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R6sumC - L’isostCrie lactame-triazole ou lactame tktrazole, appliquke aux lactames des quinolkinones du composk Y-590 ou du cilos- 
tazole conduit B des molkcules de potentialit& analogues sur l’inhibition spkcifique de phosphoditkttkases plaquettaires, sur l’inhibi- 
tion de l’agrkgation plaquettaire et les effets antithrombotiques. Par contre la mCme isostkrie appliquke au carbonyle du “lactame” de 
la pyridazinone du composk Y-590 conduit B une perte notable de l’activitk, signe de l’importance de la pyridazinone pour les effets 
observks. Cependant ce carbonyle lactamique peut Ctre remplack par une amidine ou un thioamide avec un maintien des activitks. 

Summary - Triazolo[4,3-alquinoline and tetrazolo[l,S-alquinoline derivatives. Synthesis and pharmacological evaluation as 
platelets antiaggregating agents acting through phosphodiesterases inhibition. The lactame-triazole or lactame-tetrazole isostery 
applied to the quinolinone lactames of compound Y-590 or cilostazole lead to compounds which show similar potencies on platelet 
specific phosphodiesterase inhibition, platelet aggregation inhibition and antithrombotic effects. On the other hand a supplementary 
isostery of the same type applied to the pyridazinone carbonyl group of compound Y-590 resulted in a dramatic loss of activity illus- 
trating the importance of the pyridazinone moiety for the observed effects. However, this lactame carbonyl group can be replaced by 
an amidine or a thioamide group with retention of the activities. 

Triazolo[4,3-a] quinolines / t&razolo[l,S-a] quinolines / platelet antiaggregating agents / phosphodiesterase inhibitor 

Les plaquettes sanguines participent de maniere active 
2 l’hemostase primaire, en permettant l’arret rapide du 
saignement aprks une b&he vasculaire [l]. Cette 
propri& des plaquettes met en jeu diverses rkactions 
fonctionnelles: adhksion, agrkgation, s&r&ion. 
Toutefois, les m&mes propriCt& physiologiques des 
plaquettes peuvent intervenir dans le dkclenchement 
ou la propagation de certaines thromboses patholo- 
giques. Les plaquettes ne sont pas le seul acteur mis 
en jeu dans la pathologie thrombotique; d’autres 
cellules (leucocytes, cellule endothkliale), et les 
systkmes de coagulation et de la fibrinolyse y partici- 
pent Cgalement. 11 existe toutefois certains types de 
thromboses oti les plaquettes semblent jouer un r61e 

*Correspondance et tin% B part 

majeur, en particulier la thrombose artkielle et la 
thrombose induite par les biomatkriaux [2, 31. C’est 
en vue de la prkvention ou du traitement de ce type de 
thrombose que se justifie le dCveloppement de mCdi- 
caments inhibiteurs des fonctions plaquettaires. 

Un des mkcanismes essentiels permettant d’inhiber 
l’activation des plaquettes est d’augmenter le taux 
intracellulaire d’ AMP, [4]. Le r61e principalement 
reconnu B une augmentation du taux d’AMP, plaquet- 
taire est d’inhiber les rkponses likes B une augmenta- 
tion de la concentration de calcium libre cytoplas- 
mique par divers mkanismes: 1) inhibition des m&a- 
nismes conduisant B une augmentation du taux de 
calcium apr$s stimulation des plaquettes; 2) activation 
du recaptage du calcium libre par le syst&me tubulaire 
dense [4, 51. On a Cgalement dCcrit que l’augmenta- 
tion du GMP, entrainerait une forte inhibition des 
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fonctions plaquettaires [4, 6,7]. Les plaquettes vont se 
trouver exposees in viva simultanement a un grand 
nombre d’agents activateurs agissant en synergie par 
des mecanismes differents [8]. L’approche pharmaco- 
logique visant a developper des medicaments antipla- 
quettaires agissant sur le taux de nucleotides cycliques 
est particulierement justifie par le fait que cette 
augmentation conduit a l’inhibition des fonctions 
plaquettaires quel que soit le mecanisme de leur acti- 
vation [2, 4, 51. Une augmentation du taux intrapla- 
quettaire des nucleotides cycliques peut Ctre obtenue 
en inhibant leur degradation par les phosphodieste- 
rases. La forme principale de phosphodiesterase des 
plaquettes hydrolysant l’AMP, est l’isoenzyme a 
faible K,,, inhibee par le GMP, [9]. Elle se distingue 
par des proprietes differentes de l’enzyme presente 
dans le muscle lisse vasculaire qui est caracterisee par 
son insensibilite au GMP, et son inhibition specifique 
par le Rolipram [6]. Cette difference permet d’envisa- 
ger la synthese d’inhibiteurs agissant specifiquement 
sur l’isoenzyme plaquettaire et ainsi moins suscep- 
tibles de declencher des effets secondaires [lo]. 

