection et de la déprotection dans des condiiions douces,

- régiosélectivité de la protection de 1'azote Nj. Cela n'est pas le cas lorsque la protection est
réalisée avec un groupe benzyle : un mélange de 4- et S-hydroxyméthyl imidazoles
N-protégés est obtenu (Kelley et al., 1977). L'azote peut étre également protégé par
acylation par un groupe acétyle ou tertiobutoxycarbonyle (Boc), mais ces protections sont

moins régiosélectives (Jones et al., 1987).

Synthése du composé 44

L'oxydation de la fonction hydroxyméthyle du composé 43 est réalisée par le dioxyde de
manganése (MnQO2) activé, agent oxydant surtout employé avec les alcools allyliques et
benzyliques et qui permet de s'arréter au stade de 1'aldéhyde (Papadopoulos et al., 1966). Cette

réaction peut étre réalisée indifféremment dans le dioxanne ou dans le dichiorométhane a reflux.
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Syntheése des composés 45

Les (2-alkoxyphényl)-[(1-triphénylméthyl) imidazol-4-yl] méthanols sont obtenus par réaction
de Grignard entre le 4-formyl-1-triphénylméthyl imidazole 44 et l'organomagnésien des
orthobromophénols O-alkylés 41 (Geerts et al., 1992).

Le THF a été choisi comme solvant car 'aldéhyde 44 n'est pas soluble dans l'éther éthylique.

Dans un premier temps, nous avons travaillé dans des conditions stoechiométriques. Deux
produits secondaires se forment alors a cOté de l'alcool souhaité 45. Ils ont été isolés et
caractérisés dans la série des dérivés protégés par un benzyle. Il s'agit de la cétone 49 et de

'alcool 43 (cf schéma 8). Le rendement en alcool 45c¢ est alors de 46%

La formation simultanée d'une cétone et d'un alcool est le résultat d'une réaction de
dismutation. L.e mécanisme proposé fait intervenir une deuxiéme molécule d'aldéhyde 44 qui
réagit avec l'alcoolate 48 formé intermédiairement au cours de la synthése magnésienne
(Geerts, 1992).

R,O O
C(CsHs)a
N N
< I 44 | ~> 49 R, = CH,CHs
N N
—————————— +

=0 i
C(CeHs)3

o d

MgBr
N

129

(}(C(,Hsh C(CsHs)s
| > N NH,4Cl aq I\II
y <A A
48  C(CeHsk N""“CH, —0-MgBr N H,0H
43
Schéma 8

Pour résoudre le probléme, nous avons utilisé 2 eq de dérivé bromé 40 et de magnésium pour
1 eq d'aldéhyde 44, ajouté lentement, dissous dans le THF au réactif de Grignard. Ainsi les
risques d'avoir en présence une molécule d'aldéhyde 44 et d'alcoolate 48 sont faibles,
I'aldéhyde étant consommé immeédiatement par 1'organomagnésien en exces. Les rendements

obtenus dans ces conditions sont compris entre 60% et 74% suivant la nature du substituant
Rj.

Pour éviter la détritylation en milieu acide, la décomposition de l'alcoolate 48 est effectuée par
addition d'une solution saturée de NH4Cl et non pas par une solution d'acide chlorhydrique.



Remarque : Le rendement de 60% est obtenu dans le cas ou I'hydroxyle phénolique est protégé
par le MEM. On observe dans les conditions précédentes (2 eq de 40b et de Mg, 1 eq de 44) la
formation du dérivé 50 avec un rendement de l'ordre de 25%, réaction secondaire résultant du
clivage du groupe protecteur MEM. Le MEM est sensible aux acides de Lewis (cf page 145).
On peut émettre I'hypotheése que le dihydroxyde de magnésium (Mg(OH)2) formé apres

hydrolyse du magnésien peut jouer ce role.

OH OH
N
| >
N
C(CsHs)s
50

Synthése des composés 46 et 47

Cas des dérivés O-butylés 45a et méthoxyéthoxyméthoxyéther 45b

Dans un premier temps, nous avons choisi de procéder en deux étapes : 1- détritylation,
2- réduction, pour ne pas &€tre géné par la formation de triphénylméthanol ou de
triphénylméthane au cours de la mise au point de la réduction. Le groupe trityle est hydrolysé
en milieu acide (CH3COOH, 0,5N) a chaud (Matsui et al.; 1992). La détritylation par
hydrogénation catalytique est également possible.

Dans un deuxi¢éme temps pour les dérivés O-butylés, la détritylation est effectuée en méme

temps que la réduction (milieu acide).

Réduction de 1'hydroxyméthyle des composés 45 ou 46

C,4H,O OH MEMO OH
N _ N
45a I > | > 4sb
N\ N\
CH,COOH l C(CeHs)s CH,COOH l C(C¢Hs)s
C4H,0 MEMO  OH
N
46a \> NaBH,, TFA I \> 46b
N\
‘H H
NaBH,, TFA H,, Pd/C, acétone
C4H,0 MEMO

47a > - [f:j/ﬁ\I: > 47b
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Deux méthodes de réduction ont été utilisées :
- hydrogénation catalytique : Pd / C 10%, H2 (Hudlicky et al., 1977)
- NaBH4 dans l'acide trifluoroacétique (TFA) (Gribble et al., 1977).

R} Hp,Pd/C NaBHy4, TFA
CgqHo réduction difficile et non totale réduction, Rdt = 80%
MEM réduction, Rdt = 60% X

CH2CgHs réduction + déprotection NT

x : méthode non testée car MEM labile dans ces conditions (Corey et al., 1978; Quick
et al., 1978)

NT : non testée

Pour le dérivé 46a, plusieurs conditions d'hydrogénation catalytique ont été testées :

- catalyseurs : Ni de Raney, Pd/C

- solvants : acétone, éthanol, acide acétique glacial

- PH?2 : pression atmosphérique, 10 bars, 20 bars.

Mais aucune n'a permis d'obtenir le composé 47a avec un rendement supérieur a 20%. En
revanche, la réduction par NaBH4 dans le TFA donne un bon rendement de 80%.

Cas du dérivé O-benzylé 45¢

CeHsCH0 - OH I-Hy, P/C, acétone QN OH
N 2- HzSO4, C2H50H N NaOH N
Iy — | D 12HS80; —0x—» D
N N\ N
C(CeHs)s H H
45¢ 51 52
C¢HsCH,O
(C6H5)3CC17 OH 1- C6H5CH2CI
(C;HsiN, DMF N 2. CH,COOH N
—————————— > | \> ————e e | ‘>
N N,
53 C(CgHs)s 47¢ H

La réduction par hydrogénation catalytique du composé 45¢ s'accompagne de la débenzylation
de I'hydroxyle phénolique et de la détrytilation de 1'imidazole. La purification du produit réduit
52 est délicate. Elle nécessite la formation intermédiaire d'un sel d'hémisulfate 51 (Geerts,
1992). Le rendement maximum obtenu pour passer du composé 45¢ au composé 52 est de
35%.

Nous avons alors préféré nous orienter vers une protection qui résiste aux conditions
réactionnelles de la réduction : le MEM. 1l est stable en milieux basique et acide faibles, vis-a-

vis de la plupart des agents réducteurs, oxydants, des réactifs organométalliques (Corey et al.,
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1976). Il est clivable en milieu aprotique par des acides de Lewis doux (ZnBr2, TiClg) (Corey
et al., 1976) ou en milieu acide fort (acide trifluoroacétique ou TFA, HCI 2N) (Corey et al.,
1978; Quick et al., 1978).

Autres voies de synthéses envisagées

1- Réaction de Wurtz

OMEM OMEM
Br N

' cicH, /[N> —X— 1 >

Mg, Dioxanne

CH,CoHs

1
CH,C¢Hs

Cette réaction est particuliérement intéressante car elle permet d'éviter I'étape de réduction.
Nous l'avons essayée avec l'orthobromophénol protégé par un MEM et le 1-benzyl-5-
chlorométhyl imidazole.

L'imidazole de départ n'étant ni soluble dans I'éther, ni dans le THF, nous avons choisi le

dioxanne comme solvant de la réaction. Cependant les essais réalisés n'ont pas abouti.

2- Substitution €lectrophile aromatique

OCH;, OCH,

HOCH, \E H &

PPA N H
C;H, CH,

Cette voie a été€ envisagée pour la synthése des dérivés avec une chaine alkyle R2 sur le noyau
phénolique. La syntheése magnésienne n'est pas applicable pour ces molécules car il n'existe pas
d'orthobromophénol avec une chaine alkyle sur le cycle commercialisé. En revanche le 4-propyl
méthoxybenzéne est commercialisé. Nous avons alors tenté son alkylation par
I'hydroxyméthylimidazole 42 dans l'acide polyphosphorique (PPA) (Geerst et al., 1992).
Plusieurs essais ont été réalisés mais sans succés.

Le mécanisme réactionnel supposé pour cette réaction est intéressant a mentionner. Il passe par
la formation d'un composé diazafulvénium, résultat d'une déshydratation de

I'hydroxyméthylimidazole.

H CH, CH,"
FCO A ., =

N - > NN - -
HONSH o0 N <
cr
42 diazafulvénium
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4.2.1.2. Syntheése du substituant indolique : 3-cyanométhyl-5-halogénométhyl indole

CH, =N*(CH;), I" ou

HCHO, (CH,),NH, H* Hoocmc% —N(CH;), HI
., |
> 0 .

i
H i
55 !
v
HOOC CH,00C CH;00C CH, —N(CHj), HI
) ) N
H H H
54 56 57
~ HOCH, CH, —N(CH;), HOCH, CH, —CN
A1L1H4 | 1_ CH3I |
N >
\ 2-KCN N
H H
58 59
XCH, CH, —CN
—K— l
N
H
60

X = Cl, Br, pCH3C61'I4'SO3

Schéma 9

Synthése du composé 57

La position 3 de I’indole est suffisamment nucléophile pour donner lieu a une réaction de

Mannich. Deux mode opératoires ont été essayés :

- une méthode "classique" par réaction entre le formaldéhyde, la diméthylamine et le dérivé
indolique en milieu acide acétique (Kline, 1985),

- une méthode utilisant comme réactif 1’iodure de N, N-diméthylméthyléne immonium (sel
d’Eschenmoser) (Kozikowski et al., 1980). Ce sel d'immonium est !’intermédiaire

réactionnel qui se forme au cours de la réaction de Mannich en milieu acide.
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N\ 7/ + s
N , N
H
H—C-H + (CH),NH ——3 H-C-H ——» H-C-H
O OH - H,O . .
mmonium
o "
ROOC CH, =N* (CH;), | ROOC
W, WH:—N(CH.»Z
N ﬁ’ r
H H
ROOC CH, —N(CH;), , HI
— |
N
H

La substitution en position 3 de l'indole a été€ réalisée sur l'acide 54 et sur l'ester 56. Les

produits obtenus et les rendements sont rassemblés dans le tableau suivant.

ROOC CH, —N(CH,),, HI
\Q_/Ir 55:R-H
N

ROOC \ S§7:R= CH3
\@—] Mannich H
I\II o +
H ROOC CH, —N(CH,),, HI
|
56:R=CH N oL
3 éHz 62:R=CH;
N(CHa),, HI
Substrat indolique Mannich “classique” Sel d'Eschenmoser
Acide acide disubstitué 6 1 acide disubstitué 61
54 Rdt =62% Rdt = 65%
Ester X ester monosubstitué §7
56 Rdt = 80%

X : réaction non réalisée

Réactions de Mannich sur l'acide 54

La premiére réaction que nous avons réalisée est une Mannich "classique”. Nous avons eu la

surprise d'isoler sous la forme d'un dichlorhydrate un produit de disubstitution. Théoriquement
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trois positions sur cet indole sont susceptibles de réagir : 1'azote, les positions 3 et 7. La RMN
et le spectre IR ont montré qu'il s'agissait du produit 61 disubstitué sur l'azote et en position 3

(présence de quatre protons aromatiques en RMN, disparition de la bande d'absorption du NH
ROOC X 3
| l
2N
7 1

Pensant que la méthode utilisée pour réaliser la réaction pouvait étre en cause, nous avons alors

indolique en IR).
/

—p L2

utilisé le sel d'Eschenmoser. Le produit de disubstitution 61 est formé majoritairement. Le
produit de monosubstitution a pu &tre isolé avec un rendement de 25%. Ces deux méthodes
donnant des résultats comparables, nous avons alors mis en cause la fonction acide

carboxylique.

Réaction de Mannich sur l'ester 56

Nous nous sommes alors orientée vers l'ester, qui diminue la réactivité de l'azote indolique. La
réaction avec le sel d'Eschenmoser nous a, dans ce cas, donné entiére satisfaction, le dérivé
monosubstitué 857 est obtenu avec un rendement de 80% et seules des traces de dérivé

disubstitué 6 2 ont été révélées par étude RMN du précipité brut avant recristallisation.

Estérification
Deux méthodes d'estérification ont été testées :
- en milieu acide : SOClp, CH30H, 60°C. La réaction n'étant pas totale a température

ambiante, nous avons dii chauffer, mais des produits de dégradation apparaissent. Le

rendement n'est alors que de 60%.
- en milieu basique : CH3I, NaHCO3 dans le DMF a température ambiante. Cette méthode

donne un rendement de 92%.

