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Chapitre I 

 
Introduction 

 
 
 
 
 
I.1.  Les canaux ioniques : Généralités 

        Toutes les cellules de l’organisme sont limitées par une membrane plasmique 

hydrophobe garantissant l’intégrité cellulaire et permettant la compartimentation, la 

régulation des échanges cellule/environnement, ou encore le contrôle des flux 

d’informations entre les cellules. 

        La membrane plasmique est principalement composée de lipides (phospholipides, 

glycolipides et cholestérol) organisés en deux feuillets (bicouche lipidique) formant une 

barrière physique imperméable entre le milieu extracellulaire et le cytoplasme (Figure 1). 

Les autres composants essentiels de la membrane sont les protéines membranaires, 

assurant les fonctions de transport et de communication avec le milieu extracellulaire 

indispensables à la survie cellulaire. 

 

Figure 1 : Représentation schématique de la membrane plasmique [wordpress.com]. 
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         La nature lipidique de la membrane lui confère une relative imperméabilité vis-à-vis 

des molécules hydrosolubles. Le transport des ions et des molécules polaires telles que les 

sucres ou les acides aminés est donc assuré par des protéines transmembranaires 

spécialisées: les transporteurs et les canaux ioniques. 

 

         Les canaux ioniques sont des perméases qui forment des pores aqueux au travers  la 

bicouche lipidique de la membrane plasmique. La présence ubiquitaire des canaux ioniques 

suggère leur importance dans l’intégrité du fonctionnement cellulaire.                             

Ces canaux exploitent les gradients ioniques entre le coté cytosolique et le côté 

extracellulaire pour transférer les ions essentiels tels que Na+, K+, Ca2+ et Cl- (flux allant 

jusqu’à 107
 voir 108

 ions par seconde) d’un coté à l’autre des membranes excitables et 

maintenir les processus cellulaires vitaux [Hodgkin, 1952]. 

 

        Les canaux ioniques sont généralement classés selon le principal ion qu’ils  

transportent et le mécanisme par lequel ils sont ouverts ou fermés. Ils utilisent l’énergie de 

gradients de concentration (transport passif) ou de l’hydrolyse de l’ATP (transport actif) 

pour faire passer les ions d’un côté à l’autre de la membrane, leurs ouverture/fermeture 

étant régulées par différents facteurs suivant la nature des canaux considérés, à savoir                  

la variation du potentiel membranaire, de la pression, ou encore la fixation d’un ligand. 

 

        La répartition ionique inégale entre le milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire 

induit l’apparition d’un potentiel de membrane. Pour une cellule au repos, le potentiel 

membranaire (différence de potentiel entre la face interne et la face externe de la 

membrane) est compris entre -60 et -90 mV. La valeur de ce dernier est en grande partie 

fixée par le potentiel d’équilibre de l’ion  K+. Les entrées et les sorties d’espèces chargées 

vont modifier la valeur  du potentiel de membrane. La sortie de potassium va avoir pour 

effet l’hyperpolarisation de la membrane cellulaire (potentiel plus négatif) alors que 

l’entrée de sodium et/ou de calcium la dépolarise (potentiel plus positif). 

         Les canaux ioniques ont été durant des décennies et  le seront toujours cibles 

attractives pour les manipulations pharmacologiques et le développement de nouveaux 

médicaments.                    

         De très nombreuses études ont été centrées sur la modulation des canaux potassiques, 

canaux perméables aux ions potassium, qui sont présents de manière massive et variée 
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aussi bien dans les membranes plasmiques des cellules excitables que des cellules non-

excitables, et qui sont extrêmement diversifiés tant au niveau de leurs conductances 

élémentaires que des mécanismes qui contrôlent leurs activités [Kazic et Gojkovic 

Bukarica, 1999]. 

 

I.2.  Les canaux potassiques 

         Les canaux potassiques forment la classe la plus abondante des canaux ioniques.              

Au moins 16 types et beaucoup plus de sous-classes ont été décrits, et leurs fonctions 

physiologiques sont encore loin d’être complètement élucidées [Kazic et Gojkovic 

Bukarica 1999]. Cependant, quelques-unes sont bien connues telles que leur rôle 

fondamental dans les phénomènes électriques et mécaniques de base d’une large variété de 

tissus, à savoir : le contrôle de la contraction des muscles, la génération du rythme 

cardiaque, les signaux excitants dans les neurones et le contrôle de la sécrétion de 

l’insuline par les glandes endocrines [Hamilton, Weston. 1989 ; Escande et al.,  1988 ; 

Bernardi et al  1989].    