Les inhibiteurs de phosphodiesterases (IPDE) doues 
de proprietes antiagregantes plaquettaires et anti- 
thrombotiques appartiennent a des familles chimiques 
tres variees [l l-391 dont les aryl-6 dihydro-4,5 pyri- 
dazinones-3 [23, 241 et les quinoleinones-2 [25-311. 
Les deux representants majeurs dans ces classes 
chimiques sont le compose Y-590 1 de la fit-me 
Yoshitomi [25, 26, 321 et le cilostazole 2 de la firme 
Otsuka [27, 281. Le compose Y-590 presente chez 
l’animal une tres bonne activite antithrombotique 
(DE,, = 0,l mg/kg PO). Celle-ci est cependant accom- 
pagnee d’effets hypotenseurs importants. Le cilosta- 
zole 2, d’activite plus faible (DE,, = 15 mg/kg po) ne 
presente que des effets hypotenseurs mod&&, ce qui 
lui confere une potentialite thbapeutique interessante. 

Dans le travail que nous presentons ici nous avons 
cherche a explorer les possiblites de variations bioi- 
sosteriques au niveau des fonctions carbonylees du 
compose Y-590 1 et du cilostazole 2. Plusieurs 
exemples de la litterature ont montre que le remplace- 
ment d’un dipole de carbonyle par un dipole imine 
inclus dans un systeme heterocyclique conduisait a 
des derives tres actifs comme I’illustre le passage du 
diazepam 3 au triazolam 4 [33] ou du cilostamide 5 au 
cilostazole 2 (fig 1). En s’inspirant de ces exemples, 
nous avons envisage le remplacement de l’un ou des 
deux carbonyles du compose Y-590 par des cycles 
triazoliques ou tetrazoliques (fig 2). Ce mCme type 
d’isosterie a CtC envisage Cgalement au niveau du 
carbonyle de la quinoleinone du cilostazole. Enfin 
nous avons effectue des variations isosdriques sur la 
pyridazinone du compose Y-590 ou nous avons 
remplace le carbonyle par une fonction imine ou 
thione (fig 2). Par le biais de ces isosteries nous espe- 
r-ions obtenir des IPDE agissant soecifiauement sur 

l’agregation plaquettaire et saris effet vasodilatateur 
important en ciblant specifiquement l’AMP,-PDE 
plaquettaire. 

Fig 1. Structure des composes de reference. 

x, = CH , N 

R, = B 
X2= 0, S,NH 

R = H ,CH,,C,H, 

Fig 2. Isosteries envisagees. 

Synthbe 

Les analogues triazolo 6-S et tetrazolo 9-11 de 1 ont 
CtC obtenus par heterocyclisation des gamma-ceto- _- _- 

I  I  
esters correspondants 12, 13 au moyen d’hydrazines 



191 

a -. 

X=CH 12 X-CH R z H,CH,,C,HS 6,7,6 X=N R=H 14 

X= N 13 X= N R = H,CH,,CIHI 9,10,11 

SchCma 1. Schema de synthbse de triazolo [4,3-u]- et de tetrazolo [ 1,5-a]quinolCines derives du Y-590; a: H,N-NH,; H,O/etha- 
nol; b: P,S,/pyridine. 

convenablement substituees [34] (schema 1). Le 
derive thioamide 14 a CtC obtenu par traitement de la 
pyridazinone 9 par le pentasulfure de phosphore darts 
la pyridine (schema 1). L’imino-pyridazine 15 est, 
quant a elle, obtenue par heterocyclisation du gamma- 
cetonitrile 16 au moyen de l’hydrate d’hydrazine 
(schema 2). Enfin les derives ditriazoliques 17 et dite- 
trazoliques 18 ont Cte prepares B partir de la dihydra- 
zine 20 qui a CtC cyclisee en ditriazole par traitement a 
l’orthoformiate d’ethyle et en ditetrazole par action de 
nitrite de sodium dans l’acide acetique 1341 

16 15 

Schema 2. Schema de synthbse de l’isostere imine du 
compose 6; a: H,N-NH,; H20. 

(schema 3). Cette mCme procedure a CtC utilisee pour 
former les derives triazoliques 21, 22 et tetrazolique 
23 de 2 a partir de la quinoleinone 24 (schema 4). 