Synthése du composé 58

Dans ['éther, la réduction de I’ester 57 en alcool par AlLiH4 est lente et donne un rendement de
35%. Dans le THF anhydre, solvant dans lequel la matiére premiére est beaucoup plus soluble,

le rendement atteint 81%.
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Synthése du composé 59

HOCH, CH, —N(CHs),, HI HOCH, CH, —N* (CH,); 1~
N > N

H H
58
KCN,CH,0H KCN, THF
HOCH, CH, —OCHj, HOCH, CH, —CN
N N
63 H 59 1

La transformation de I’amine tertiaire §8 en sel d’ammonium quaternaire, bon groupement
partant, augmente la réactivité vis-a-vis de l'attaque d'un nucléophile dans une substitution
d’Hofmann (Benghiat et al., 1982).

La substitution électrophile ou 1’élimination d’Hofmann effectuée par 1’anion cyanure conduit au
dérivé cyanométhylé 59. Cette réaction a été réalisée dans le méthanol dans un premier temps.
On observe alors la formation d’un produit secondaire : 3-méthoxyméthyl-5-hydroxyméthyl
indole 6 3, produit de réaction de |’ammonium quaternaire avec le méthanol. Le rendement de la
réaction est de 50%.

Pour éviter cette réaction parasite, le THF a été utilis€ comme solvant de la réaction. Le

rendement est alors de 67%.

Synthése du composé 60

De nombreuses méthodes ont été testées pour la syntheése du dérivé 60.

Nature de Conditions réactionnelles Produits Commentaires
la réaction isolés
Chloration - SOCla, CHCI3, 5°~25°C _ - dégradation
Tosylation - TSCI, pyridine, 5Dk 59 - pas de réaction
_ TSCI, CH2C12, 25°C 59 - pas de réaction




Nature de Conditions réactionnelles Produits Commentaires
la réaction isolés
Bromation - PPh3, Br2, pyridine, 59 - pas de réaction
acétonitrile
) P,Ph3. (.2 eq). CBr4 (1 eq), 64 - réaction du dérivé bromé
acétonitrile, formé avec PPh3 en exces
i P,Ph3. (1 i eq). CBra (1 eq), ? - produit de dégradation non
acctonitrite, caractérisé? (présence d’une
fonction nitrile en IR)
- %Br (15 eq), CH30H, 65+7 | produit de dégradation non
25°C Ay b )
caractérisé? (présence d’une
fonction nitrile en IR)
- HBr (4 eq), CH30H, 65 - réaction entre le dérivé bromé
5°-25°C formé et le méthanol

* (Bridges et al., 1991)
2 ce produit précipite dans le milieu réactionnel et sa quantité augmente au cours du temps

HOCH, CH, —CN
I
: :N:

59 ;)

BrCH, CH, —CN
@j
N
1
H
60

(CsHs):P CH,OH

Br -, (C¢Hs);P*CH, CH, —CN CH,0CH, CH, —CN
T T
N N
H

]
H

64 65
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Les principales conclusions que nous pouvons tirer de tous ces essais sont résumées

ci-dessous :

- le dérivé bromé se forme, mais il est trés réactif : la formation des deux produits secondaires
64 et 65 en témoigne.

- la structure indolique n’est pas stable en milieu trop acide, comme le prouvent les
dégradations observées avec SOCI2 ou HBr en large exces.

Face a cette trés grande réactivité du dérivé bromé, nous avons tenté de le "piéger" par addition
au milieu réactionne! du synthon imidazolique 47. Nous avons essayé avec deux méthodes :
PPh3 (1 eq), CBr4 (1 eq) dans I'acétonitrile et HBr (4eq) dans l'acétone pour éviter la réaction

avec le méthanol. Ces essais n'ont pas été concluants.
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4.2.1.3. Alkylation des synthons 4-(2-alkoxvbenzyl) imidazoles par les

substituants aromatiques-acides

La synthése du 3-cyanométhyl-5-bromométhyl indole 6 0 n'ayant pas abouti, nous avons opté

pour deux autres substituants aromatiques-acides (ArR3) proposés lors de la conception :

l'acide benzoique et la structure biphényltétrazole dont la synthese est présentée page 113.

OR,
N
ll‘> 47a R, = C,H,
. 47b R, =MEM
H

1- Na, ROH
2- XCH,ArR,, DMF

OR
i OR; . AR,
N N
IS I >
N'T N
\—ArR,
OH ou H*
OR, OR, J—AR;
N N
I [ >
N N
\—ArR3

ArR4 : groupement ATR3 dont le groupe acide R3 (COOH ou tétrazole) est protégé (sous forme
d'ester ou de 1-triphénylméthyl tétrazole)
X =Cl, Br

Schéma 10
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Le tableau suivant rassemble les différents dérivés synthétisés.

140

OR,
14
N
ONK—ArR‘Ai ou ArR;
T
Rj -ATRy4 Isomeéres -ArR3 Isomeres
T-T T
C4Ho ——@-—COOCH3 66a 1 4-66a 15 —@—COOH 70a 1 4
CN
C4Hg 67a14-67a15 - -
N N
\i‘ N =C(CgHy)s NZ N
C4Ho NS
. /i 68a14-68a;5 7Tla 14
MEM —@—COOCH3 69b 1 4-69b 5 —-@-—COOH 72b 1.4
Remarque :

Pour obtenir les dérivés avec la structure biphényltétrazole, nous avons envisagé dans un

premier temps d'alkyler le dérivé 47a par le 4'-(bromométhyl)-2-cyanobiphényle 24 puis de

transformer le nitrile en tétrazole (cf schéma 11). Cependant les essais de formation du tétrazole

par deux méthodes différentes, la premic¢re utilisant le triméthylsilane azide ((CH3)3SiN3,
(CH3)3Al), la seconde le triméthylazide stanneux ((CH3)3SnCl, NaN3) ont échoué. Nous

nous sommes alors

N-(triphénylméthyl)-5-[4'-(bromométhyl)biphényl-2-yl] tétrazole 23.

C,HyO

47a

(CH3)331N3 (CHz);Al
67a; 4

C,H0
N 1- Na, CH,OH
B 2- BrCH,BPCN 24
H
C,HsO

(CH3)3SnC1, NaN,

7131’4

Schéma 11 -

N" “N—-H

Lo

tournée vers l'alkylation du dérivé 47a directement par le

SRWIU

6731,4 + 6731,5



Alkylation des synthons 47, synthése des composés 66a, 67a, 68a et 69D

Nous avons employé ici la méthode avec les alcoolates (NaOR) pour former les sels sodiques
des dérivés 47, suivie de I'alkylation par le dérivé halogéné (XCHp ArRy) dans le DM,

a formation secondaire de sels d'imidazoliom par disubstitution du novau imidazolique oblige

3 RY

a realiser la réaction avec des guantités d'agent alkviant proche de la stoechioméinie (1-1.2 eq).

=l

aration des 1someres de position

cate de I

s cetfe famille des 4-alkoxybenzyl imrdazoles. cette alkylaben constitue P'étape d¢
synthese car la séparation des deux isomeres de position 7 et o est particuliererment déhicate.
Dans tous les cas. celfle-ar a &t¢ réalisée par chromatographie sur colonne de =ilice. Pour les
composes substitués par le 2-cvanobipbényle 67a ou le 2-[(1-tritvi) fét';’;m)i—ﬁ—}fijbiphén}!c
68a. la purification a due éure réalisée sous pression, les deux someres presentant des
coetficients de migration presque rdentiques. Pour les autres cas. une séparation & i}I‘QSSiUEl
ordinaire est possible.

Les identifications des 1someres de position ont &€ effectudes sott a ce nivean, soit sur les
composés obtenu apres déprotection des fonctions acides, étape suivante. Ce wavail est déerit
dans le (hapj tre 4.2.3, page.

ie

[¥9]

ndements de ces alkylations sont movens. voire méme faibles. en particulicr avec les
composés 68a ot e rendement global n'est que de 15%. Le

es deux 1someres sont en général
obtenus & peu pres dans les mémes proportions. avec une légere prépondérance pour I'isomere

7 (Rf supérieur).

Déprotection des fonctions acides, synthése des composés 70ay 4, 71a; 4 e
72by 4

Cette étape consiste en la libération des groupes acides fixés sur le substituant aromatique-acide
(R4ArCHp). Les acides carboxyliques sont obtenus par saponification des fonctions esters et

les dérivés tétrazoliques par détritylation en milieu acide (HC! ou acide acétique).
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4.2 2. Syntheése des (2-alkoxyphényl)-[(1-benzyl) imidazol-4-vl] cétones

Nous allons nous intéresser maintenant a la syntheése de la deuxiéme série de molécules issue de
la conception a partir de la conformation "scorpion” de I'Ang II : les dérivés cétoniques.

L'introduction du groupe carbonyle peut €tre utile sur un plan pharmacologique : il joue sur la
structure de la molécule en imposant aux deux noyaux aromatiques phényle et imidazole une
géométrie coplanaire et constitue un groupe accepteur de proton susceptible d'établir avec le

récepteur une interaction supplémentaire.

OR, O
T

N

%—@-—(CHQnCOOH
T

R1 = H. CH2Cg¢H35
n=0,1
Pour la syntheése de ces dérivés, nous avons utilis€ comme matiére premiere la
(2-benzyloxyphényl)-(imidazol-4-yl) cétone 77 (cf schéma 12). Cette derniére est obtenue a
partir de l'alcool 45¢, intermédiaire de syntheése pour I'obtention des dérivés méthyléniques

(voir page 123).

Les dérivés synthétisés dans cette série sont rassemblés dans le tableau suivant.

OR, o
N

mg—(cm)ncomz
T

R1 n R Isomeéres
T —7C
CH2CeH5 0 CH3 7814-7815
CH2CeH5 1 CaH5 7914-7915
CH2CeHS 0 H 801.4-8015
CH2CeHs 1 H 8114-8115
H 1 H 8214-8215
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N
B 45¢
N\
C(CeHs)3
MnO, , CH,Cl,
CgHsCHOO
ifﬁ > e
C(CeHs)3
CH3COOH
CeHsCHyO
@”T >
1-Na, ROH n=0R=CHy

n=1R= C2H5
2. BrCH, (CH,)nCOOR , DMF

N CeHsCHO o /—Q——(CHa)nCOOR
= dﬁ[
N
T \_©_<0H2)nCOOR
781’4’ 791’4 781,5, 791,5

OH" OH

N CeHsCHO /—O——(CHZ)nCOOH
L D
N
L@—(CHZ)nCOOH
80,4, 81,4 80, 5, 811,5

CgHsCHYO e}

C6H5CH20 o)

H,,Pd/C Ho. Pd / C
H o
N OH o /—-Q—(CHZ)nCOOH
| > N
N I 9
\——Q—(CHZ)nCOOH N
821y4 821,5

Schéma 12 : Synthése des dérivés cétoniques



Synthése du composé 77

Le produit 77, matiére premiere de ce schéma réactionnel est obtenu par oxydation de 1'alcool
45c en cétone par le dioxyde de manganése a reflux dans le dioxanne.

La détritylation est effectuée en milieu acide acétique a chaud. Ici la détritylation par
hydrogénation catalytique n'est pas envisageable, le groupe protecteur benzyle étant labile dans
ces conditions.

Le rendement global pour ces deux réactions est de 86%.

Alkylation du composé 77, synthése des isomeéres 78 et 79

Nous avons utilisé les mémes conditions réactionnelles que pour l'alkylation des synthons
4-(2-alkoxybenzyl) imidazoles 47, c'est-a-dire formation du sel de I'imidazole par action d'un
alcoolate, puis alkylation par le dérivé bromé adéquat dans le DMF. La formation des produits
secondaires de disubstitution a également été observée, l'agent alkylant est alors utilisé avec un

faible excés (1,2 eq).

Séparation des isomeres de position
Cette alkylation n'est pas régiosélective, un mélange des deux isomeres de position est obtenu.

Cependant, leur séparation par chromatographie sur colonne de silice n'a pas présenté de
difficulté particuliere. Leur coefficient de migration étant assez différent, une purification sur
colonne a pression ordinaire est satisfaisante.

Pour les deux alkylations réalisées, les rendements globaux sont de 68% et 74%. Les isoméres
T (Rf inférieur) sont obtenus majoritairement (t / x = 70 / 30).

Comme pour les dérivés méthyléniques, une identification des isoméres obtenus a été réalisée.

Ce travail est présenté dans le chapitre 4.2.3., page 146.
Saponification des fonctions esters, synthése des isoméres 80 et 81
Les acides sont obtenus par saponification des esters correspondants. Les rendements des

saponifications sont de 65% pour les dérivés 80 (substitués par 1'acide benzoique, n = 0) et de

75% pour les dérivés 81 (substitués par 'acide phényl acétique, n = 1).
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Synthése des isoméres 82

Ces dérivés avec I'hydroxyle phénolique libre (R] = H) sont obtenus par débenzylation des

isoméres 8 1 correspondants par hydrogénation catalytique avec un rendement de 70%.

Remarque :
Nous avons exploré cette voie de synthése avec les dérivés O-benzylés car en théorie la

réduction de la fonction carbonyle en alcool ou en méthyléne intervient dans I'étape ultime du
schéma réactionnel. Les dérivés protégés par un MEM auraient pu convenir également. Le

MEM est en théorie clivé en milieu aprotique par des acides de Lewis (ZnBr ou TiClg) et deux

mécanismes A et B sont proposés pour cette réaction (Corey et al., 1976).

/7N /7N H,O
A - H,cO O—-CHQCOR — 3 HCO o ———3 ROH + CH,(OH),
y - N\ .
Br= 2" B B \O.R + CH,OCH,CH,OH
“CH,Br
/—\ + /——\ H,O
B. nyco o —» H3C—O\ O Br,Zn OR —» ROH + CH,(OH),
s
Hzc\ CH, + CH;OCH,CH.OH
o)
R Nz,

Note : la séparation des isomeéres étant plus aisée dans cette série, cette voie peut étre préférable
a la premiere avec substitution des synthons 4-(2-alkoxybenzyl)imidazole, d'autant qu'a partir

des dérivés cétoniques les deux autres séries peuvent étre théoriquement obtenues par réduction.

