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RBsumC - L’inhibition de la synthgse des prostaglandines est le principal mkcanisme d’action des anti-inflammatoires 
non st&o?diens (AINS) actuellement utilists en thkrapeutique. Des composks susceptibles d’inhiber simultanCment la synth&e 
des prostaglandines et des leucotri&es pourraient Ctre des mkdicaments anti-inflammatoires & plus large spectre d’action 
que les AINS classiques. La synth&e d’une sCrie d’hydrazones est d&rite, ainsi que l’influence des substitutions hydra- 
zoniques sur l’activitk biologique. 

Summary - Dual inhibitors of the cyclooxygenase and lipoxygenase pathways: synthesis and activity of hydrazone deri- 
vatives. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) act by preventingprostaglandin production. In recent years, research 
on non-steroid dual inhibitors ofprostaglandin and leukotriene biosyntheses has been developed. These compounds shouldrepresent 
a new class of anti-injlammatory drugs, with a wider spectrum of activity than classical NSAIDs. The present paper reports 
the synthesis of hydrazone derivatives. The efSect of various substitutions is studied on platelet cyclooxygenase (i.e. prosta- 
glandin synthesis) and on leukocyte Slipoxygenase (i.e. leukotriene synthesis). Among the 50 tested compounds, 2 hydrazone 
derivatives were selected for their sign$cant dual inhibitory potency: 2-acetylthiophene-2-thiazolylhydrazone 5g, and N-phenyl 
benzamidrazone 6c. 

non-steroidal anti-inflammatory drags / hydrazones / dual inhibitor / cyclooxygenase / lipoxygenase 

Introduction 

Les mktabolites de I’acide arachidonique sont des modu- 
lateurs de nombreuses fonctions cellulaires. Par ailleurs, 
ces mkdiateurs sont impliquCs dans les rCactions inflamma- 
toires et allergiques [l]. L’inhibition de la synth&e des 
prostaglandines issues de la voie de la cyclooxygtnase a 
CtC reconnue comme &ant le principal mkanisme d’action 
des anti-inflammatoires non st6roIdiens (AINS) tels que 
l’aspirine [2]. Cependant, les cellules inflammatoires: 
leucocytes polynuc%aires, macrophages, mastocytes et 
plaquettes metabolisent l’acide arachidonique, sous I’action 
de lipoxygknases, en acides hydroperoxy- (HPETE) et 
hydroxy-icosatktrakno’iques (HETE) ainsi qu’en leucotri&nes. 
Ces d&-iv& jouent Cgalement un r81e important dans les 
processus inflammatoires, soit par leur effet chimiotactique 
et activateur de la secrktion leucocytaire, soit par leurs 
effets vasculaires [3-51. Les leucotri&es C4 et Dq, cons- 
tituants de la ccslow reacting substance of anaphylaxiw 
(SRS-A) sont aussi impliquks dans les rkactions allergiques 

* Auteur ci qui la correspondance doit &tre adresske. 

telles que l’asthme, en particulier par leur activitk broncho- 
constrictrice [6, 71. 

Les inhibiteurs mixtes de cyclooxygknase/lipoxyg&ases 
pourraient &tre des mkdicaments anti-inflammatoires h 
plus large spectre d’action que les AINS actuels. Parmi 
les produits posddant cette double activitk, des skies 
de phknylhydrazones ont BtB d&rites [8, 91. D’autre part, 
trois d&iv& pyrazoliniques : BW 755 C (l), CL1 (2) et 
phknidone (3), qui peuvent &re consid&& comme des 
hydrazones cycliques, prksentent tgalement ce profil [lo-l 31. 
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La recherche de nouveaux inhibiteurs mixtes nous a 
conduit a Ctudier I’influence des substitutions hydrazoniques 
sur l’activid biologique (Q-11). 

Chimie 

La plupart des hydrazones sont synthetisees suivant un 
procede largement decrit : reflux d‘un melange Cquimo- 
laire d’hydrazine et de c&one en solution alcoolique en 
presence d’un catalyseur acide (protocoles experimentaux, 
methodes A-C). 

H+ 

)N-NH2 + o=c( _3 >N-N=,( 

Pour les hydrazines N,N cycliques, les condensations avec 
les &tones sont menees en presence de chlorure de zinc 
comme catalyseur, en piegeant l’eau lib&e au tours de 
la reaction (methode D). 