Relations structure-activitb 

L’evaluation pharmacologique des molecules en tant 
qu’agents antiagregants plaquettaires agissant par 
inhibition de phosphodiesterases a Cte realike par 
differents essais. In vitro, les activids inhibitrices ont 
CtC Cvaluees d’une part sur une preparation enzyma- 
tique brute de phosphodiesterase (PDE) de plaquettes 
humaines en presence de GMP, ou d’AMP, [35] et 
d’autre part sur l’agregation de plaquettes sanguines 
humaines intactes [36], induite par 3 agents agregants, 
l’ADP, le collagene et la thrombine, rendant compte 
des 3 voies majeures d’activation plaquettaires [37- 
39]. In viva, l’activite antithrombotique a CtC Cvaluee 
chez le rat par la mesure de la diminution pond&ale 

B. ALmNHNH2 d * “& 
A 

cl-l 17 
19 20 x= 

N 18 

Schema 3. Schema de synthbse des derives ditriazolo- et ditetrazolo du Y-590; a: POCl,; b: H,N-NH,; H,O; d: voir [30]. 

CH 21 

24 25 x = CCH, 22 
N 23 

Schema 4. Schema de synthese des derives ditriazolo- et ditetrazolo du Y-590; a: POCl,; b: H,N-NH,; H20. 
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du thrombus forme sur une spirale metallique inseree 
dans la veine cave inferieure [40]. Les agents IPDE 
antiagregants plaquettaires possedant souvent des 
effets secondaires, nous avons cherche a estimer la 
specificite tissulaire des molecules (plaquettes vs 
muscle lisse) en Cvaluant leur activite inhibitrice in 
vitro sur les 3 formes de PDE isolees de media d’aorte 
de boeuf [41] et in vivo en mesurant la pression caroti- 
dienne chez le cobaye. 

Les activites ont CtC comparees a celles de 1 et de 2 
(tableau I). Pour ces 2 molecules de reference, les 
activites inhibitrices sur les PDE plaquettaires sont 
nettement superieures a celles observees sur les PDE 
vasculaires. A cette specificite tissulaire s’ajoute une 
spkcificite de substrat (GMP, vs AMP,) qui est inver- 
see selon le tissu consider+. Ainsi pour I’aorte, I est 
10 fois plus actif sur la PDE-GMP, que sur la PDE- 
AMP,, alors que pour les plaquettes il devient selectif 
de la PDE hydrolysant specifiquement I’AMP, (CI,, 
GMP, /AMP, = 13,7). Nous noterons cependant, dans 
ce dernier cas, que l’activite observee est nettement 
plus faible que celle indiquee dans la litterature pour 
les PDE de plaquettes sanguines de lapin [26]. De 
meme, 2 est selectif de la PDE-AMP, plaquettaire. Sur 
nos tests in vivo, il ne presente aucun effet antithrom- 
botique mCme a 100 mg/kg po) alors que 1 inhibe de 
73% la thrombose a 0,3 mg/kg. Kimura et al [41] ont 
trouve sur une autre espece (souris) et un autre modele 
surement plus plaquetto-dependant (mortalite par 
injection d’ADP ou de collagene), une meilleure 
protection puisque les DES,, sont comprises entre 3 et 
30 mg/kg po. Les modeles sont cependant tres diffe- 
rents et il est difficile de les comparer. 

La transformation de la fonction lactame de 1 en 
triazole ou tetrazole sur la quinoleinone (6-8 et 9-11) a 
conduit a des derives d’activites superieures ou 
comparables a celles de 1 lui-mtme (tableau II). Ces 
derives possedent une tres bonne selectivite vis-a-vis 
de la PDE-AMP, plaquettaire sur laquelle ils sont 8 a 
200 fois plus actifs que sur celle provenant de la 
media d’aorte. Les meilleurs derives sont ceux ou 
l’azote N(2) de la pyridazinone n’est pas substitue (6, 
9). Par ailleurs, une isosterie supplementaire du type 
amide-thioamide ou amide-amidine au niveau de la 
pyridazinone a conduit a 2 derives 14 et 15 aussi puis- 
sants que 1. Nos meilleurs inhibiteurs de la PDE- 
AMP, plaquettaire (6, 9, 14) sont aussi les antiagre- 
gants les plus puissants et cela quel que soit I’agent 
d’activation implique (ADP, collagbne, thrombine). 
Ceci suggere que ces composes inhibent bien un 
phenomene commun a I’activation plaquettaire par 
ces 3 agents; leur action anti-agregante pourrait done 
bien &tre causee par l’augmentation du taux d’AMPc 
intraplaquettaire et cela par l’inhibition de PDE. 
Pain-ii ces premieres molecules, l’antiagregant 
plaquettaire le plus puissant et le derive triazolique 6. 
Par rapport a 1, son activite est de 4 ou 25 fois plus 
Clevee selon que l’agregation a CtC induite respective- 
ment par 1’ADP ou le collagene. De meme, le derive 
tetrazolique 9 possede une activite comparable a 1. In 
vivo, 6, 9 sont de puissants agents antithrombotiques, 
efficaces de 0,3 a 1 mg/kg po) chez le rat. Cependant, 
a ces doses apparaissent deja des effets hypotenseurs 
notables. 