OR; O OR, OH
N NaBH, N

————————— »
M—(CHz)nCOOH M_«:Hz)ncoo;i

(CH3);SiH, TFA NaBH,, TFA
OR,



4.2.3. Identification des isomeéres de position

Les synthéses présentées précédemment se caractérisent par l'obtention des deux isomeéres de

position T et w aprés alkylation du noyau imidazolique. Nous avons donc €été amenée a

déterminer la position de la substitution grace a des études RMN a deux dimensions (RMN 2D).

Les expériences 2D utilisées sont :

- la RMN COSY qui permet d'étudier les interactions scalaires qui ont lieu a travers les
liaisons covalentes entre deux noyaux d'une molécule

- les RMN NOESY et ROESY qui permettent d'étudier les interactions dipolaires entre deux

noyaux proches dans l'espace grace a l'effet Overhauser nucléaire (NOE)

Plusieurs composés ont été étudiés et nous allons exposer pour exemple 1'étude effectuée sur le
couple d'isoméres méthyléniques 67ay 4-67a; s et celle sur le couple d'isomeres cétoniques

80ay 4-80a; s.

CH«CH,O O
CH;CH,CH,CH,0O N
' .
N
“OOH
6731,4, 6731’5 8031,4, 8031’5

Dans les deux cas, la détermination exacte des structures de ces isomeéres se décompose en deux
étapes :

- identification des isomeéres T et &

- attribution des protons aromatiques

La premiére étape a été réalisée a partir des expériences ROESY ou NOESY, la seconde gréce
aux €tudes COSY, ROESY et NOESY.
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4.2.3.1. Etude des isomeres 4- et 5-(2-butoxybenzyl)-1-[(2'-cvanobiphényl-4-

yDhméthyl] imidazoles 67a1,4-67a1,5

1- Identification des isomeéres

Expériences ROESY

La principale différence qui permet de différencier les deux isomeres est la présence ou non de

l'interaction dipolaire entre les protons H12 et le proton imidazolique He. Dans l'isomére T,
cette interaction existe, alors que dans l'isomere 7, elle ne peut s'établir de par I'éloignement de

ces protons dans l'espace. En revanche, dans l'isomere m, les protons H5 et Hjp peuvent

interagir.
OR, 13 R
2 N
, 12
2 4 6N 1 N
3 | D7
12 2 4 ON
3
13 R
Isomeére t Isomére

Apres étude des spectres ROESY, nous pouvons donc conclure que :

- le composé correspondant au spectre 2 (page 155) est I'isomére t (présence de la tache de
corrélation entre H12 et Hg)

- le composé correspondant au spéctre 5 (page 158) est l'isomére m (absence de la tache de

corrélation entre H172 et Hg et présence de celle entre H12 et H5)



2- Identification des protons aromatiques

Expériences RMN H! 1D
Les études RMN 1D (cf spectres 1 et 4, pages 154 et 157), permettent d'attribuer les protons

aliphatiques. En revanche, l'attribution des protons aromatiques est plus délicate. Les études

COSY et ROESY ont permis de résoudre ce probleme.

Expériences COSY

Pour les deux isoméres, les signaux et interactions scalaires observables en théorie sont les

11 10 9 8
CH,CH,CH,CI$,0

suivants :
Protons Signaux en RMN | Nombre de tdches | Protons corrélés
1D et intégrations | de corrélation en
COSY
Hi (d, 1H) 1 Hp
H2 (t, 1H) 2 Hi, H3
H3 (t, 1H) 2 Hp, H4
H4 (d, 1H) 1 H3
He (s, 1H) 0 -
H7 (s, 1H) 0 -
Hi3z (d, 2H) 1 Hia
Hiq (d, 2H) 1 H13
His (d, 1H) 1 Hie
Hie (t, 1H) 2 His, Hi7
Hi7 (t, 1H) 2 Hie, Hig
Hig (d, 1H) 1 H17

Les résultats expérimentaux sont les suivants :
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148 bis

CH,CH,CH,CH,0
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Isomere T
Déplacements Signaux en RMN et Nombre de tiches de | Massifs corrélés

chimiques intégrations corrélation en COSY
(ppm)
6,78 n°l (s, 1H) | n°8
6,87 n°2 (t, 1H) 1 n°4
6,97 n°3 (d, 1H) 1 n°4

7,11-7,13 n°4 (multiplet, 2H) 2 n°2, n°3
7,37 n°5 (d, 2H) 1 n°6
7,56 n°6 (d, 2H) 1 n°5
7,57 n7 (multiplet, 2H) 2 n°9, n°10
7,68 n°8 (s, 1H) 1 n°l
7,79 n°9 (t, 1H) 1 n”7
7,94 n°10 (d, 1H) 1 n°7

1 ! COSY | , é%g
s
ﬁ 1t
4
e

o

p— 2-4

|A_3

1.9 ) 4
Rl
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~ Isomére
Déplacements Signaux en RMN et Nombre de tiches de | Massifs corrélés

chimiques intégrations corrélation en COSY

(ppm)

6,58 n°l (s, 1H) 0 -

6,82 n°2 (t, 1H) 2 n°3, n°4
6,93-6,95 n°3 (multiplet, 2H) 2 n°2, n°4
7,15-7,16 n°4 (multiplet, 3H) 3 n°2,n°3,n°5

7,53 n°5 (d, 2H) 1 n°4

7,56 n°6 (multiplet, 2H) 2 n°8, n°9

7,73 n°7 (s, 1H) 0 -

7,79 n°8 (t, 1H) 1 n°6

7,95 n°9 (d, 1H) 1 n°6

cosy
¢ ¥
| 4 "
4
*#% i *
=N
3.4 e
it
6-3— o 448
#tho8
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A ce niveau, les protons imidazoliques He et H7 et ceux de la structure biphényle H13 a2 H1g
peuvent &tre attribués sans ambiguité pour les deux isoméres. En revanche pour les protons du

noyau phénolique H1 a Hg, il existe deux combinaisons possibles.

Isomeére T
Déplacements| Signaux en RMN et Protons Commentaires
chimiques intégrations
(ppm)
6,78 n°l (s, 1H) He une interaction méta avec le
proton H7 est observée
6,87 n°2 (t, 1H) H3 ouHp ? 2 possibilités*
6,97 n°3 (d, 1H) HjouHy? 2 possibilités*
7,11-7,13 n°4  (multiplet, 2H) | H2, H4ou Hy, H3 ? 2 possibilités*
7,37 n°5 (d, 2H) Hj3
7,56 n°6 (d, 2H) Hig
7,57 n°7  (multiplet, 2H) His, Hy7
7,68 n°8 (s, 1H) H7 une interaction méta avec le
proton Hg est observée
7,79 n°9 (t, 1H) Hie une seule tache de corrélation
est observée car les protons
H 15 et H]7 ont des glissements
chimiques proches
7,94 n°10 (d, 1H) Hig

* Les deux combinaisons possibles sont :

combinaison 1 : tripletn®2: H3
doublet n°3 : H7 car il ne doit pas exister d'interaction scalaire avec H3
multiplet n°4:  H) et H4

combinaison 2 : tripletn®2: Hp
doublet n°3 : H4 car il ne doit pas exister d'interaction scalaire avec Hp

multipletn®4:  Hj et H3



Isomeére nt
Déplacements| Signaux en RMN et Protons Commentaires
chimiques intégrations
(ppm)
6,58 n°l (s, 1H) He
6,82 n°2 (t, 1H) H3ouHp? 2 possibilités*
6,93-6,95 | n°3  (multiplet, 2H) Hi, Hq
7,15-7,15 | n°4  (multiplet, 3H) Hy ouH3 ? 2 possibilités*
+Hisz
7,53 n°5 (d, 2H) Hi4
7,56 n°6  (multiplet, 2H) His, Hi7
7,73 n°7 (s, 1H) H7
7,79 n°8 (t, 1H) Hie une seule tache de corrélation
est observée car les protons
H15 et H17 ont des glissements
chimiques proches
7,95 n°10 (d, 1H) Hig
* Les deux combinaisons possibles sont :
combinaison 1 combinaison 2
triplet n°2 H3 triplet n°2 Hp
multiplet n°3 HietHg multiplet n°3 Hiet H4

multiplet n°4 H»

Les expériences ROESY ont permis de résoudre ce probléme.

multiplet n°4 H3
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Expériences ROESY

Les interactions dipolaires observées qui permettent d'attribuer les protons Hi a Hg4 sont (cf

page voisine) :

Isomeére t©

Hs - multiplet n°4 : soit H4 ou H2 si combinaison 1
soit H3 ou H] si combinaison 2
Hg - doublet n°3 : soit Hy si combinaison 1

soit Hgq si combinaison 2

Isomeére
Hs - multiplet n°3 : Hj1 ou H4 quelque soit la combinaison
Hg - multiplet n°3 : Hj1 ou H4 quelque soit la combinaison
Isomere T

D'aprés la structure :
- le proton Hg peut interagir avec Hj, mais pas avec H4

- les protons H5 peuvent interagir avec H4 mais pas avec H3, ni Hj

8
CH,CH,CH,CH,0O

I1 apparait donc sans ambiguité que la bonne combinaison est la premiere, c'est a dire :

6,87 triplet n°2 H3
6,97 doublet n°3 Hi
7,11-7,13 multiplet n°4 Hp et Hg

Isomeére

Pour cet isomeére, les interactions dipolaires ne permettent pas vraiment de conclure car les
protons H1 et H4 ont des déplacements chimiques presque identiques et ne peuvent pas étre

différenciés. Mais par analogie avec l'isomére I ot le proton H3 est moins déblindé que Hp, on

peut avancer que la bonne combinaison est la premiére, c'est a dire :

6,82 triplet n°2 H3
6,93-6,95 multiplet n°3 Hj etHg
7,15-7,16 multiplet n°4 H»
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4.2.3.2Etude des isomeéres (2-benzyloxyphénvl)-[1-(4-carboxybenzyl)imidazol-
4 et 5-yl] cétones 80a3,4-80a1,5

L.a méme démarche que précédemment a été suivie pour déterminer la structure de ces deux
composés : RMN H1 1D, expériences COSY et NOESY.

1- Identification des isomeéres

8b 8a
8¢ 7
0 O
N
I 6
2 4 S\
3 9
10 OOH

Expériences NOESY (cf spectres 8 et 11, pages 167 et 170)

L'absence d'interaction dipolaire entre les protons Hg (singulet a 5,70 ppm) et le proton Hj5
(singulet a 7,40 ppm) pour le composé correspondant au spectre 8 permet de dire sans aucune
ambiguité qu'il s'agit de l'isomeére n. Par conséquent, l'autre composé (spectre 11) est

l'isomere <.

Remarque : L'identification de l'isomére T uniquement & partir de son spectre NOESY est
impossible car les deux protons imidazoliques H5 et He ne sont pas différentiables, ils
présentent des déplacements chimiques voisins. L'interaction entre Hj2 et H5 est masquée par

celle entre H12 et Hg
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2- Identification des protons aromatiques

Expériences RMN HI 1D
L'attribution des protons aromatiques a partir de la RMN 1D (cf spectres 7 et 10, pages 166 et

169) est particulierement délicate. Les études COSY et NOESY ont permis de résoudre ce

probléme.
Expériences COSY
Pour les deux isomeres, les signaux et interactions scalaires observables en théorie sont les
suivants :
8b 8a
O O
@*E\ ‘
AN AN
3 9
E©\<OOH
11
Protons Signaux en RMN | Nombre de tiches | Protons corrélés
1D et intégrations | de corrélation en
COSY
H1 (d, 1H) 1 H»
H» (t, 1H) 2 Hi, H3
H3 (t, 1H) 2 Hp, Hg
H4 (d, 1H) 1 H3
Hs (s, 1H) 0 -
Heg (s, 1H) 0 -
Hg8a (d, 2H) 1 Hgb
Hgpb . (t,2H) 2 Hga, Hgc
Hgc (t, 1H) 1 Hgb
Hio (d, 2H) 1 Hil
Hii (d, 2H) 1 Hio

Expérimentalement, les signaux et interactions scalaires observés sont :
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Isomeére ©
Déplacements Signaux en RMN 1D et | Nombre de tiches | Massifs corrélés
chimiques (ppm) intégrations de corrélation en
COSY

7,03 n°l (t, 1H) 2 n°3,n°5

7,15-7,30 n°2 (multiplet, 6H) 1 n°5
7,35 n°3 (dd, 1H) 1 n°l
7,41 n°4 (d, 2H) 1 n°6
7,45 n°s (td, 1H) 2 n°l, n°2
7,84 n°6 (multiplet, 3H) 1 n°4
7,88 n°7 (s, 1H) 0 -

COSY

T

ppa

T T
ppm 7 ’ 6 5



6

Isomeére &
Déplacements Signaux en RMN 1D et | Nombre de tiches | Massifs corrélés
chimiques (ppm) intégrations de corrélation en
COSY
7,05 n°l (t, I1H) 2 n°7,n°5
7,1-7,2 n°2 (multiplet, 3H) 2 n°4, n°8 -
7,25 n°3 (d, 1H) 1 n°7
7,27 n°4 (multiplet, 3H) 1 n°2
7,32 n°5 (dd, 1H) 1 n°l
7,40 n°6 (s, 1H) 0 -
7,48 n°7 (td, 1H) 2 n°1, n°3
7,78 n°8 (d, 2H) 1 n°2
8,26 n°9 (s, 1H) 0 - |
N 41
3 cef3ll 4
COOH ¥ IVL
O~ . I
N
cosy
& +
Sat
A5
A-F 7
we v L
& % 224 I
Q 2 :
o -
¢ 1 |
@ 6 1.8 :
;B
¢