        Les progrès qu’a connus la  pharmacologie des canaux potassiques sont dus à la 

découverte de plusieurs substances pharmacologiques spécifiques ayant des effets 

activateurs ou inhibiteurs sur ces canaux, et par l’introduction de nouvelles techniques 

électrophysiologiques (Voltage clamp, Patch clamp) et en particulier par les progrès de la 

biologie moléculaire [Wickenden, 2002]. 

        Les canaux potassiques sont des entités moléculaires qui régulent la diffusion 

directionnelle et sélective de 106 à 108 ions potassium (K+) par seconde, du milieu 

intracellulaire vers le milieu extracellulaire, ce qui correspond à un important gradient 

électrochimique d’ions potassiques de part et d’autre de la membrane plasmatique [Parent 

et al., 2002]. 

         Des analyses cristallographiques ont bien montré que ces canaux sont pourvus d’une 

large cavité hydrophile d’un diamètre de 8 Å, qui se trouve au centre du canal potassique 

en contact avec le milieu cytoplasmique (Figure 2). La cavité interne se rétrécit 

considérablement au niveau du filtre de sélectivité formé par trois acides aminés Gly, Tyr, 

Phe, qui fait face au milieu extracellulaire. Ainsi, son rôle est d’assurer, uniquement, le 

passage virtuel des ions K+ à travers le canal avec une très grande sélectivité compatible 

avec le flux rapide des ions potassiques [Parent et al., 2002]. 
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Figure 2: Structure tridimensionnelle d’un canal potassique [Haider, 2005 ; Proks et 

Ashcroft, 2009]. 

 

        La classification la plus récente des canaux potassiques (1996) est basée sur le 

mécanisme principal d’activation de ces canaux. Quatre principales classes ont été 

identifiées : les canaux potassiques voltage-dépendants (Kv), les canaux potassiques 

calcium-dépendants (KCa), les canaux potassiques rectifiants entrants ou inwardly 

rectifying potassium channels (Kir), et les canaux potassiques ATP-dépendants (KATP). 

 

I.2.1. Les canaux potassiques voltage-dépendants 

         Ce sont des tétramères à 6 segments transmembranaires avec un seul pore.                           

Ils sont sensibles au potentiel membranaire (voltage-gated) grâce au segment 4, contenant 

des résidus avec des charges positives (lysine ou arginine) exigeant, pour l’activation du 

canal, des interactions électrostatiques avec les charges négatives des segments S2 et S3         

(Figure 3).  

 

Figure 3 : Structure d’un canal potassique voltage-dépendant [Giudicessi et 
Ackerman, 2012 ; Xu et al, 2004]. 
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        Il existe plusieurs types de canaux potassiques potentiel-dépendants dont la distinction 

se fonde sur des différences de cinétiques d’ouverture /fermeture. 

§ Le canal potassique delayed rectifier (Kv) qui s’ouvre et qui reste ouvert un long 

moment après une dépolarisation membranaire. Ce type de canaux se trouve au 

niveau de nombreuses structures cellulaires telles que les cellules β pancréatiques, 

les cellules des muscles lisses, les cellules du myocarde et les neurones [Hille, 

1992 ; Rudy, 1988]. 

§ Le canal potassique transient outward (KA) qui est activé par une dépolarisation 

membranaire consécutive à une hyperpolarisation. De telles structures sont 

présentes au niveau neuronal [Connor et Stevens, 1971], cardiaque [Hille, 1992], et 

au niveau des cellules β pancréatiques [Smith et al., 1989]. 

 

I.2.2. Les canaux potassiques à rectification entrante 

        Les canaux Kir sont dits rectifiants entrants, c'est-à-dire qu’ils favorisent les flux 

d’ions entrants par rapport aux flux sortants. En d’autres termes, ils conduisent plus le 

courant quand la membrane est hyperpolarisée que quand elle est dépolarisée. 

 

         Les canaux Kir sont des tétramères de quatre sous-unités identiques (homomères) ou 

distinctes (hétéromères) qui ont chacune deux domaines transmembranaires TM liés par 

une boucle contenant la signature des canaux potassiques [Nichols et Lopatin, 1997 ; 

Doupnik et al., 1995] (figure 4). Ces canaux remplissent deux principaux rôles 

physiologiques: ils stabilisent le potentiel membranaire de repos proche du potentiel 

d’équilibre du potassium, et ils assurent le transport d’ions K+ à travers les membranes 

[Nichols et Lopatin, 1997 ; Doupnik et al, 1995]. 