N - NH2 + o=c < N-N=C 
< 

- Hz0 

Les acides N-aryl-benzhydrazoniques I sont obtenus par 
condensation d’une aryl-hydrazine sur un chlorure d’acide 
en presence de pyridine a temperature ambiante (methode 
E). Par reflux en presence de PC&, les composes I con- 
duisent a un intermediaire chlorophosphinyl qui est ensuite 
transform6 en chlorure d’acide N-aryl-benzhydrazonique II 
par. addition de phenol a 0°C (methode F). Les N-aryl- 
benzamidrazones III sont synthetisees par addition d’ammo- 
niac a basse temperature sur les composes II (methode G). 

Cl Pyridine OH 
I 

Ar NH-NH2 + 0 = C ___* Ar NH-N = C’ 

‘9 I ‘pl 

1) PC15 

2) Phbnol 

NH2 +NH3 Cl 
/ / 

Ar NH-N = C Ar NH-N = C 

III Y - II ‘p/ 

Activite biologique et Discussion 

Les produits de la serie 4 sont inhibiteurs de la cyclooxy- 
genase et des lipoxygenases (l’inhibition est superieure 
a 50% a ia concentration de 50 pmol x 1-l). Toutefois, 

la substitution d’un groupe methoxy en para du noyau 
phenyle Y diminue fortement l’activiti: sur la 5-lipoxygenase 
(4~). Inversement, le derive 4i n’est pas actif sur les enzymes 
plaquettaires, et le derive 4k presentant un groupement 
Z = furyl-2 presente peu d’activite sur toutes les enzymes. 

Les produits de la serie 5, qui different des precedents 
par la nature heterocyclique du groupement aromatique Y, 
sont actifs, sauf les derives 5b et 5f dont l’heterocycle est 
un groupement 7-chloro, quinolyl-4, et le derive 5a (Y = 
pyridyl-2) qui inhibe specifiquement la cyclooxygenase. 
Par ailleurs, l’introduction d’un groupement acetique sur 
le noyau thienyle en Z fait tgalement disparaitre l’activite 
(5h v&s 5g). 

L’allongement de la chafne alkyle en Rl ou l’intro- 
duction d’un cycle aromatique ou non n’apporte que peu 
de modification a l’activite (6d-i vs 4d) qui est fonction 
par ailleurs de l’effet electronique du substituant R,: 
NH2 = CH3 > OH > COOH = COCH, > Cl; 6c = 
4d > 6b > 6j = 6k = 6a. 

Lorsqu’en serie 7, Z est un groupement vinyl-aromatique, 
les produits (7c, 7d) ont une plus grande specificite pour 
la 5-lipoxygenase. Les autres derives de la serie, dont le 
groupement Z est une fonction alkyl-carboxylique, ne 
sont pas actifs sur la 5-lipoxygenase (7b, 7e) alors que 
leurs esters tthyliques (7a, 7f) le sont. 

Les arylhydrazones de c&ones cycliques @b--Se) sont 
de bons inhibiteurs, par analogie structurale avec les com- 
poses 4a-d et 6d, 6e, 6g, 6h. Le derive 8a, par contre, qui 
ne Porte pas le carbone fonctionnel en alpha du noyau 
benzenique, perd l’activite sur les enzymes plaquettaires. 

Les amide-hydrazones (9) ne sont pas des inhibiteurs 
mixtes. Les composes 10 obtenus a partir d’hydrazines 
disubstituees sont totalement inactifs, ainsi que les derives 
d’hydrazines cycliques 11. 

Cette etude de la cyclooxygenase plaquettaire et de la 
5-lipoxygenase leucocytaire permet de conclure a I’acti- 
vite inhibitrice mixte de la structure g&&ale oh Y est aro- 
matique, R1 est un groupement alkyle ou un groupement 
NH, et Z un noyau aromatique ou un ester d’acide alkyl- 
carboxylique. Ces conclusions sont en accord avec les 
travaux precedents portant sur I’inhibition de la 15-lipo- 
xygenase de soja par des hydrazones [15] et des hydra- 
zines [16]. 

Dans la prtsente etude, les variations d’activite de la 
IZlipoxygenase plaquettaire ne peuvent dtre interprttees 
avec certitude en raison de la presence simultanee dans 
la cellule &tudiCe de la cyclooxygenase. L’inhibition de 
celle-ci conduit en effet par une plus grande disponibilite 
du substrat [17] a une biosynthese accrue de 12-HETE, 
susceptible de masquer une inhibition directe de la 12- 
lipoxygenase. La raison de cet effet pourrait dtre cependant 
plus complexe. Une stimulation selective de la production 
de 12-HETE par la plaquette a CtC en effet observee avec 
des composes connus pour interferer avec le calcium intra- 
cellulaire. 11 n’est pas exclu que les hydrazones interagissent 
avec le calcium, independamment de leurs effets sur le 
metabolisme oxydatif de l’acide arachidonique. 