I ppm

6

T

5

A ce niveau, certains protons peuvent €tre identifiés sans ambiguité. En revanche pour les

protons du noyau phénolique, il existe comme dans l'exemple précédent deux combinaisons

possibles.
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Isomére T
Déplacements Signaux en RMN 1D et Protons Commentaires
chimiques (ppm) intégrations
7,03 n°l . (4, 1H) H3 ou Hp ? 2 possibilités*
7,15-7,30 n°2  (multiplet, 6H) HiouHgq? 2 possibilités*
Hga, Hgb, Hgc
7,35 n°3 (dd, 1H) Hqou Hy ? 2 possibilités*
7,41 n°%4 (d, 2H) Hio
7,45 n°5 (td, 1H) Hp ou H3 ? 2 possibilités*
7,84 n°6  (multiplet, 3H) Hii, Hs
7,88 n°7 (s, 1H) He

* Les deux combinaisons possibles sont :

combinaison 1

combinaison 2

triplet n°1 H3 triplet n°1 H»

multiplet n°2 Hj multiplet n°2 Ha

multiplet n°3 H4 multiplet n°3 Hi

triplet n°5 H» triplet n°5 H3

Isomeére &
Déplacements Signaux en RMN 1D et | Nombre de tiches Commentaires
chimiques (ppm) intégrations de corrélation en
COSY
7,05 n°l (t, 1H) H3 ou Hp ? 2 possibilités*
7,172 n°2 (multiplet, 3H) Hga, H10

7,25 n°3 (d, 1H) HjouHyq? 2 possibilités*
7,27 n°4 (multiplet, 3H) Hgb, Hgc
7,32 n°5 (dd, 1H) HqouHj ? 2 possibilités*
7,40 n°6 (s, 1H) Hs
7,48 n°7 (td, 1H) H2 ou H3 ? 2 possibilités*
7,78 n°8 (d, 2H) Hiy
8,26 n°9 (s, 1H) He

* Les deux combinaisons possibles sont :

combinaison 1

triplet n°1
doublet n°3
doublet n°5
triplet n°®7

H3
Hi
Hyq
H2

combinaison 2

triplet n°1 H»
multiplet n°3 H4
multiplet n°S Hi
triplet n°7 H3
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Les études NOESY permettent de surmonter cette difficulté.

Expériences NOESY
8b 8a
8¢ 7

Les interactions dipolaires observées pour chacun des isomeres sont :

Isomeére v
H7 - maultiplet n°2 : H7 - Hga
+
H7 - soit Hg si combinaison 1

soit Hy si combinaison 2

H9 - Hio

Hg - HgetHs

Isomére

H7 - Hga

H7 - doublet n°3 : soit Hg si combinaison 1
soit Hy si combinaison 2

Hg - Hio

Hg - Hg

D'apres les structures, les protons H7 peuvent interagir avec le proton Hj, mais pas avec Hg.

Nous pouvons donc définir avec précision la structure de chacun des isoméres.

Isomére © ,
7.03 triplet n°1 H3
7,15-7,30 multiplet n°2 Hi
7,35 doublet n°3 Hy
7,45 triplet n°5 Hp
Isomére x
7,05 triplet n°1 H3
7.25 doublet n°3 Hi
7,32 doublet n°5 Hg

7,48 triplet n°7 Hp
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4.2.3.3. Conclusion
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Les études effectuées sur ces deux couples d'isoméres nous ont aidés dans la détermination des

structures des autres représentants de ces familles.

Nous avons également noté que certains éléments observables en RMN 1D pouvaient nous

permettre de différencier les isomeres sans nécessairement recourir aux études RMN 2D.

Isoméres (2-alkoxybenzyl) imidazoles N-substitués (dérivés méthyléniques)

Nous avons constaté que :

R

I'isomere T correspond au composé dont le signal en RMN 1D du

proton imidazolique Hg est le plus déblindé

Nous nous sommes servis notamment de ce résultats pour différencier les isoméres 69by 4

-69b1 5 ou I'hydroxyle phénolique est protégé par le groupe MEM.

Déplacement chimique du proton Hg (ppm)
R1 R Isomeére © Isomére
C4Ho COOCH3 66a; 4 6,70 66a; 3 6,56
C4Ho -CeH4(CN) 67a; 4 6,78 67ay s 6,58
C4Hg -C6H4(TT)* 68a; 4 6,61 68a; s 6,55
MEM COOCH3 69a; 4 6,72 69a; s 6,55

*TT : triphénylméthyltétrazole



Isomeéres (2-alkoxybenzyl)-[(1-benzyl) imidazolyl] cétones (dérivés cétoniques)
OR, O

Nous avons constaté que :

I'i'somere 1 correspond au composé dont le signal en RMN 1D du
proton imidazolique H5 est le plus déblind€ et celui des protons H9 le

moins déblindé.

Déplacements chimiques (ppm)

Isomeére t© Isomere 5
R R Ho Hs Ho Hs
CH2CeHs| COOH | 80aj 4 5,34 7,88 80aj s 5,70 7,40
CH2C6H5| COOH | 81ap 4 5,22 7,84 81a; s 5,61 7,1-7,3
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4.2 .4. Syntheses régiosélectives

Aprés les synthéses non régiosélectives présentées précédemment, nous avons entrepris la

syntheése régiosélective des isoméres de position T et x.

La stratégie de synthése envisagée est commune pour les deux isomeres (cf schéma 13). Il
s'agit dans un premier temps d'alkyler régiosélectivement des dérivés de structure générale
formylimidazole. La seconde étape est la synthése des (2-alkoxyphenyl)-imidazol-4(5)yl

méthanols N substitués par réaction de Grignard.

Schéma 13

Les différences entre les voies envisagées se situent dans la premiére partie, c'est-a-dire dans la

méthode utilisée pour orienter la N-alkylation de I'imidazole.

Les deux premiéres voies décrites, l'une concernant 1'obtention des isomeres 1,5 et ['autre celle
des isoméres 1.4 ont pour base une réflexion commune. Cependant, ces synthéses n'ont pu étre
menées a leur terme par manque de temps. Seule la premiére étape de la premiére voie a été

effectivement réalisée.

En revanche, une seconde approche a ét€ ménée a son terme et a conduit a la syntheése du
composé 2-butyl-4-chloro-5-(2-hydroxybenzyl)-1-[[2'-(1H-tétrazol-5-yl)biphényl-4-ylJméthyl]
imidazole. Ce travail a été réalisé au sein du laboratoire par Yous S (Yous, travaux non

publiés).

4.2.4.1. Premiere approche d'alkylation régiosélective envisagée

L'idée est de protéger I'azote a ne pas substituer par un groupe labile, de procéder ensuite a
l'alkylation de l'azote libre, puis enfin de libérer l'azote protégé. Cette approche peut

s'appliquer a la synthése des deux isoméres de position.

T
ArCHBr OHC._ N y—Ar Mg, THF, N —Ar
T, - L e
N
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Synthése des isomeres 1.5 {(ou )

) —_—
tNZ BrCH,BPCN 24
CH,Cl,
C(CeHs)y D
44

Synthése du composé 84

/—BPCN
OHC N
I.p . Br-
N CH3COOH
N
C(C¢Hs)s
- 83
CN
Schéma 14

/—BPCN

I>

84

La matiére premiére de cette synthése est le composé 44 ol ['azote T est tritylé. Nous savons

que le groupe protecteur trityle se fixe sélectivement sur l'azote t (voir page 128), qu'il

n'atténue pas la réactivité de 'azote  (Jones et al., 1987) et qu'il est clivable an milieu acide ou

par hydrogénation catalytique.

La formation de I'imidazolium 83 est réalisée par addition du dénvé halogéné 24 au composé

44 dissous dans le dichlorométhane a température ambiante. L.e composé 83 précipite dans le

milieu réactionnel, il est recueilli par filtration et remis directement en réaction. La détritylation

est réalisée en présence d'acide chlorhydrique 1N dans le THF. Le rendement global a partir du

composé 44 est de 75%.

Svynthése des isomeéres 1.4 (ou 1)

HC N
T
N
C(CgHs);
44

C6H5COCH?_BT, CH2C12

OHC N

COC¢Hs

85 C(CsHs)z
i
OHC N
________ > | N>
Zn, CH3COOH, H>O \
88

Schéma 15

L'obtention sélective de I'isomére 1,4 est plus délicate. Il n'existe pas a notre connaissance de

groupe protecteur qui se fixe sélectivement sur 1'azote 5. Pour le protéger, il faut donc procéder

en deux étapes a partir du composé 44 ou ['azote T est déja tritylé :

-1- alkylation de l'azote & avec formation de l'imidazolium 8 5,

-2- déprotection sélective de 1'azote T en milieu acide ou par hydrogénation catalytique.
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Les deux étapes suivantes consistent & alkyler le composé 86 avec obtention d'un intermédiaire
imidazolium 87, puis a cliver le groupe protecteur fixé sur I'azote 7.
Ce groupe protecteur doit résister aux conditions de clivage du trityle et doit pouvoir étre clivé

ensuite. Le groupe phénacyle pourrait convenir, il peut théoriquement étre clivé en milieu acide
en présence de zinc (Zn, CH3COOH) (Jones et al., 1987).

4.2.4.2. Synthése du 2-butyl-4-chloro-5-(2-hydroxybenzy)-1-1[2'-(1H- tetrazol—

5-yDbiphényl-4-vliméthyl] imidazole 90

Cette voie de synthése exploite le fait que [l'alkylation du composé 2-butyl-4(5)-
chloroimidazole-5(4)-carboxaldéhyde § donne majoritairement l'isomére 1,5, résultat mis en

évidence au cours de la synthése du DuP 753 (cf page 112).

N-= N=
MOMO
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4,1\1 \N /C(C6H5)3 N 7N ‘N /C(C(‘HS)}

OO " ™11 OO
OHC_ _N , Mg, THF N

>—CaHo > | D—CyHo

ci N 1N

OH
(C,Hs);SiH, TFA

.
>

Schéma 16 MOM = CH30CH?2

Syntheése du composé 6 a partir du composé 5

OHC N H

jQ}—Q;H; > composé 6
Cl BrCH,BPTT 23, K,COs,

DMF

5

La mati¢re premiere 6 est un intermédiare réactionnel pour l'obtention du DuP 753. Sa synthése

a été décrite a cette occasion (cf page ).
Synthése du composé 89

Le composé 89 est obtenu par réaction de Grignard entre le composé 6 et l'organomagnésien
de l'orthobromophénol O-protégé par un groupe méthoxyméthyle (MOM). Les conditions

réactionnelles sont identiques a celles utilisées pour la synthése des dérivés 45 (cf page 129),



c'est-a-dire 2 eq d'orthobromophénol O-protégé et de magnésium pour 1 eq du composé 5. Le

THEF est utilisé comme solvant. Le rendement de cette réaction est de 50%.
Synthése du composé 90

La réduction de 1'alcool méthylique du dérivé 89 est réalisée par le triéthylsilane (10 eq) en
présence d'un large excés d'acide trifluoroacétique (30 eq) dans le dichlorométhane (Hong et
al., 1994). Dans ces conditions (milieu acide), le trityle fixé€ sur le tétrazole et le groupe MOM

sont clivés. Le composé 90 est obtenu avec un rendement de 68%.

Suite aux difficultés rencontrées au cours des synthéses non régiosélectives, ces trois synthéses
régiosélectives offrent des alternatives trés intéressantes. Pour la préparation des isoméres 1,5,
nous avons vérifié la faisabilité des deux voies proposées (schémas 14 et 16). En revanche, la
svnthése des isoméres 1.4 est plus délicate et demande a étre explorée plus précisément, en
particulier le choix du groupe protecteur de l'azote it (schéma 15).

Apres l'exposé du travail de syntheése chimique, nous allons maintenant nous intéresser au
développement de divers tests biologiques utilisés pour déterminer le profil pharmacologique

des molécules originales synthétisées.
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L'objet de notre travail est la synthese et I'évaluation pharmacologique d'antagonistes potentiels
des récepteurs de I'Ang II. Aprés synthese des molécules, leur capacité a interagir avec la cible
visée doit alors étre étudiée. Pour cela, des tests sur matériel biologique sont nécessaires. Aprés
avoir exposé dans le chapitre précédent le travail de synthese chimique, nous allons maintenant
aborder le développement des tests biologiques que nous avons mis en oeuvre pour ['évaluation

pharmacologique des molécules.

Avant d'entrer dans la description de ces tests, nous allons rappeler quelques généralités sur les
approches expérimentales utilisées pour définir les propriétés pharmacologiques d'une nouvelle
molécule, en se limitant au cas des interactions ligand - récepteur, qui nous intéresse plus

particulierement dans le cadre de ce travail.

5.1. GENERALITES

Les informations recherchées sont de deux types :

- les premieéres concernent I'étude de la liaison du ligand sur le récepteur. Ces études de liaison
(binding) peuvent €tre réalisées soit sur le récepteur cloné, soit sur des fragments
membranaires, soit sur des cellules 1solées.

- les secondes concernent les effets engendrés par cette liaison. Pour effectuer ces études
fonctionnelles, le modele doit permettre d'étudier une réponse induite par la stimulation du
récepteur. Ces études peuvent donc &tre réalis€es au niveau microscopique sur des cellules

isolées ou au niveau macroscopique sur ['organe isolé ou sur l'organisme entier.