 

Figure 4 : Structure d’un canal potassique à rectification entrante [Giudicessi et 
Ackerman, 2012 ; Xu et al., 2004]. 
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        La famille des canaux Kir humains comporte 17 membres répartis dans sept sous-

familles, de Kir1.1 à Kir7.1 [Reimann et Ashcroft, 1999]. 

Le cas des canaux Kir6.x est unique dans la mesure où ils s’associent à une sous-unité 

régulatrice,  le récepteur des sulphonylurées (SUR),  pour former un canal octamérique de 

stoechiométrie 4:4 [Clement et al, 1997; Ashcroft et Gribble, 1998]. 

 

I.2.3. Les canaux potassiques calcium-dépendants 

         Les canaux potassiques calcium-dépendants (KCa) ont la particularité d’être activés 

soit par l’augmentation de la concentration en Ca2+ intracellulaire, soit par la dépolarisation 

de la membrane. Tout comme les canaux Kv, ces canaux sont composés de 4 sous-unités 

qui comportent chacune 6 segments transmembranaires sauf pour les canaux de grande 

conductance qui comporteraient sept segments transmembranaires (Figure 5).  

 

 

  

Figure 5 : Structure d’un canal potassique calcium dépendant BK [Ledoux et al., 2006]. 
 
 

        Ces canaux sont divisés en trois sous-groupes. La distinction se fonde sur les 

différences de conductance aux ions K+. Ainsi, il existe : 

§ les canaux à grande conductance (BK) [Meech, 1978] ; 

§ les canaux à conductance moyenne (IK) [Inoue, Okabe et al., 1986] ; 

§ les canaux à faible conductance (SK) [Cook et Quast, 1990]. 
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I.3. Canaux potassiques sensibles à l’ATP 

         Les canaux  potassiques régulés par le changement de concentrations intracellulaires 

d’ATP ([ATP]i) ont été  découverts et décrits pour la première fois dans le muscle 

cardiaque [Noma, 1980]. Ces canaux ont ensuite été identifiés dans de nombreuses autres 

cellules : les cellules B pancréatiques [Cook et Hales, 1984 ; Ashcroft et Gribble, 2000], 

les cellules musculaires lisses vasculaires [Standen, Quayle et al., 1989], gastro-intestinales 

[Lebrun and Fontaine, 1990 ; Franck, Puschmann et al., 1994; Hatakeyama, Wang et al., 

1995] ou utérines [Piper, Minshall et al., 1990],   les cellules musculaires striées [Allard 

and Lazdunski 1993],  les neurones [Bernardi, Fosset et al. 1988] ,  les cellules de 

l’adénohypophyse [De Weille, Fosset et al. 1992],  et l’hypothalamus [Evans, Mcrimmon 

et al., 2004 ; Pocai, Lam et al., 2005].  

 

        Les canaux KATP assurent un couplage entre l’excitabilité et le métabolisme 

énergétique de la cellule et jouent un rôle crucial dans différentes fonctions cellulaires. Ils  

sont exprimés au niveau de la membrane plasmique ainsi que dans certaines organelles, 

notamment les mitochondries, dont ils régulent le potentiel. 

 

        L’activité de ces canaux est proportionnelle au rapport [ATP]/[ADP]. Il est admis que 

l’accroissement de ce rapport, dû au métabolisme cellulaire du glucose, ferme le pore du 

canal alors que sa décroissance provoque son ouverture [Lu et Halvorsen., 1997 ; Liss et 

Roeper., 2001 ; Löffler-Walz et al., 2002]. Les autres nucléotides triphosphates (CTP, 

GTP, UTP et ITP), bien que moins actifs, sont eux aussi capables d’inhiber le canal 

[Ashcroft et Ashcroft. 1990 ; Quayle, Nelson et al. 1997 ; Thuringer et Cavero. 1997]. 

 

         Des études ont aussi démontré que l’augmentation de la concentration intracellulaire 

en MgADP (complexe entre Mg2+ et l’adénosine diphosphate) est le facteur principal 

induisant l’ouverture du canal, même en présence de concentrations bloquantes en ATP.                  