Appliquee simultanement aux 2 fonctions lactames 
de 1, l’isosterie d&rite ci-dessus a conduit a 2 derives 

Tableau I. ActivitCs IPDE, antiagrkgante, antithrombotique et hypotensive des produits de refkrence; ns: non significatif; les 
valeurs relevkes dans la litt&ature sont suivies de la r&f&ence correspondante. 

Mol&le Inhibition des PDE. CI,, pM 

PDE d’aorte PDE plaquettes 

Activite’ 
antiagrkgante 

as0 /lM 

Activite’ Activite’ 
antithrombotique hypotensive 

DE mglkg pa DE mglkg po 
(% d’inhibition) (% d’activite’) 

PDE- PDE- PDE- PDE- PDE- ADP co11 Thromb 
CaM GMPc AMPc GMPc AMPc 5 ,uM 5 mglkg 0,l Ulml 

r 26% ii 46 436 2,4 0,08 1,5 10 0,3 (73%) 
1 1OOpM ;z 0,09 0,052 0,077 0,3 (38%) 

WI 1261 WI P51 0,l (66%) 
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Tableau II. ActivitCs IPDE, antiagrkgante, antithrombotique et hypotensive de triazolo[4,3-a]- et de t&razolo[ 1,5-alquino- 
1Cines d&iv& du Y-590. ns: non significatif; nt: non test& 

N” Xl R X2 

6 CH H 0 

7 CHCH, 0 

8 CH Ph 0 

9NH0 

10 N CH, 0 

11 N Ph 0 

14 N H S 

15 CH H NH 

Inhibition des PDE. Clj, p.M 

PDE d’ aorte PDE plaquettes 

PDE- PDE- PDE- PDE- PDE- 
CaM GMPc AMPc GMPc AMPc 

41 12 116 12 3 

60 76 63 12,9 7,1 

47 48 61 19 7s 

90 13 > 1000 7,3 13 

181 116 16.5 14,7 10s 

31 7 60 2,5 32 

ns 17 77 1,9 1S 

nt nt nt 21,4 4,2 

- 

Activite Activite’ ActivitP 
antiagrbgante antithrombotique hypotensive 

CIS, IUM DE mglkg po DE mgikg po 
(% d’inhibition) (7~ d’activite’) 

ADP Co11 Thromb 
5 ,uM 5 mgll 0,I Ulml 

0,022 0,048 27 0,3 (35%) 0.3 (27%) 
1 (52%) I (20%) 

8,9 9,6 14,8 10 (53%) 10 (33%) 

3,5 8.6 20 1 (19%) 1 (31%) 

0,ll 0,16 > 200 1 (49%) I (25%) 

13 25 > 50 10 (59%) 10 (24%) 

8 23 > 100 10 (11%) 10 (24%) 

0,27 I,2 6,7 10 (29%) nt 

8 8 > 100 nt nt 

Tableau III. ActivitCs IPDE, antiagregante et antithrombotique des d&iv& ditriazolo-et ditCtrazolo du Y-50; ns: non 
significatif; nt: non test& 

Inhibition des PDE. CI,, /OIL Activite’ Activite’ 
antiagrkgante antithromhotique 

PDE d’aorte PDE plaquettes CIXI w DE mglkg po 

N” X PDE-CaM PDE-GMPc PDE-AMPc PDE-GMPc PDE-AMPc ADP co11 
T~~romb (% d’inhibition) 