5.1.1. Etudes de liaison (binding)

Les techniques de liaison sont trés utiles pour caractériser 'affinité d'une molécule vis-a-vis
d'une série de récepteurs connus, définissant ainsi sa sélectivité potentielle, mais sans préjuger
de sa nature agoniste ou antagoniste. En effet, seule la liaison ligand - récepteur est appréciée et

non l'effet engendré par cette liaison.

5.1.1.1. Notions de liaison spécifique et liaison non spécifique

Avant d'étudier les aspects techniques, il convient de différencier les "sites de liaison

spécifiques” et "les sites de liaison non spécifiques”.

Des critéres de liaison spécifiques ont été définis et extrapolés comme critéres d'identification de
récepteurs :

- le critére d'affinité considére que plus 'affinité du ligand pour son site de liaison est
élevée, plus il y a de chances qu'il s'agisse d'un site de liaison spécifique, sous-entendu d'un
récepteur.

- le critére de saturabilité considere que le nombre de sites de liaison spécifiques dans la
préparation étudiée est "limité€". Autrement dit, si l'on ajoute suffisamment de radioligand,

I'ensemble des sites spécifiques va &tre marqué. Au contraire, le nombre de sites non
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spécifiques est virtuellement illimité et, dans ces conditions expérimentales classiques, la liaison

non spécifique augmente de fagon linéaire jusqu'a des concentrations trés élevées de radioligand
(cf fig 22).-

- le criteére de réversibilté : les médiateurs physiologiques et la plupart des médicaments
égissent de maniére réversible. A cet effet réversible doit correspondre la réversibilit¢ de la
liaison ligand - récepteur. Ce critére de réversibilité implique également que le ligand libéré du
complexe ligand - récepteur est identique au ligand d'origine distinguant ainsi l'interaction

ligand - récepteur de la réaction enzymatique - substrat.

- le critére de stéréospécificité : pour la plupart des médicaments, un isomeére optique est
actif alors que l'autre est pratiquement sans effet. Dans la pratique, on ne dispose pas toujours

des deux isoméres optiques pour vérifier ce critere.

Ces quatre critéres doivent étre vérifiés pour qualifier de spécifique une interaction ligand - site
de liaison. Pour I'étendre a une interaction ligand - récepteur, il est nécessaire d'ajouter un
critére important de corrélation entre 1'affinité in vitro des différents ligands et

leurs effets in vivo.

Le terme de liaison non spécifique évoque la liaison a des sites qui n'ont pas la qualité de

récepteurs, avec généralement une affinité faible et un caractére non saturable.

En pratique, la liaison totale du radioligand correspond a la somme de la liaison spécifique et de
la liaison non spécifique. En considérant la haute affinité du radioligand (en général de l'ordre
de 10-9M), un excés de ligand froid (en général 10-6M) pourra complétement masquer la
liaison spécifique du radioligand sans affecter sa liaison aux sites de faible affinité a considérer
comme non spécifiques. La liaison spécifique peut €tre déterminée en soustrayant la liaison non
spécifique de la liaison totale (cf fig 22). Le rapport liaison non spécifique / liaison

spécifique doit étre le plus petit possible.

3000

Liaison
totale
2000 T_

Liaison
specifique

{dpm/essai}

1000 |~

Liaison du radioligand

- Liaison non
spécifique

N N F

05 1 15

Concentration en radioligand
(nM)}

Figure 22 : Courbe de saturation d'un radioligand
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5.1.1.2. Ftude des caractéristiques de la liaison d'un radiolieand par

expériences de saturation

11 s'agit de définir les valeurs suivantes :
- la constante de dissociation du complexe ligand - récepteur (Kp) qui traduit l'affinité
du ligand pour le récepteur

- la densité de sites spécifiques (B, ax) dans la préparation utilisée.

Dans les expériences dites de saturation, des concentrations identiques de récepteurs [R] sont
prélevées a partir de la suspension particulaire et exposées a des concentrations croissantes de
ligand marqué [L*]. La liaison spécifique est étudiée a l'équilibre, c'est a dire dans des
conditions cinétiques (expérimentées préalablement) qui déterminent le temps optimal pour la

saturation des récepteurs.

L'interaction du radioligand avec une population homogéne de sites de liaison peut étre décrite

par la réaction :

K;

[R] +[L"] (RL]

k.

Ia constante de dissociation a 1'équilibre est alors définie suivant I'équation 1 :

En résolvant 1'équation 1, on montre que (cf fig 23) :

Kp est égale a la concentration du ligand L qui occupe la moitié de la totalité des récepteurs R

3000 -

[
(3
(=3
>

Liaison spécifique totale

=
=
=

T

Liaison spécifique
du radioligand {dpm/essai)

0,5 i 15

Concentration en radiotigand
(nM)

Figure 23: Détermination du Kp a partir d'une courbe de saturation
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Représentation de Scatchard

La courbe représentée sur la figure 23 est hyperbolique et ne permet pas une détermination
précise des valeurs de Kp et Bpax. Comme en enzymologie, la représentation linéaire de
Scatchard est utilisée pour faciliter la détermination de ces parametres (cf fig 24).

Cette réprésentation exprime le rapport [RL*] / [L*] (ou B / F, B pour "bound" et F pour
"free™) en fonction de [RL*] (ou B):

Dans ce cas :

Kp est égal a moins I'inverse de la pente de régression linéaire

Bmax correspond a la concentration au point d'intersection de la droite avec l'axe des
abcisses (B/F=0)

BF X103

Blpmoles jmg protéines)

Figure 24: Représentation de Scatchard

5.1.1.3. Etude des caractéristiques de la liaison d'un ligand froid par
expériences de compétition

Dans ces expériences, on introduit une substance non marquée I ( I pour inhibitrice). Dans ce

cas, la réaction devient alors :

k
* 1 3
[R1+[L }+{I] === [RL |+ [RI]
k.,
Pratiquement, les concentrations des récepteurs [R] et du ligand [L*] sont fixes, tandis que la
concentration de [I] constitue la variable expérimentale (courbe dose - réponse). Dans ces
conditions, I'augmentation de [I] améne aussi une augmentation de [RI], mais une diminution

de [RL*], a cause d'un nouveau partage de [R] et de [I]. Puisqu'il s'agit d'une relation de type
partag q g yp
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compétitif, on parle d'expérience de compétition. Lorsque cette diminution est de 50%, la
concentration effective de l'agent compétitif correspond a ce que l'on dénomme ICsg
("inhibitory concentration of 50%") (cf fig 25).

100 -

80 +

60 |-

40

Liaison spécifique
du radicligand (%)

20 1Cs

k_Illlll\\

f
10 8 6 4 2

- fog (Concentration
de competiteur}

{
}
!
!
!
|
1
|

Figure 25: Courbe de compétition

Il est également d'usage de calculer une autre valeur numérique pour estimer le degré de
compétitivité de la substance I. C'est la constante d'inhibition Kj, qui est définie par

I'équation :
(R} (1]
Kj = ——eee
[RI]
Apres transformation, on obtient :
1Csp
Ki = e
1+[L*1/Kp

Il est préférable d'utiliser la valeur de Ki qui ne varie pas en fonction de [L*], contrairement a

la valeur de I'lC5p.

5.1.2. Etudes fonctionnelles

Apres la caractérisation de 1'affinité d'une molécule pour son site de liaison, on s'intéresse ici a
la détection, & la quantification et a la comparaison des effets de celle-ci en déterminant un
certain nombre de paramétres qualitatifs : agoniste, antagoniste et quantitatifs : puissance (DEs,
pA?2), efficacité/activité intrinséque.

5.1.2.1. Notions d'agonistes et antagonistes

5.1.2.1.1. Définitions

Un agoniste est une molécule pourvue d'une activité intrinséque, c'est a dire qu'elle est

capable de déclencher, par sa liaison a des récepteurs spécifiques, une action biologique.
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Par opposition, un antagoniste est une molécule dépourvue d'activité intrinséque, c'est a dire

qu'elle est incapable de déclencher la séquence action - effet.

5.1.2.1.2. Les agonistes

Trois types d'agonistes existent (cf fig 26) :

- les agonistes "entiers" avec lesquels une réponse maximale est obtenue,

- les agonistes partiels avec lesquels, méme a des concentrations élevées, une réponse
maximale ne sera jamais atteinte,

- les agonistes inverses, avec lesquels une réponse, mais inverse a celle observée avec

des agonistes est obtenue. On peut parler dans ce cas d'activité intrinséque "négative".

~

Ces notions font appel a la notion d'efficacité intrinseque , c'est a dire a la capacité de
l'agoniste & induire I'effet. Cette efficacité est une valeur relative, elle est égale a 100% pour les

agonistes entiers et inférieure 8 100% pour les agonistes partiels (cf fig 26).

L'activité d'un agoniste est également caractérisée par sa puissance CEsg (ou DEsg)

(concentration (ou dose) efficace 50) définie comme suit (cf fig 26) :

CEs(Q (ou DE5s0) est égale a la concentration (ou dose) de l'agoniste qui produit un effet

<

égal a 50% de l'effet maximal obtenu avec ce dernier

Le logarithme changé de signe de la valeur de ln CEgest quelques fois dénommé pDy.

1,2 : agonistes entiers 100 Emax = 100%
3: agoniste partiel
%o e .
Effet Emax = 50°,
25
-1 -10 -9 -8 -7 Log doses
DEgy: D@ 01nM @ 0.5nM (M)

" Courbes log dose-effet.

Légende 1 (Agonistes O @ et @). — Les puissances des agonistes (DEsg) sont respectivement de 0.1 nM @
@ et 0.5 nM @, mesurées sur I’abcisse (!), perpendiculairement aux points de rencontre de chaque courbe
avec la droite virtuelle correspondant aux 50% de I'effet maximal (E,,,), dont ’amplitude est la méme pour
les agonistes @ et @. La puissance de ’agoniste @ est égale & celle de ’agoniste @, pour une efficacité rela-
tive de 50% par rapport aux agonistes @ et @; la mesure de la puissance de @ est donc effectuée & partir de
I’horizontale des 25%.

Figure 26

183



5.1.2.1.3. Les antagonistes

I existe également différents types d'antagonismes. Les distinctions sont effectuées sur deux
notions :
- la nature du site de fixation avec :
- l'antagonisme compétitif avec liaison de 'antagoniste sur le méme site de liaison
que l'agoniste,
- l'antagonisme non compétitif avec liaison de l'antagoniste sur un site de liaison

différent de celui occupé par l'agoniste (effet de type allostérique)

- la nature de la liaison ligand-récepteur (cf fig 27) :
- l'antagonisme réversible (ou surmontable) caractérisé par un déplacement vers la
droite de la courbe dose-effet de 'agonisme sans diminution de la réponse maximale ,
- l'antagonisme irréversible (ou insurmontable) caractéris€é par une dépression

induite par l'antagoniste de la réponse maximale de ['agoniste.

La puissance d'un antagoniste est caractérisée par la constante pA2 qui est égale :

pA2 est égale au logarithme changé de signe de la concentration molaire d'antagoniste qui

oblige a doubler la concentration de 'agoniste pour obtenir le méme effet.

a) % par rapport  la réponse maximale
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b) % par rapport 4 la réponse maximale
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Figure 27:  Courbes dose-effet du a) DuP 753, antagoniste compétitif et réversible
et b) de son métabolite, EXP 3174, antagoniste non compétitif et

irréversible
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5.2. MODELES DEVELOPPES POUR L'EVALUATION PHARMACOLOGIQUE DES
MOLECULES SYNTHETISEES

Cette évaluation est réalisée en deux étapes :

- une étape ex-vivo comprenant des études de binding et sur organe isolé. Ces deux tests sont
complémentaires. Le screening réceptologique permet d'évaluer I'affinité des molécules pour
les récepteurs de I'Ang II et celui sur organe isolé, screening fonctionnel, permet de

caractériser leur profil agoniste ou antagoniste.

- une étape in vivo ou deux objectifs sont recherchés : le premier est de caractériser l'activité et
l'efficacité des produits dans le domaine visé, on peut alors parler de pharmacologie
d'activité et d'efficacité. Le deuxiéme est d'avoir une vision plus large de leurs actions et
notamment de connaitre leur toxicité éventuelle. On s'oriente ici vers le domaine de la
pharmacologie de sécurité. Les études de pharmacologie d'activité précédent bien entendu
celles de sécurité, néanmoins 1'évaluation de la toxicité et d'une interaction éventuelle avec
les grands systémes de 1'organisme sont effectuées de plus en plus t6t dans le développement
d'une molécule, celles-ci constituant souvent des critéres de choix majeurs lors de la

sélection d'un composé parmi plusieurs candidats.

A la naissance d'une nouvelle molécule, il est important de cemner le plus rapidement son profil
pharmacologique et de savoir si elle présente un intérét ou non. Les premiers tests ex vivo et in
vivo sont alors effectués dans une stratégie de screening. Le premier et principal objectif du
screening est une caractérisation qualitative des propriétés du composé. On cherche a savoir si il
se lie ou non au récepteur, si il est capable d'induire ou au contraire de bloquer certains effets...

Le second objectif est d'établir une hiérarchie entre différents composés et pouvoir ainsi déduire
des relations structure-affinité et activité pour orienter, guider la synthése vers de nouvelles

molécules. Ici une quantification des effets est nécessaire.