Le derive apparent6 BW 755 C (I) largement utilist 
comme inhibiteur de reference de la voie 5-lipoxygenase 
[18], s’adre beaucoup moins actif (IC,, = 100 pmol x 1 -I). 



RI 
Y-NH-N=C-Z 

* Non inhibk 
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L inhibition a 50 pM 

NO Y R1 
Z 

9a Benzyl CH 3 Phgnyl 

9b 3-U phe’nyl CH 3 Phdnyl 

9c 4-Pyridyl CH 3 PhCnyl 

LTB 4 5 HETE TX@ 12 HETE 

II 0 100 0 

62 100 ni 28 

n i n i 0 0 

C16H16N20 
bss- 7 (MEOH) 1 A (57) 

A (52) 

A (30) 

R, RI 
Y-N-N=C-Z 

T Mthode % inhibition& 50 pk.4 

Y 
R2 R1 

Z Formule brute 
Fusion (“C) 

!5olvant 

PhCnyl 

Phenyl 

Phenyl 

CH3 CH3 Phdnyl C,sH,6N2 HCI 98-100 (EtOH) 

Phenyl CH 
3 

Phdnyl 
C20H18N2 

96- 8 (EtOH) 

Phdnyl CH3 2-ThiBnyl 
Cl*H16N2s 

97- 9 (MEZOH) 

NO 

IO a 

(Rdt :;) LTB4 5 HETE 

f 
c (25) 10 40 

10 b 

10 c 7 1 24 

Y-N-N==--- 

I 
Fusion (“C) MBthode 

‘; inhibition B 50 pM 

Formule brute 
solvent (RDT %:) LTB4 5 HETE 

e 
Y N- 

- 
NO R1 Z 

CH 
3 C12H,6N2 

Huile D (70) 0 20 

,3H,8N2 HCI IZI- 3 (MeOH) D (80) 13 40 

C10H10N4 i 18-20 (M~OH) 

I1 a 

11 b 

PhGnyl 

PhGnyl CH 
3 

11 c CH 
3 

Phenyl 

Une analyse plus approfondie des activitks inhibitrices no1 en presence de 5 gouttes d’acide acetique. Triturer les cristaux 
enzymatiques et anti-inflammatoires a permis de retenir obtenus apres evaporation du solvant au bain-marie sous vide dans 
les d&iv& 5g et 6c pour un dtveloppement pharmaceutique 20 ml de NH,OH, essorer, laver par l’eau et recristalliser dans le 

[17, 19-201. 
solvant correspondant (Voir tableau). 

Protocoles exphrimentaux 

Mithode B 
Ajouter en une seule fois 0,05 mol de &tone 8 une solution de 0,05 mol 
d’hydrazine dans 10 ml d’acide acetique et 40 ml d’eau. Agiter encore 
5 min a temperature ambiante, essorer, laver par I’eau et recristalliser. 

Chimie MPthode C 

Me’thode A 
Porter a ebullition pendant 10 min 0,Ol mol de c&one et d’hydrazine 

Porter a Bbullition 0,Ol mol d’hydrazine et de c&one dans 25 ml d’etha- 
dans 25 ml d’ethanol a 95OC. Apres evaporation du solvant au bain- 
marie sous vide, recristalliser le residu. 
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Mkthode D 
Chauffer a reflux 0,02 mol d’amine, 0,02 mol d’acetophenone et 
0,001 mol de chlorure de zinc en solution dans 100 ml de benzene, 
dans un ballon surmonte d’un piege a eau, jusqu’a elimination totale 
de l’eau. Apres evaporation du benzene au bain-marie sous vide, 
fractionner sous vide le residu ou le cristalliser dans le solvant appro- 
prie. 

M&hode E: Benzovl Dhenvlhvdrazide 6b 
Ajouter 0,05 mol de &hlofure d’acide benzoique goutte a goutte entre 
5 et 15oC a une solution de 0.05 mol de nhenvlhvdrazine dans 40 ml 
de pyridine. Laisser reposer 48 h a temperature ambiante. Concentrer 
de moitie au bain-marie sous pression reduite et verser dans 200 ml 
d’eau glacee. Essorer et recristalliser le precipite ainsi obtenu dans 
l’ethanol. 