5 .uM 5 mgll 0,I Ulml 

17 CH 19% Zi 29% St 8%B 118 15,7 3 8 > 20 nt 
100 /.tM 100 FM 100 FM 

18 N 8% B 21% B > 100 233 65,3 11% B > 50 > 50 ns 
50 PM 50 PM 50 j.tM 

d’activitk mod&e (tableau III). Seules des propriCtCs cule. La pyridazinone ne semble tolkrer que de petites 
antiagrkgantes sont conservkes pour le ditriazole 17. isostkries. 
Par comparaison aux d&iv& pr&Cdents 6-8 et 9-11, Les activitks des analogues de 2 (tableau IV) 
ces rksultats montrent l’importance de la fonction montrent des variations intkressantes selon la prove- 
lactame de la pyridazinone pour 1’activitC de la molC- nance tissulaire des PDE CtudiCes. Ainsi, l’isostkie au 
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Tableau IV. Activites IPDE, antiagregante et antithrombotique des derives triazolo-et tetrazolo du cilostazole; ns: non 
significatif; nt: non test& 

cI.PyJ~ 
N\ 
i&N P 

Inhibition des PDE. CIjO pM Activite’ Activite’ 
antiagrtfgante antithrombotique 

PDE d’aorte PDE plaquettes Cl50 ruM DE mglkg po 
(9% d’inhibition) 

N” X PDE-CaM PDE-GMPc PDE-AMPc PDE-GMPc PDE-AMPc ADP co11 Thromb 
5w 5 mgil 0,I Ulml 

21 HC 75 60 40 nt 

22 HICC ns 142 35 nt 

23 N 67 > 1000 3s nt 

7,4 16 56 > 200 ns 

18,4 51 45% B > 100 100 /.tM (2;& 

18,3 30% h 25% 5 >50 ns 
50 FM 50 mM 

niveau du lactame du cilostazole se traduit par un gain 
d’activite sur la PDE-AMP, vasculaire, notamment 
pour 23. Ce derive est 35 fois plus actif que 2. Sur les 
PDE plaquettaires, par contre, cette isosterie entraine 
une perte tres nette de l’activite; 23 est 6 fois moins 
actif que 2. Cette modulation du profil d’activite rend 
bien compte des differences biochimiques existantes 
pour la PDE-AMP,, selon sa provenance. Cependant, 
cette modulation d’effet ne va pas, ici, vers une inhibi- 
tion selectivement plaquettaire. A I’image de cette 
demiere, les proprietes antiagregantes in vitro restent 
plus faibles que celles de 2. In vivo, le derive methyl- 
triazolo 22 presente, sur le modble de thrombose, une 
activite significative contrairement au cilostazole lui- 
meme, ce qui pourrait Ctre du a une meilleure bio- 
disponibilite du derive du cilostazole 22. 

Partie expkrimentaie 

G&u?ralitt% 

Les points de fusion ne sont pas corriges. Les spectres RMN du 
proton ont CtC obtenus sur un appareil Bruker a 60 MHz; les 
deplacements chimiques sont don& en 6 ppm par rapport au 
TMS. Les microanalyses ont Cte effectuees par le Service 
Central d’Analyses du CNRS de Strasbourg. 

Le compose Y 590 1 a CtC genereusement offert par la firme 
Yoshitomi (Osaka, Japon), le cilostamide et le cilostazole 2 ont 
CtC resynthetists dans nos laboratoires pour les besoins de cette 
etude; leurs analyses sont conformes a celles de la litterature. 

(Me’thyl-5 te’trahydro-2,3,4,5 thion-3 pyridazinyl-6)-7 tetrazolo 
[I ,5-a] quinolt%ne I4 
Agiter pendant 2 h a 9O”C, 1,15 g (4,l mmol) de (methyl-5 
tetrahydro-2,3,4,5 pyridazinon-3-yl-6)-7 tetrazolo US-al 

quinoltine 9 [30] et 0,45 g (2 mmol) de pentasulfure de phos- 
phore dans 5 ml de pyridine. Evaporer a set et reprendre le 
residu dans de l’eau. Filtrer le precipite, rincer a l’eau, essorer 
et s&her. Purifier par chromatographie sur gel de silice en 
Cluant avec un melange acetate d’Cthyle/m&thanol, 8/2. On 
obtient 0,85 g (70%) de 14. F = 244,5”C. Analyses calculees 
pour &,H12N6S: C = 56,73; H = 4,08; N = 28,36. Trouvees: C 
= 56,96; H = 4,12; N = 27,70. ‘H-RMN (CDCI,): 1,12 (d, J = 
7,5, 3H, CHJ; 2,7-3,l (m, 2H, CH,CHCH,), 3,8-4,l (m, lH, 
CHQKH,), 8,0-8,7 (m, 5H, ArH), 13,lO (s large, Cchan- 
geable par D,O, 1 H, NH). 