5.2.1. Screening ex vivo

5.2.1.1. Screening réceptologique

A Theure actuelle, deux sous-types de récepteurs sont connus pour 1'Ang 1I : les récepteurs
AT1, responsables de la majorité, voire de la totalité des effets connus et imputables a I'Ang 11

et les récepteurs AT dont la fonction reste encore inconnue aujourd'hui. Le binding sur ces

deux sous types de récepteurs a été€ développé.
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5.2.1.1.1. Binding des récepteurs AT]

Les protocoles décrits et utilisés pour évaluer l'affinité pour les récepteurs AT]| sont
extrémement variés. Certains travaillent avec des cellules primaires, d'autres avec des lignées
cellulaires, sur cellules intactes ou sur membranes. Le type cellulaire et I'espéce sont également
trés diversifiés : cellules musculaires lisses vasculaires, cellules de corticosurrénales,

hépatocytes, de rat, de lapin ou d'homme. Plusieurs ligands marqués sont aussi employés :
[H3]Ang 11, [11251Ang 11, [1125]{Sar], 11e8) Ang II...

Le test qui a ét€ mis au point et utilisé pour ce travail emploie des membranes cellulaires d'une
lignée d'hépatomes humains, PLC-PRF-5 (ECACC 85061113). Le ligand marqué est I'Ang 11
tritiée, [tyrosyl—3,5—H3] Ang II (5-L-isoleucine) (Wintersgill et al., 1992; Mestdagh, Goossens,
1993).

Pourquoi ce choix?

1- pourquoi une lignée cellulaire?
L'avantage d'une lignée cellulaire sur des cellules primaires est que leur phénotype est
parfaitement établi, il n'évolue pas apreés plusieurs passages et la population cellulaire est

homogéne. Ces cellules peuvent donc étre cultivées a volonté.

2- pourquoi des membranes?

Sur un plan pratique, 'utilisation de membranes est beaucoup plus commode que celle de

cellules intactes ou l'on est tributaire de la culture cellulaire. Ici la préparation des membranes

peut se faire sur une grande quantité de cellules, elles sont alors conservées a -78°C et peuvent

étre utilisées quand on le souhaite.

Cependant, cette technique comporte un risque de dénaturation du récepteur. Les cellules étant

lysées, le récepteur n'est pas dans son environnement naturel et ses propriétés peuvent alors étre

modifiées. Des essais comparatifs sur homogénats de cellules et sur membranes centrifugées a

30 000g n'ont montré aucune différence de I'affinité du [H3] DuP 753 pour les récepteurs, les

pKi sont égaux a 8,52 et 8,49 respectivement. Le récepteur conserve donc son intégrité.

D'autre part, la courbe de compétition de 'Ang II vis-a-vis du [H3] DuP 753 a permis de mettre

en évidence :

- sur homogénat de cellules, la présence de deux sites de liaison en 1'absence d'inhibiteurs de
protéases et d'un seul en présence de ceux-ci

- sur membranes cellulaires centrifugées a 30 000g, en 1'absence ou en présence d'inhibiteurs
de protéases, la présence d'un seul site de liaison d'affinité supérieure a celle obtenue sur
homogénat de cellules.

De plus la dégradation de I'Ang II par des protéases semble €tre réduite en grande partie par

centrifugation.
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Pour toutes ces raisons, les tests ultérieurs ont été effectués sur des membranes cellulaires

centrifugées a 30 000g plutdt que sur homogénat.

3- pourquoi des cellules d'hépatomes humains?
Le foie est une cible importante de I'Ang II, une forte densité de récepteurs y est présente. Se
pose alors le probléme de la spécificité, c'est-a -dire de savoir si un ou plusieurs sous-types de

récepteurs sont présents. Diverses études ont montré que cette lignée cellulaire présente une

.....

faible affinité obtenue avec le CGP 42112 et le PD 123177, ligands AT?2 sélectifs (cf tableau 8
page 148). Enfin le choix de cellules humaines permet de s'affranchir des différences pouvant
exister entre espéces. Par exemple chez le rat, deux sous-types de récepteurs AT} ont été

identifiés alors que chez 'homme un seul type est connu a I'heure actuelle.

4- pourquoi l'Ang Il tritiée?

Deux types de radioligands ont été testés : [tyrosyl-3,5-H3] Ang II (5-L-isoleucine) et [butyl-
1,2-H3] DuP 753.

Une comparaison des courbes de compétition vis-a-vis des deux ligands est représentée dans le

tableau suivant :

[H3] DuP 753 [H3] Ang Il
compétition Ang Il pKi=9,13 pKi =947
compétition DuP 753 pKi = 8,49 pKi = 8,79

Les pKi obtenus en utilisant [H3] Ang Il comme radioligand sont sensiblement supérieurs 2
ceux déterminés avec [H3] DuP 753.

Finalement le choix du radioligand s'est porté sur [tyrosyl-3,5-H3] Ang II (5-L-isoleucine) car

le rapport liaison spécifique sur liaison non spécifique est supérieur a celui observé avec
[buty1-1,2-H3] DuP 753, ce rapport étant de l'ordre de 15% avec 1'Ang II tritiée.

Remarque : les études récentes de mutagénése dirigée ont montré que les sites de fixation sur les
récepteurs AT1 de deux antagonistes peuvent &tre différents. On peut alors imaginer qu'un
antagoniste en se liant a un site qui lui est propre peut inhiber la liaison de I'Ang 1l sans
influencer celle d'un autre antagoniste. Pour ces études de compétition, I'emploi du peptide

endogene comme ligand marqué est donc préférable.
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5.2.1.1.2. Binding des récepteurs AT?2

Ici, le nombre de méthodes décrites est beaucoup plus restreint. Trois grandes techniques

peuvent étre mentionnées :

- utilisation de surrénales de rat comme source des deux récepteurs AT1 et AT2. Le binding
d'un récepteur est réalisé en bloquant l'autre par un ligand sélectif. Par exemple, le binding
sur les récepteurs AT est réalisé en présence de PD 123177, ligand AT?), a la concentration
de 10-0M.

- utilisation de membranes issues de cervelet de veau ou une forte densité de récepteurs AT
est présente.

- utilisation de lignées cellulaires. L.a plus importante est une lignée de phéochromocytomes

PC12W.

Pour les raisons exposées précédemment, les premiers essais ont été réalisés avec la lignée
cellulaire de phéochromocytomes PC12W. Ces cellules sont décrites comme exprimant les
récepteurs AT (Speth et al., 1990). Cependant les résultats n'ont pas été satisfaisants. la
concentration en récepteurs AT2 n'étant pas suffisante, une forte liaison non spécifique a été
observée (Mestdagh, Goossens, 1994).

La méthode avec des membranes de cervelet de veau a alors été utilisée (Bennet et al., 1976;
Mestdagh, Goossens, 1994). 11 est intéressant de noter que chez I'animal adulte, les récepteurs

AT? sont peu nombreux. Par contre chez le nouveau-né, une forte densité de récepteurs AT9 est

présente, en particulier dans le cerveau, ce qui justifie ce choix.

Une particularité de cette méthode est 'addition de dithiothreitol (DTT) au milieu d'incubation.
Cet agent réducteur augmente la liaison de 1'Ang II aux récepteurs AT (cf fig 28). La
sensibilisation est maximale a partir d'une concentration de 1 mM en DTT (une préincubation
des membranes est préférable pour obtenir une bonne sensibilisation). Un autre intérét de cette
incubation est li€ a la diminution de la liaison de I'Ang II sur les récepteur AT] en présence de
DTT. Ceci peut permettre de diminuer la liaison non spécifique en supprimant la composante
liée a la présence éventuelle de traces de ces récepteurs dans la préparation.

Le mécanisme d'action du DTT sur les récepteurs AT ou AT9 n'est pas encore clairement
déterminé. Le DTT, agent réducteur, est capable de couper des ponts disulfure. Pour les
récepteurs AT], l'existence de ces ponts est supposées comme primordiale pour la
conformation du récepteur et leur rupture entrainerait un changement de conformation néfaste
pour la liaison de I'Ang II. Pour les récepteurs AT), I'existence de ponts disulfure n'est pas
montrée (bien que quatre résidus cystéines existent en bonne position pour en créer (cf page
15)). Si ces ponts n'existent pas, on pourrait comprendre que le DTT n'influence pas la liaison
de I'Ang II, mais en revanche on n'explique pas pourquoi une augmentation est observée. S'ils

existent, leur rupture et le changement de conformation qui en résulte ne perturberaient pas la
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liaison de 1'Ang II, voire méme au contraire pourraient l'augmenter... Mais il existe d'autres
hypothéses comme par exemple un lien avec une autre protéine qui serait rompu en présence de

DTT et qui influencerait la liaison de I'Ang II sur ces récepteurs...

Le ligand marqué choisi est également I'Ang 1I tritiée.
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Figure 28 : Sensibilisation des récepteurs AT? en présence de DTT

Le tableau suivant présente les affinités? des molécules de référence pour les deux types de

récepteurs déterminées selon les méthodes décrites précédemment.

Ang Il Saralasine DuP 753 PD 123177 | CGP 42112
AT} 9,5 9.4 8.8 <5 63
AT? 9,4 ND <5 73 ND
* les affinités sont exprimées en pKj
ND : non déterminé
- Saralasine : antagoniste peptidique AT sélectif
- DuP 753 : antagoniste non peptidique AT sélecuf
- PD 123177 : ligand non peptidique AT? sélectif
- CGP 42112 : ligand peptidique AT2 sélectf
Tableau 8

5.2.1.2. Screening fonctionnel : test sur organe isolé

L'Ang II est un des agents vasoconstricteur les plus puissants de l'organisme. Cet effet peut
étre facilement observé in vitro. Un fragment de vaisseau prélevé sur un animal est plongé dans
un bain de survie et relié & des capteurs de tension. L.es contractions induites par I'Ang II sont
alors visualisées par enregistrement des variations de tension. Cette méthode est trés largement

utilisée pour effectuer le screening fonctionnel des antagonistes de 1'Ang 11.



Les modeles les plus utilisés sont l'aorte thoracique ou abdominale de rat ou de lapin. Notre
choix s'est porté sur l'aorte thoracique de lapin. Il est décrit que seuls les récepteurs AT]
seratent exprimés sur ce tissu, alors que sur l'aorte de rat, les deux récepteurs AT} et AT2
seraient présents (Bottari et al., 1993).

Nous avons choisi d'utiliser le modele de l'aorte désendothélisée afin d'obtenir une réponse
uniquement due a la stimulation des cellules musculaires lisses vasculaires et de s'affranchir des
effets vasodilatateurs de I'endothélium. En effet, divers neuromédiateurs et en particulier
'acétylcholine sont susceptibles d'entrainer la geneése d'EDRF (endothelium derived relaxing
factor) par les cellules endothéliales. LEDRF (ou NO) formé diffuse a travers la membrane
plasmatique et induit la relaxation des cellules musculaires lisses en augmentant la concentration

en GMP¢ par activation d'une guanylate cyclase (cf fig 29).

Cellule musculaire
lisse

Lumiere Cellule endothéliaile

Tca2r  Arg

(L
AchBK,  _ | [O) GTP
T diffusion
ESEING

l GMPc

NO° <_l_ Cys-S-NO * Cys-S-NO

Cys-S-8-Cvs

Relaxation

Abréviations : Ach : acétylcholine, H : histamine, BK : bradykinine, A : adrénaline,
NA : noradrénaline, PLC : phospholipase C, G : protéine G, NO Sase : NO synthétase,
GC : guanylate cyclase

Figure 29

La méthode de désendothélisation par abrasion a l'aide d'un "goupillon" en papier a été validée
par la non relaxation induite par 'acétylcholine aprés contraction de l'aorte avec la noradrénaline

(expérience de Furchgott négative) (cf fig 30).
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Figure 30
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Le protocole d'étude consiste dans un premier temps a déterminer la précharge a appliquer a
l'organe. Cette précharge impose a l'organe une certaine tension de base, ainsi des variations
sont enregistrables.

Cette précharge est fonction de l'organe étudié et du type de préparation. Dans le cas des
anneaux d'aorte thoracique de lapin, une précharge de l'ordre de 4g est généralement utilisée.
Suite & un essai préliminaire, la réponse obtenue avec une précharge de 5g est la plus importante

et la plus reproductible, donc la plus satisfaisante.

Précharge (g) 4 5 6
contraction? (mg) 1100 1600 1650

a contraction induite par la noradrénaline & la concentration de 1()‘7M,
n=2

La deuxieme étape concerne le choix de la concentration de I'Ang II a utiliser pour contracter la
préparation. Cette concentration a été déterminée sur la base d'une étude de relation dose-effet et
choisie de maniére a induire une réponse équivalente a 80% de la réponse maximale, pour avoir

ainsi une sensibilité maximale. Elle a donc été choisie égale 2 10-SM.

Concentration | 159 | 3309 | 108 | 3.108 | 107 | 3.107
Ang I (M)
% contraction? 11 52 81 92 89 87

a pourcentage de contraction, €galau rapport de la contraction obtenue avec I'Ang Il sur la contraction
obtenue par la noradrénaline a 3. 100M qui sert de référence. n=4

Dans un deuxi¢me temps, la reproductibilité de la réponse a été étudiée. Dans ce but, la
stimulation trois fois de suite de la préparation a montré que l'intensité des contractions induites
parl'Ang Il a 10-8M n'est pas stable, elle augmente de 20% entre la contraction n°1 et la n°3.
Pour cette raison, dans le plan expérimental, un groupe témoin traité par le véhicule des
produits a tester est inclus. Les pourcentages d'inhibition sont alors calculés par rapport aux

valeurs de ce goupe témoin.