Mithode F: Chlorure de C’acide N-phenyl benzhydrazonique 6a 
Chauffer 51 reflux pendant 3 h 0,07 mol de benzoyl phenylhydrazide 
et 0.077 mol de nentachlorure de nhosnhore dans 200 ml de tetra- 
chlorure de carbone. Refroidir ensuite a &C et ajouter goutte a goutte 
a cette temperature 0,37 mol de phenol dans 100 ml de tetrachlorure 
de carbone. Maintenir l’agitation a OOC 1 h apt-es l’addition. Apt-es 
evaporation du solvant sous pression reduite, cristalliser le residu 
dans le methanol & OOC et recristalliser dans du benzene. 

MLthode G: N-phenyl benzamidrazone 6c 
Faire passer un courant d’ammoniac set pendant 2 h a O%! dans 
une solution de 0,2 mol de chlorure de I’acide N-phenyl benzhydra- 
zonique dans 400 ml de tetrahydrofurane %anhydre. Filtrer l’insoluble 
et &vaporer le filtrat a set sous pression reduite. Dissoudre le residu 
dans l’ether et saturer la solution avec un courant d’acide chlorhy- 
drique. Essorer le precipite forme et recristalliser dans l’ethanol. 

Biologie 

Me’tabolisme du [14C]acide arachidonique dans Ces Ceucocytes pt+iton&au 
de lapin 
Les leucocytes sont obtenus selon la technique d&rite par Borgeat 
et ~011. [14] avec quelques modifications. En bref, 100 ml d’une solution 
de glycogene a 0,2 % sont inject& dans la cavite peritoneale de lapins 
albinos New Zealand males. 5 h apres, les animaux sont anesthesies 
et 100 ml de PBS Dulbecco heparine, sans Ca+f ni Mg++ sont inject& 
dans la cavite pbitoneale. L’abdomen est incise et le liquide peritoneal 
est recueilli, filtre et centrifuge (220 X 8,. 15 min, 20°C).- Le culot 
cellulaire est lave 2 fois dans le meme mtheu. La viabilite (96 ‘A) est 
mesuree par le test d’exclusion au bleu trypan. Le volume de la sus- 
pension est ajuste de facon a obtenir 2-2,5 x 10’ leucocytes/ml. 
Un ml de suspension est preincube 15 min a 37oC en presence de 
10 ~1 de DMSO (temoin) ou du produit test& dissous dans 10 pl de 
DMSO. La reaction est declenchee par addition de [%]arachidonate 
de Na (1 &i, 18 FM) et de A23187 (1 PM). Elle est bloquee au bout 
de 5 mmpar. addition de 3 vol d’eau glacee. Les incubats sont aci- 
difies a nH 3 et la radioactivite extraite par 2 fois 10 vol d’acetate 
d’ethyle.-La phase organique est Bvaporee-a set et le residu, redissous 
dans 50 ~1 d’acetate d’ethyle, est depose sur plaque de gel de silice 
(Merck). Les chromatogrammes sont developpds par double migra- 
tion dans le systeme ether diethyliquti:&her de pCtrole:acide acetique 
(50:50:1, v/v) et lus sur radioscanner. Les metabolites de la 5-lipoxy- 
genase LTB4 (Rr: 0,09) et 5-HETE (Rr: 0,50) sont quantifies. 

Me’tabolisme du [14C]acide arachidonique darts Ces plaquettes de lapin 
Le sang est p&eve par ponction cardiaque sur anti-coagulant et cen- 
trifuge (200 x g, 10 min, 2OoC). Le surnageant (PRP) collecte est 
recentrifuge (1500 X g, 15 min, 20°C). Le culot plaquettaire est lave 
dans un tampon Tris-HCl (10 mM), pH 7,4, contenant NaCl(137 mM): 
KC1 (2,7 mM), gelatine (0,25%), glucose (1 g/l) et EDTA (0,2 mM). 
11 est repris pour l’etude du metabolisme dans le m&me tampon sans 
EDTA et supplemente en CaCl, (1,3 mM) et MgCl, (2 mM) a la con- 
centration plaquettaire du PRP initial (5 x lo8 plaquettes/ml). La 
suspension plaquettaire (500 ~1) est preincubee 15 min a 37oC en pre- 
sence de 10 ~1 de DMSO ou du compose a tester. L’incubation debute 
par l’addition de [14C]arachidonate de Na (0,18 &i, 6,5 pM). Elle 
est bloqu&e au bout de 15 min par l’addition de 50 ~1 d’acide citrique 
0.5 M. L’extraction et le depot sur plaque s’effectuent comme pre- 
cedemment. Les extraits sets sont developpes par migration dans le 
systeme chloroforme:methanol:acide acetique:eau (90:8 :1:0,8, v/v) 
puis lus sur radioscanner. Les metabolites de la cyclooxygenase (TxB& 
et de la 12-lipoxygenase (12-HETE) sont quantifies. 
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