(Me’thyl-5 t&rahydro-2,3,4,5 imino-3 pyridazinyl-6)-7 triazolo 
[4,3-a] quinole’ine 15 

A 2,7 g (7,6 mmol) de (cyano-3 methyl-2 propionyl)-7 triazolo 
[4,3-a] quinoleine 16 [30] dissous dans 20 ml d’ethanol et 1 ml 
d’acide acetique, ajouter 0,37 g (7,6 mmol) d’hydrate d’hydra- 
zine. Agiter sous reflux pendant 1 nuit et filtrer le precipite 
jaune. Rincer a l’eau, essorer et recristalliser dans le DMF et 
I’eau. On obtient 1,7 g (80%) d’imine 15. F > 300°C. Analyses 
calculees pour C,SH,4N6; 1/2H20: C = 62,70; H = 5,26; N = 
29,25. Trouvees: C = 62,29; H = 5,27; N = 28,92. tH-RMN 
(DMSO-d,): 1,19 (d, J = 7, 2, 3H, CH,), 2,6- 3,2 (m, 3H, 
CH,CHCH,), 7,87 (d, J = 9,6, lH, H,,), 8,14 (d, J = 7,2, lH, 
H9), 8,34 (d, .I = 9,6, lH, Hs), 8,4-8,7 (m, 2H, H, et H7), lo,23 
(s, lH, N-CH=N), 12,30 (s large, Cchangeable par D,O, NH,). 

[(Cyclohexyl-I te’trazolyl-5)-4 butoxy]-7 triazolo [4,3-aJ quino- 
l&e 21 

Dissoudre 7,5 g (25 mmol) d’hydrazinoquinoleine 25 dans 100 
ml de n-butanol. Ajouter 4,5 g (30 mmol) d’orthoformiate 
d’ethyle et agiter a 100°C pendant 1 nuit. Evaporer le solvant 
et reprendre le residu dans le dichloromethane. Laver la phase 
organique a l’eau puis avec une solution saturee de NaCI. 
S&her sur MgSO,, filtrer et &vaporer les solvants. Chromato- 
graphier le brut reactionnel sur gel de silice Blue au melange 
dichloromethanelacetate d’Cthyle/methanol: 5/4/l; Recristal- 
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liser dans l’isopropanol et obtenir 7,l g (73%) de triazoloqui- 
noleine 21. F = 150°C. Analyses calculees pour C2,H,,N,0: 
C = 64,43; H = 6,40; N = 2505. Trouvees: C = 64,33; H = 
6,40; N = 24,79. iH-RMN (CDCl,): l,O-2,8 (m, 14H, cyclo- 
hexyl et CH,(CH),CH,), 3,07 (t, J = 5,5, CH&trazole), 3,9-4,4 
(m, 3H, OCH, et HCS), 7,0-7,3 (m, 2H, H8 et H,,J, 7,55 (centre 
AB, A6 = 0,17, / = 9,0, 2H, H, et H6), 7,85 (d, J = 9,7, lH, H,), 
9517 6, 1K Hd. 

[(Cyclohexyl-I te’trazolyl-S)-4 hutoxyl-7 methyl-3 triazolo 
[4,3-a] quinole’ine 22 
M&me mode opbatoire que pour 21 en utilisant l’orthoacetate 
d’ethyle a la place de l’orthoformiate d’ethyle. Rendement = 
84%. F = 166,7”C. Analyses calculees pour C22H27N70: C = 
65,16; H = 6,71; N = 24,18. Trouvees: C = 64,99; H = 7,00; 
N = 24,17. tH-RMN (CDCI,): l,l-2,8 (m, 14H, cyclohexyl et 
CH,(CH,),CH,), 3,05 (t, J = 55, 2H, CH,-tetrazole), 3,13 (s, 
3H, CH,), 3,9-4,4 (m, 3H, OCH, et HCI), 7,1-7,3 (m, 2H, H, et 
H,,), 7,61 (Centre AB, A6 = 0,19, J = 9,0, 2H, H, et HJ, 8,22 
(d, / = 10,5, lH, Hs). 

[(Cyclohexyl-I tktrazolyl-S)-4 butoxy]-7 te’trazolo [I ,5-a] 
quinoltine 23 
A une solution de 2,0 g (5,2 mmol) d’hydrazinoquinoleine 25 
dans 20 ml d’acide acetique 2 N, ajouter une solution de 0,4 g 
(5,7 mmol) de nitrite de sodium dans 4 ml d’eau. Agiter 1 h a 
temperature ambiante. Filtrer le precipite, s&her et chromato- 
graphier sur gel de silice en Cluant au melange dichlorome- 
thanelmethanol. 8/2. Recristalliser dans l’acetone Dour obtenir 
I,7 g’(87%) de’tCtrazoloquinolCine 23. F = 145,2”C. Analyses 
calculees pour C,,H,,N,O: C = 61,20; H = 6,16; N = 28,56. 
Trouvees: C = 60,82; H = 6,20; N = 28,85. iH-RMN (CDClJ: 
l&2,4 (m, 14H, cyclohexyl et CH2(CHJ2CH2), 3,Ol (t, J = 5,8, 
2H, CH,-tetrazole), 3,9-4,4 (m, 3H, OCHz et HCS), 7,2-7,6 (m 
2H, Hx et HI& 7,90 (Centre AB, A6 = 0,21, J = 8, H, et He), 
8,65 (d, J = 8,4, lH, H,). 