Contraction n° 1 2 3
% contraction® 100 108 120

a pourcentage de contraction, la contraction n°l est prise
comme référence. n=4

Enfin restait a déterminer le temps d'incubation du produit  tester. Dans la littérature, ce temps

varie de cinq a trente minutes. Nous avons choisi une durée intermédiare de quinze minutes.
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A partir de ces données, le protocole expérimental illustré par le graphique suivant a été établi
(cffig31):

Tension (g)
A

iPrécharge

it Ty

P \.
/ = / ) Produit ) Vo

Ang Il N ’
g l / Ny Ang Il i J l Angll l ;/
: ‘ e e
0+ f f : | f {
Stabilisation® Contraction  Ringages® Contraction  Rincages’ Incubation  Contraction

1 2 3

a ringages toutes les 15 min
b ringages toutes les 5 min jusqu'a retour a la ligne de base

Figure 31

Apres application de la précharge de 5g, une période de stabilisation de 75 min est observée.
Deux contractions sont alors induites par addition d'Ang II dans le bain de survie. La premiére
sert a stimuler la préparation, la seconde sert de référence. Puis le produit a tester est injecté et

apres quinze minutesd'incubation, une nouvelle contraction est déclenchée par 'Ang I1.

Deux antagonistes des récepteurs AT | de I'Ang II ont été testés pour valider le modele :

Produits pKi Concentration 9% d'inhibition €
ATj2 ATHb (mol /1)
Saralasine 94 ND 3.10-8 96d
DuP 753 8.8 <5 3.10°7 75d
a  binding des récepteurs ATq sur celiules PLC-PRF avec [H3] Angll
b binding des récepteurs AT sur membranes de cervelet de veau avec (H3] Angll

ND non déterminé

¢ pourcentage d'inhibition de la contraction induite par 'Ang II sur aorte thoracique désendothélisée de
lapin
d n=6

La Saralasine, antagoniste peptidique et le DuP 753, antagoniste non peptidique sélectifs des
récepteurs AT inhibent la contraction de l'aorte induite par I'Ang II. Le pouvoir inhibiteur de la
Saralasine est 10 fois & 30 supérieur a celui du DuP 753, une inhibition voisine étant obtenue

avec une concentration dix fois inférieure.



Remarques :

- Ces tests sur organes isolés et donc sur animaux peuvent €tre remplacés par des tests sur
cellules isolées consistant a mesurer soit un second messager impliqué dans le systeme de
transduction du récepteur, soit la réponse cellulaire. Pour le récepteur AT, cela est tout a fait

oS WA

envisageable et a méme déja été€ réalisé par dosage du calcium intracellulaire.

- Nous n'avons pas présenté ici de test pour le screening fonctionnel des récepteurs AT). Cela
n'est pas une omission, mais il n'existe pas a I'heure actuelle de modéle sur organe isolé
permettant d'évaluer I'action de I'Ang II par stimulation de ces récepteurs, le role de ces
récepteurs n'étant toujours pas connu. La solution serait peut étre justement de s'orienter

vers le dosage d'un second messager, lorsque les systémes de transduction seront établis.

5.2.2. Screening in vivo

5.2.2.1 Test d'observation neurocomportemental d'IRWIN

Ce test constitue souvent la premicre étape pour évaluer un produit in vivo. Il permet tout
d'abord d'évaluer la toxicité du produit (information indispensable pour la suite des tests in
vivo). Il permet également de déceler une action insoupgonnée, en particulier sur le systeme
nerveux central.

Le comportement des animaux est analysé suivant une grille d'observation standardisée (cf
partie expérimentale, page 123) pour déceler des effets neurocomportementaux, psychotropes

ou neurotoxiques.

5.2.2.2 Screening cardiovasculaire : effet antihypertenseur chez le rat hypertendu rénal
(RHR) vigile

In vivo, l'évaluation de l'efficacité d'un inhibiteur du SRA consiste a étudier son effet

antihypertenseur. En effet, le SRA joue un rble essentiel dans le contrdle de la pression

artérielle et un déséquilibre de ce systéme entraine l'apparition d'une hypertension. Différents

modeles existent, les trois principaux sont ['étude de :

- l'inhibition de l'augmentation de la pression artérielle induite par administration d'Ang II
chez le rat normotendu

- la diminution de la pression artérielle aprés administration de la substance chez le rat
spontanément hypertendu (SHR)

- la diminution de la pression artérielle aprés administration de la substance chez le rat
hypertendu rénal (RHR).
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La principale différence entre ces modéles est la nature et la cause impliquée dans 1'apparition de
I'hypertension. Pour le SHR, par exemple, I'hypertension est d'origine génétique et est liée en
particulier 4 une augmentation du tonus sympathique. En revanche, chez le RHR,
I'hypertension résulte d'une suractivation du SRA. Ce modéle est probablement le plus sensible

pour étudier l'action d'inhibiteurs du SRA.

I1 existe en fait plusieurs modeles d'hypertension rénale qui conduisent tous & une suractivation
du SRA. Ces modeles consistent soit a poser un "clip" autour de l'artére rénale pour diminuer le
débit de filiration rénale en laissant les deux reins intacts (modele deux reins-un clip) ou en
pratiquant I'ablation d'un rein (modele un rein-un clip), soit a ligaturer complétement l'artére
rénale d'un des deux reins.

Les hypertensions obtenues sont différentes selon les modeéles, mais sont toutes rénine-
dépendantes. Dans le cas du modele deux reins-un clip, I'hypertension est également volo-
dépendante. Dans les deux autres modéles, 'hypertension résulte essentiellement d'une
activation sympathique réflexe qui conduit a une hypersécrétion de rénine (Cangiano et al.,
1979).

Dans les méthodes avec pose de clips, I'hypertension est obtenue aprés quelques semaines et
présente un caractére chronique. Ces modeles sont généralement utilisés pour étudier 1'effet
d'un traitement chronique d'un inhibiteur du SRA.

Dans notre cas, nous avons choisi le modele de ligature de l'artére rénale car cette méthode
permet d'induire de facon aigu€ une activation du SRA. Les animaux présentent une
hypertension seulement sept jours apres la ligature, ce qui explique notre préférence pour ce

modele sur les précédents dans une optique de screening.

La pression artérielle moyenne (PAM) obtenue dans ce type de modéle est relativement
hétérogéne. Elle peut varier de 140 mmHg & 200 mmHg, la PAM chez le rat normotendu étant
en moyenne de I'ordre de 110 mmHg (1a PAM d'un rat Wistar pesant 300-400g est comprise
entre 100-120 mmHg). Afin de normaliser les résultats, ceux-ci sont exprimés en pourcentages
de normalisation de la PAM, c'est & dire par la capacité du produit & ramener la PAM & une

valeur normale, l'effet maximal antihypertenseur (100%) pouvant &tre obtenu correspondant
alors & une diminution de la PAM de A1 (cf fig 32).
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Figure 32

Un produit qui abaisse 1a PAM de A2 présente donc un pourcentage de normalisation égal a :

% de normalisation = (1 -(1-A2)/ A1) * 100

Il est & noter que cette représentation permet également de distinguer une molécule douée de
propriétés antihypertensives, d'une molécule présentant des effets hypotenseurs. Un agent
antihypertenseur abaisse la valeur de PAM jusqu'au niveau de celle d'un animal normotendu en
s'opposant a la cause de I'hypertension. Un agent hypotenseur entraine au contraire une
diminution de la PAM en dessous de celle considérée comme normale, en général par un
mécanisme non spécifique et indépendant de l'éthiologie de I'hypertension, par exemple par un

effet vasodilatateur comme avec I'Hydralazine ou le Minoxidil.

Dans une stratégie de screening, deux objectifs sont recherchés :

1- savoir si la molécule posseéde un profil antihypertenseur

2- comparer les effets de différentes molécules pour pouvoir établir une hiérarchie et essayer de
dégager des relations structure-activité.

On recherche donc dans un premier temps plus une caractérisation qualitative que quantitative

des effets sur la pression artérielle d'une molécule. Néanmoins, deux paramétres sont

importants pour apprécier l'activité des molécules étudiées :

- le pouvoir antihypertenseur, estimé par les doses permettant d'obtenir ['effet
antihypertenseur

- la durée de l'effet.
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Le modéle a été validé avec deux molécules de référence: un inhibiteur de I'ACE, 1'Enalaprilate

et un antagoniste des récepteurs AT1, le DuP 753.

Produits Dose % de Durée de
(mg/kg) normalisation {'effetb
RHR 2
0,03 45 <40
Enalaprilate 0,1 72 >80
03 83 >80
0,3 25 <5
DuP 753 1 45 <15
3 93 > 80

a pourcentage de normalisation de la pression artérielie moyenne apreés administration
par voie intraveineuse chez le rat hypertendu rénal, n =2
b temps pour retouner aux valeurs de PAM avant administration

Les deux substances diminuent la PAM du RHR sur des durées importantes, supérieures a
80 min pour I'Enalaprilate dés la dose de 0,1 mg/kg et pour le DuP 753 i la dose de 3 mg/kg.
Ces résultats montrent que I'Enalaprilate a un pouvoir antihypertenseur environ dix fois
supérieur au DuP 753 car produisant un effet antihypertenseur équivalent a celui du DuP 753 a

des doses dix fois inférieures.

5.2.3. Stratégie pour l'évaluation pharmacologique des molécules synthétisées

En général, deux étapes importantes jalonnent un travail de recherche exploratoire. La premiére
est la découverte d'un composé "chef de file", la seconde consiste a réaliser de multiples
pharmacomodulations pour tenter d'améliorer les caractéristiques de ce composé leader. Il
apparait que pour ces deux étapes un grand nombre de molécules doit étre synthétisé et la
connaissance des premiers parametres pharmacologiques (affinité, inhibition de la contraction
sur aorte isolée...) doit étre la plus rapide possible pour pouvoir orienter, guider la synthése de
nouveaux composés en fonction des relations structure-affinité et activité qui peuvent se
dessiner. Pour cette raison, les protocoles des quatre tests présentés précédemment ont été
établis de maniere a obtenir le plus rapidement possible les informations souhaitées. L'ordre
dans lequel sont réalisés ces tests n'est pas aléatoire, il doit permettre d'effectuer a chaque étape

une sélection des molécules potentiellement intéressantes.
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Premiére étape : le binding

Ce test permet de savoir si une molécule possede ou non une affinité pour le récepteur. Il arrive
donc en téte et est réalisé avec toutes les molécules.

Les molécules sont testées dans un premier temps a une concentration de 10-5M. Si aucun effet
inhibiteur de la liaison de I'Ang II n'est obtenu a cette concentration, la molécule est considérée
comme non affine pour le récepteur. Dans le cas ot1 le pourcentage de déplacement a cette dose

est supérieur a 80%, le pK; est déterminé.

Seconde étape : l'aorte isolée

Ce test renseigne sur la nature de l'interaction de la molécule avec sa cible : antagoniste,
agoniste... Toutes les molécules ayant montré une affinité pour les récepteurs doivent donc étre
testées. Cependant dans un premier temps, nous avons décidé de tester l'ensemble des
molécules a la fois en binding et sur aorte isolée de lapin, aprés avoir considéré que nous ne
possédions pas assez de recul sur les séries chimiques synthétisées. En effet, certaines
molécules peuvent réserver des surprises. Par exemple, 1'antagoniste CV 11194 posséde une
affinité moyenne pour les récepteurs AT1, IC50 égale a 5,5.10°’M sur membranes de
corticosurrénales de boeuf, alors que son pouvoir inhibiteur de la contraction de l'aorte induite
par I'Ang II est excellent, IC50 égale a 55.10-11M, soit une différence de quatre unités
logarithmiques (Kubo et al., 1993a). Les conditions rencontrées avec des cultures cellulaires et
encore a plus fortes raisons avec des membranes sont totalement artificielles et trés éloignées
des conditions naturelles dans lesquelles se trouve le récepteur. Cela peut donc induire des
divergences importantes avec les conditions in vivo. Entre 1'organe isolé et 'animal entier, le
fossé est moins grand et les résultats peuvent étre plus représentatifs de la réalité, d'ol un intérét
supplémentaire pour ce test qui constitue un tremplin entre l'ex vivo et l'in vivo.

Cependant, apres avoir testé une trentaine de molécules, nous avons constaté que seules celles
ayant une affinité supérieure a un pKj de 6,5 présentent un effet inhibiteur sur 1'aorte isolée. Ce
n'est donc qu'aprés avoir considéré que nous avions un recul suffisant sur le modele avec les
séries chimiques étudiées que nous avons décidé de ne tester que les composés dont le pKj est
supérieur ou égal a 6.

Comme pour le binding, les molécules sont testées a une concentration de 10-5M. Si aucune

inhibition n'est obtenue 2 cette concentration, la molécule est considérée inactive.
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Troisieéme étape : phase in vivo
A l'issue des deux tests ex vivo, le potentiel d'une molécule peut étre apprécié et on juge a ce

niveau de la poursuite des essais.

RHR

Pour le screening d'activité in vivo, seules les molécules ayant montré une affinité pour les
récepteurs de 1'Ang II et un effet inhibiteur sur aorte isolée sont retenues pour évaluer leur
éventuel effet antihypertenseur chez le RHR.

Les effets des produits a tester sont alors évalués sur des groupes de deux animaux a trois

doses croissantes : 3 - 10 - 30 mg/kg par voie intraveineuse.

Irwin

Pour le test d'Irwin, les critéres de sélection sont un peu différents. Les molécules sélectionnées
pour étre étudiées sur RHR sont obligatoirement testées. Pour les autres, il peut étre intéressant
et souhaitable de les tester aussi. Ces molécules appartiennent souvent 8 une méme famille
chimique, on peut donc avoir ainsi des renseignements sur la toxicité éventuelle de cette
structure ou sur sa capacité par exemple & passer la barriere méningée et induire des effets
centraux.

Les molécules solubles en milieux aqueux sont testées a une dose de 300 mg/kg par voie
intraveineuse. Cette dose est importante et peut étre diminuée en fonction de la limite de
solubilité des produits. Si un effet est observé a cette dose, la dose maximale sans effet est

recherchée.