[(Cycloheyl-I tktrazolyl-5).4 butoxyl-6 hydrazino-2 quino- 
le’ine 25 
Agiter 8,5 g (23 mmol) de [(cyclohexyl-1 tetrazolyl-5)-4 
butoxyl-6 quinoleinone-2( 1 H) 24 [24] dans 50 ml d’oxychlo- 
t-we de phosphore a 70°C pendant 10 h. Evaporer a set et 
hydrolyser le reactif residue1 par addition de glace pilee. 
Extraire au dichloromethane. Laver la phase organique a l’eau, 
s&her sur MgSO, et &vaporer les solvants apres filtration. On 
obtient 7,7 g (87%) de [(cyclohexyl-1 tetrazolyl-5)-4 butoxyl-6 
chloro-2 quinoleine. F = 118,8”C. Analyses calculees pour 
C,,HZ4NOCl: C = 62,22; H = 6,27; N = 18,15. Trouvees: C = 
62,18; H = 6,30; N = 18,24. tH-RMN (DMSO-d,): l,l-2,0 (m, 
14H cyclohexyl et CH,(CH,),CH,), 3,Ol (t, J = 7,0, 2H, CH,- 
tetrazole), 4,1-4,2 (m, 2H, CH,O), 4,3-4,5 (m, lH, H3), 7,45 (d, 
J = lO,O, lH, H7), 7,47 (s, lH, H,), 7,53 (d, J = 8,6, lH, H3), 
7.87 (d,J= 10.1, lH,Ha),8,31 (d,J=8,6, lH,H,). 

Porter a 110°C pendant 15 h une suspension de 6,0 g 
(20 mmol) de cette chloroauinoleine dans 60 ml d’hvdrate 
d’hydrazine. Laisser refroidk et verser le milieu reactionnel 
dans 150 ml d’eau. Agiter la suspension et filtrer. Rincer le 
culot a l’eau et s&her au dessicateur. Recuperer 5,4 g (90%) 
d’hydrazinoquinoleine 25. Le produit peut &tre purifie par chro- 
matographie sur gel de silice en Cluant avec un melange de 
dichloromCthane/acCtate d’Cthyle/mCthanol, 5/4/l. F = 115°C. 
Analyses calculees pour r&H,,N,O: C = 62,97; H = 7,14; N = 
25,71. Trouvees: C = 62,92; H = 7,Ol; N = 25,42. iH-RMN 
(CDCla): l,l-2,0 (m, 14H, cyclohexyl et CH,(CH,),CH,), 2,98 
(t, J = 7,0, 2H, CH,-tetrazole), 4,1-4,2 (m, 2H, CH,O), 4,24 (s 
Cchangeable par D20, 2H, NH,), 4,3-4,5 (m, lH, HC<), 6,84 

(d, J = 8,8, lH, H,), 7,1-7,2 (m, 2H, H, et H7), 7,47 (d, J = 9,8, 
lH, HE), 7,81 (d, J = 8,8, lH, HJ. 

Partie experimentale biochimique et pharmacologique 

Inhibition des PDE de media d’aorte de boeuf [41] 
Apres homogeneisation des fragments de media d’aorte de 
boeuf et centrifugation a 105 000 g, les PDE ont CtC fraction- 
n&es en 3 pits sur une colonne echangeuse d’anions (DEAE 
Trisacryl IBF) CluCe au moyen d’un gradient de NaCl. Le 
uremier uic corresoond a la PDE-CaM (forme activable ear le 
couple calmodulink-calcium et hydroly&t preferentiellement 
le GMP,), le deuxibme pit correspond a la PDE-GMP, (forme 
non act&able par la calmoduline et hydrolysant specifiquement 
le GMPc). le 3e oic corresnond B la PDE-AMP” (forme non 
activable ’ par la calmoduline et hydrolysant specifiquement 
I’AMP,). 

Les composes a tester ont Cte dissous dans le DMSO et ajou- 
tes au tampon d’essai en prenant soin de ne pas depasser-une 
concentration finale de DMSO de 1%. 

L’activite des composes a CtC Cvaluee sur la PDE-CaM, en 
presence d’une concentration de 1 uM de GMP,, 10 uM de 
calcium et d’un exces de calmoduline (18 nM) et &al& sur la 
PDE-GMP-. en oresence de 1 uM de GMP.. et de 1 mM 
d’EGTA, le rolehe ce demier &ant de complexer le calcium 
endogene afin d’tviter l’activation de la PDE-CaM contami- 
nante, sur la PDE-AMP,, en presence d’une concentration de 
1 uM d’AMP, et de 1 mM d’EGTA. 

Dans ces conditions moins de 15% de substrat est hydrolyse, 
ceci afin d’obtenir une cinetique d’hydrolyse lineaire. Les CI,,, 
ont Cte calculees par extrapolation de 6 vaieurs comprises entre 
25 et 75% d’inhibition contre le loaarithme de la concentration 
de l’inhibiteur. 

L’activite phosphodiesterasique est determinCe par une 
methode radioenzymatique comprenant 2 &apes: hydrolyse du 
[aHlAMP, ou de [sH]GMP, en adenosine monophosphate tritie 
ou en guanosine monophosphate tritie par la phosphodiesterase 
Ctudiee et hydrolyse du nucleotide forme en [sH]nuclCoside par 
un excbs de 5’-nucleotidase. Le nucleoside tritie forme est 
&pare du nucleotide cyclique tritie de depart par chromatogra- 
phie Cchangeuse d’anion (QAE-Sephadex). 

Preparation des plaquettes sanguines humaines 
Les plaquettes humaines ont CtC isolees et lavees par centrifu- 
gatidn c36]. Elles ont ete resuspendues dans un~ tampon de 
Tvrode contenant 2 mM de Ma2+. 5 mM d’Heoes. 1 ma/ml de 
glucose, 0,35% d’albumine httmaine et de l’apyrase [3u$]. Les 
plaquettes ainsi preparees sont intactes, discdides, non activees 
et fonctionnelles pendant 6 B 8 h. 

Inhibition de l’agregation plaquettaire in vitro 136,431 
L’agregation des plaquettes humaines a CtC suivie a 37°C avec 
agitation a 1100 tours/min par une mesure turbidimetrique a 
I’aide d’un agregometre Payton (Scarborough, Ontario, 
Canada). 1 pl de substance a tester, dissoute dans le DMSO, a 
CtC ajoute a 0,5 ml de suspension plaquettaire ajustee a 300 000 
plaquettes par ~1 et agite 30 s avant d’ajouter l’agent agregant 
(ADP 5 ~1, collagbne 2,5 l&ml, thrombine 0,l U/ml). Les 
resultats ont CtC exprimes en CI,, (concentration produisant 
50% d’inhibition de l’agregation temoin observee en presence 
de 1 ul de DMSO) [43]. 

Inhibition des PDE des plaquettes sanguines humaines [35] 
Les plaquettes sanguines ont CtC preparees comme indique ci- 
dessus et un homogenat brut est ensuite obtenu par sonication 
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et ultracentrifugation & 100 000 g pendant 1 h [35]. L’activitC 
des ohosohodiesdrases a CtC determinCe selon Wells et al 135, 
44].‘Les ‘composCs g tester ont CtC dissous dans le DMSO puis 
dans le tampon de la rkaction enzymatique. L’activitC a Ctk 
mesurke avec I’AMP, ou le GMP, & une concentration de 1 PM 
en prCsence d’une concentration de 10 FM de calcium. La 
quantitC de substrat hydrolysCe a CtC maintenue en dessous de 
20% Les CI,, ont CtC calculCes comme pour les PDE d’aorte de 
boeuf. 

Activite’ antithrombotique [40] 
Les composCs 2 tester ont ttC dissous dans de la gomme 
arabique B 5% et administrks aux rats par voie orale g raison de 
10 ml/kg, 2 h avant I’expCrience. Une spirale mCtallique 
(bourre-p&e de dentiste recoupCe) a CtC insCrCe dans la veine 
cave infkrieure; 5 h apr& son insertion, elle a CtC pr6levCe avec 
le thrombus qu’elle retient, puis sCchCe par tamponnements 
r&p&& sur papier filtre et pede. La spirale a ensuite &te dCba- 
rassCe de son thrombus, s&h&e et repesCe. Par diffkrence nous 
notons le poids du thrombus form&. 

Activite’ hypotensive 
Les composCs 2 tester ont CtC solubilisCs et administrks comme 
pr&Cdemment mais chez le cobaye. La pression carotidienne a 
Ctk enregistrke par l’intermkdiaire d’un capteur de pression reli& 
& un polygraphe, l’animal Ctant anesthCsiC au pentobarbital. 
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