Note: Dans les modeles in vivo, la voie intraveineuse est choisie en priorité de facon a

s'affranchir de tout probléme d'absorption éventuel.
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6.1. MOLECULES INSPIREES DE LA CONFORMATION "SCORPION" : 4- ET 5-(2-
ALKOXYBENZYL)-1-BENZYL-IMIDAZOLES ET (2-ALKOXYPHENYL)-[(1-BENZYL)-
IMIDAZOL-4 ET 5-YL) CETONES

Les affinités de six molécules : un dérivé méthylénique et cinq cétones ont été évaluées en
binding des récepteurs AT. Les résultats sont présentés dans le tableau suivant.
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Aucun de ces composés ne présente une affinité pour les récepteurs AT 1. Ces premiers résultats
sont décevants, cependant cette absence d'affinité peut s'expliquer par l'absence dans la
structure de ces molécules de certains éléments importants pour l'affinité comme par exemple
une chaine carbonée pour les dérivés cétoniques.

Malheureusement les difficultés rencontrées au cours de la synthése ne nous ont pas permis de
préparer tous les composés souhaités et nécessaires pour étudier et déterminer les premieres
relations structure-affinité. A ce niveau, il nous est impossible de statuer sur la validité ou non
de notre hypothe¢se de départ, a savoir la présence d'une interaction a trois centres (hydroxyle de
Tyr4, imidazole de His®, acide carboxylique de Phe8) et l'adoption de la conformation
"scorpion” par I'Ang II pour se lier au récepteur.

Cependant une avancée a été réalisée avec le développement des syntheses régiosélectives qui a
permis de surmonter le probléme de séparation des isomeéres de position obtenue apres

alkylation des synthons (2-alkoxybenzyl) imidazoles 47.



L'une de ces synthéses a abouti a la préparation du composé 90 : 2-butyl-4-chloro-5-(2-
hydroxybenzyl)-1-[[2'-(1H-tétrazol-5-yl)biphényl-4-yllméthyl] imidazole qui présente une
bonne affinité pour les récepteurs AT1 : pKi =7.8.

OH
\ {
N N =N

Cl N

90
pKi = 17,8 (AT1)

Ce composé dont la structure N,C benzylimidazole répond & notre hypothése de travail constitue
un nouveau point de départ pour argumenter I'hypothése de la conformation "scorpion” adoptée
par I'Ang II pour sa liaison au récepteur. 11 serait intéressant de comparer l'affinité du composé
90 avec celle de son isomére de position 5-chloro-4-(2-hydroxybenzyl) imidazole N1 substitué.
Si notre hypothése est correcte, cet isomére doit présenter une affinité supérieure a celle du

composé 90.

D'autre part, un autre regard peut étre porté sur le dérivé 90. Il peut en effet €tre considéré
comme un analogue du DuP 753, ou l'hydroxyméthyle est remplacé par un groupe

2-hydroxybenzyle.

OH N
\ ]
N N=N
> | .>—C4H9
Cl N

DUP 753 20

Dans I'hypothese ot le groupe en position 4 sur l'imidazole du DuP 753 joue le rdle du phénol
de la tyrosine de I'Ang II, l'introduction de la structure phénolique laissait espérer un effet
bénéfique sur l'affinité. Or le dérivé 90 présente une affinité inférieure d'une unité
logarithmique & celle du DuP 753 (pKi = 8,8). Cette diminution peut s'expliquer par une géne
stérique entre I'atome de chlore et le noyau phénolique, qui empéche une bonne orientation de
ce dernier pour interagir avec le récepteur. Une des premiéres pharmacomodulations a réaliser
est donc d'étudier 1'analogue non chloré du composé 90. D'autres modifications sont également
envisageables pour étudier la région occupée par I'hydroxyméthyle du Dup 753 et voir si il

existe ou non une opportunité pour introduire une structure phénolique par analogie au phénol
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de la tyrosine de I'Ang 1I. Des composés conservant la fonction hydroxyméthyle du DuP 753
mais substituée par différentes structures aromatiques : benzyle, phényle, hydroxybenzyle...

peuvent étre envisagés.

2o A
Uy
~ I

Q

I

Pharmacomodulations autour du composé 90

Note : la structure du composé 90 a pu €tre dévoilée apres accord de la firme UCB.
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6.2. NOUVELLE HYPOTHESE DE TRAVAIL ET NOUVELLE STRUCTURE ORIGINALE
D'ANTAGONISTES NON PEPTIDIQUES DES RECEPTEURS DE L'ANG II

Parallélement au travail que nous venons d'exposer, une seconde hypothése de travail a été
développée au sein du laboratoire. Compte tenu des objectifs qui nous étaient fixés (cf préface),
nous n'avons pas participé a I'étude chimique, mais en revanche, nous avons étudié les produits
issus de ce concept sur le plan pharmacologique. Le concept rationnel de cette série a pour
origine deux antagonistes des récepteurs AT : le SKF 108566 et le CGP 48933. L'application
de principes de drug design tels que théorie des cycles potentiels et bioisostérie a abouti a

1'élaboration d'une structure originale d'antagonistes des récepteurs de I'Ang II.

N ~ COOH

CHy— | HOOC_ N_ _C,H,
N S hig
N/ O

SKF 108566 CGP 48933

Tet : tétrazole

Suite & des pharmacomodulations réalisées autour de la structure d'origine, un composé
possédant un pKi égal a 5,7 a été élaboré. Puis un nouveau pas a été franchi avec la synthése
d'un composé présentant un pKi de 6,9. Ce dérivé constitue a I'heure actuelle un chef de file et

de nombreuses pharmacomodulations ont été et sont encore étudiées.

Dans le cadre de ce travail, une trentaine de produits ont été synthétisés et testés. Cing
composés se sont révélés posséder une affinité pour les récepteurs de I'Ang II et un effet
inhibiteur de la contraction de l'aorte isolée de lapin induite par 1'Ang II. lls ont donc été
- sélectionnés pour évaluer leur éventuel effet antihypertenseur chez le rat hypertendu rénal. Trois
d'entre eux induisent une diminution de la pression artérielle moyenne (PAM) a la dose de
30 mg/kg par voie intraveineuse. Ces effets sont toutefois faibles. Le DuP 753, antagoniste
AT de référence, normalise la PAM 2 une dose de 3 mg/kg avec une durée d'action supérieure
a une heure, alors que les molécules testées induisent des pourcentages de normalisation
compris entre 38 et 50% & une dose dix fois supérieure de 30 mg/kg, sur des durées courtes
(< 30 minutes).

Les tests d'Irwin réalisé€s sur une vingtaine de réprésentants de cette famille n'ont pas révélé de
toxicité aigué (aucune dose toxique inférieure ou égale a 100 mg/kg n'a été observée), ni d'effet
caractéristique sur le comportement des animaux.

Ces premiers résultats laissent espérer que cette voie puisse aboutir a 1'élaboration
d'antagonistes pouvant rivaliser avec ceux déja découverts dont les affinités sont au moins

égales 2 10-9 M. Les travaux continuent donc dans cet axe.
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Par la réalisation de ces travaux dans le cadre d'une convention CIFRE, deux objectifs
principaux étaient poursuivis :
- un objectif "a caractére scientifique” avec la volonté de mener a bien un sujet de recherche
- un objectif "a caractére formateur" qui comprenait deux volets :
- acquisition de connaissances dans les domaines de la Chimie Thérapeutique et de la
Pharmacologie
- acquisition d'une expérience professionnelle avec une formation aux méthodes de

I'encadrement en vue d'une intégration future dans le secteur privé

Objectif n°1 : Conception, synthése et évaluation pharmacologique d'antagonistes non

peptiques de ['Ang II

Comme nous l'avons vu dans la partie généralités, la recherche d'antagonistes des récepteurs de
I'Ang II, qui a commencé il y a une quinzaine d'années, se caractérise par une approche
rationnelle avec la volonté de copier au mieux le ligand endogéne, I'Ang II. Nous avons essayé
de s'inspirer de cette démarche rationnelle pour concevoir de nouvelles structures d'antagonistes

potentiels des récepteurs de 'Ang II.

La premiére hypothése de travail qui consiste & copier I'Ang II dans une conformation
particuliere, la conformation "scorpion” a conduit a I'élaboration de 4- ou 5- (2-alkoxybenzyl)-
1-benzyl imidazoles et (2-alkoxyphényl)-(1-benzylimidazol-4 ou -5-yl) cétones.

Dans un premier temps, des synthéses non régiosélectives ont été envisagées pour la
préparation de ces composés. Des difficultés de séparation des isoméres de position n'ont pas
permis d'obtenir tous les composés souhaités. Seule la liaison de six dérivés a pu étre évaluée
en binding et aucun ne présente la moindre affinité pour les récepteurs AT1.

Sur le plan chimique, la solution a été trouvée par le développement de synthéses
régiosélectives. Trois voies ont été envisagées et I'une d'entre elle a mené a la préparation du
2-butyl-4-chloro-5-(2-hydroxybenzyl)-1-[[2'-(1H-tétrazol-5-yl)biphényl-4-ylJméthylJimidazole
90. Ce composé N, C benzylimidazole répond a I'hypothése de travail et posséde une bonne
affinité pour le récepteur AT, pKi = 7,8.

A ce jour, il nous est impossible de statuer sur la validité ou non de notre hypothése de départ et
donc sur I'importance du transfert de charges entre les trots résidus Tyr4-His6—Phe8 mis en
évidence par des études de RMN de 1'Ang II en solution pour sa liaison aux récepteurs.
Cependant le bon résultat obtenu avec le dérivé 90 a relancé l'intérét pour cette famille de
composés. Diverses pharmacomodulations sont envisageables et le développement des
syntheses régiosélectives doit faciliter I'obtention des composés futurs.

Cette information sur la conformation adoptée par I'Ang II pour se lier a son récepteur est
intéressante sur un plan fondamental. Associée aux résultats de mutagénese dirigée, elle pourrait

faire progresser les connaissances sur le site de fixation de I'Ang II sur ces récepteurs.
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Parallélement, une deuxiéme famille de composés dont la structure est inspirée de deux
antagonistes des récepteurs de 1'Ang Il déja existants, le SKF 108566 et le CGP 48933 a été
élaborée et synthétisée au sein du laboratoire. Nous avons participé a leur évaluation
pharmacologique. Cette évaluation a été effectuée dans une stratégie de screening comprenant
des tests in vitro : binding des récepteurs AT et AT, aorte isolée de lapin et des test in vivo :
test dIRWIN et recherche d'un effet antihypertenseur chez la rat hypertendu rénal. Les
meilleurs composés possédent des affinités de l'ordre de 107 M (pKi = 6,8-6,9) pour les
récepteurs AT]. Cinq présentent un effet inhibiteur de la contraction de l'aorte isolée de lapin
induite par I'Ang II et trois d'entre eux présentent des effets antihypertenseurs chez le rat

hypertendu rénal par voie intraveineuse a la dose de 30 mg/kg.

Ce travail constitue un point de départ dans les recherches d'antagonistes des récepteurs de
I'Ang IT menées au laboratoire. Deux composés intéressants ont été synthétisés : le dérivé 90,
dont le pKi est égal 2 7,8 et qui répond a la premiére hypothése de travail et le second dont le
pKi est égal 2 6,9 et qui appartient a la deuxieéme famille. Ils constituent a I'heure actuelle "deux
chefs de file". Diverses pharmacomodulations doivent maintenant &tre réalisées pour tenter de
définir des relations structure-affinité pour pouvoir ainsi €élaborer des molécules susceptibles de
concurrencer les antagonistes déja existants dont les affinités sont supérieures a 1009 M car

'enjeu est d'importance.

En effet les perspectives thérapeutiques pour les inhibiteurs du SRA sont séduisantes et
prometteuses. La premiére indication qui vient & I'esprit est 'hypertension artérielle. Cependant
dans ce domaine la concurrence est importante et les perspectives de développement sont
limitées. Plus prometteuse est la mise en évidence de SRA tissulaires, de sous-types de
récepteurs dont les roles ne sont pas encore connus, mais pour lesquels on soupgonne une
intervention dans la croissance cellulaire. Les phénomeénes d'hypertrophie et d'hyperplasie
cellulaires sont présents dans de nombreuses pathologies graves, athérosclérose, resténose,
hypertrophie ventriculaire gauche pour le domaine cardiovasculaire, mais aussi cancers... contre

lesquelles on ne dispose pas encore de reméde vraiment efficace.
Objectif n°2 : Formation et intégration au monde industriel

Dans l'intitulé de la convention CIFRE (Convention Industrielle de Formation par le
Recherche), les trois mots : industrielle, formation et recherche symbolisent bien les objectifs a

atteindre.

Concernant 1'aspect recherche, ce mémoire présente les travaux réalisés et les résultats obtenus.

~

Ingénieur chimiste de formation, ma participation a ce travail de drug design depuis la

conception jusqu'aux études de pharmacologie, m'a permis d'acquérir des connaissances dans
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les domaines de la Chimie Thérapeutique (conception et synthése de nouvelles molécules) et de
la Pharmacologie. Cette formation pratique a été complétée par une formation théorique avec la
préparation pendant la premiére année de cette thése du Masteére en Drug Design (Université de
Lille II).

Au cours de mon séjour dans l'entreprise, j'ai également été formée aux méthodes

d'encadrement en participant au management du secteur de Pharmacologie Générale du CERB.

Cette expérience professionnelle complétée des connaissances acquises au cours de ces trois ans

devront me permettre d'intégrer avec le maximum d'atouts l'industrie pharmaceutique.
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