         Le MgADP est donc l’ouvreur endogène du canal KATP [Nichols, Shyng et al., 1996 ; 

Thuringer et Cavero., 1997]. L’ouverture du canal se traduit par une sortie d’ions K+ hors 

de la cellule et une hyperpolarisation de la membrane cellulaire. La réponse physiologique 

associée à cette hyperpolarisation dépendra du tissu étudié. 
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I.3.1.  Architecture moléculaire des canaux KATP 

        Les canaux KATP sont des complexes protéiques de 950 kDa environ [Clement IV                

et al., 1997]. Ils adoptent une structure octamérique, composée de deux types  de sous-

unités : les sous-unités Kir (α) qui forment le pore du canal et les sous–unités β formant                

les récepteurs des sulfonylurées  SUR (sulfonylurea receptor) qui sont les régulateurs                    

de l’activité du canal (Figure 6) [Inagaki, Gonoi et al.,1995].  

 

 

Figure 6 : Structure octamérique (SUR/Kir6.x) du canal KATP. 

 

         La sous-unité Kir est formée de deux segments transmembranaires  (STM) en forme 

d’hélice α  reliés par une boucle repliée dans la membrane ; les extrémités de la protéine 

sont intracellulaires. Ces canaux conduisent mieux le courant qui entre dans la cellule que 

celui qui  en sort (Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Structure des isoformes du canal rectifiant entrant (Kir). 
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         Le canal Kir comporte dans son pore la séquence d’acides aminés Gly-Tyr-Phe-Gly, 

qui est la signature des canaux potassiques leur conférant  la sélectivité envers les ions K+ 

[Doyle et al., 1998 ; Minor et al  1999; Giblin. et al., 2002]. Les canaux Kir forment une 

grande superfamille composée de groupes Kir1 à Kir7, mais il parait que seulement les 

membres du groupe Kir6 (Kir6.1,Kir6.2) font partie des canaux KATP. Les acides aminés des 

Kir6.1 et Kir6.2 sont identiques à 71%. [Inagaki, Gonoi et al., 1995]. 

 

        La sous-unité SUR est une protéine formée d’environ  1580 acides aminés. Les quatre 

SURs du canal sont groupés symétriquement autour du pore formé par les Kirs agissant 

comme des sous-unités régulatrices  [Inagaki et al., 1996]. 

Des études  sur les SUR ont permis de reconnaître que ces protéines sont des membres de 

la superfamille des protéines ABC (ATP-binding cassette protein), protéines liant l’ATP  

[Inagaki, Gonoi et al., 1995 ; Inagaki, Inazawa et al., 1995]. 

 

         En général, les protéines ABC sont des transporteurs alimentés par l’ATP, mais elles 

peuvent aussi fonctionner comme des canaux  ou réguler l’activité d’autres protéines. 

L’élément essentiel de ces protéines est un domaine composé de 6 segments 

transmembranaires (STM) suivi d’un site de fixation de nucléotide intracellulaire                  

(nucleotide binding fold , NBF) (Figure 8).  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : Topologie membranaire des sous-unités SUR/Kir6.x  

du canal KATP. 

 

          Le récepteur sulfonylurée (SUR) est constitué de 17 segments transmembranaires 

(STM) qui sont regroupés en trois domaines. Le domaine initial (DTM0) contient 

l’extrémité amino-terminale extracellulaire et les STM 1 à 5. Ce domaine est une 

particularité du SUR absent dans les protéines ABC  conventionnelles.  
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         Les domaines DTM1 et DTM2 sont composés chacun de 6 STM suivis de leur site de 

fixation pour les nucléotides NBF1 et NBF2,  ce qui correspond à la structure canonique des 

protéines ABC (Figure 8) [Mikhailov et al., 2001 ; Giblin et al., 2002 ; Hambrock et al., 

2004]. Les sites récepteurs des sulfonylurées et des activateurs se situent dans le dernier 

domaine transmembranaire et ils sont très proches l’un de l’autre [Uhde et al., 1999]. 

 

         Actuellement, deux types de SUR sont connus chez les mammifères : le SUR 

pancréatique (SUR1) qui est très sensible aux sulfonylurées et peu sensible aux activateurs 

(sauf le diazoxide) [Aguilar-Bryan et al., 1995; Inagaki et al., 1995] et  le SUR des 

muscles (SUR2), dont l’épissage alternatif donne deux isoformes (SUR2A et SUR2B) qui 

ne diffèrent que dans les 40 derniers acides aminés [Inagaki et al., 1996; Isomoto et al., 

1996]. SUR2A est le récepteur des myocytes cardiaques et squelettiques [Inagaki et al., 

1996], alors que SUR2B celui des muscles lisses [Isomoto et al., 1996]. Selon le tissu 

considéré, les canaux KATP sont formés par combinaison des sous-unités Kir6.1 ou Kir6.2 

et SUR1 ou SUR2, donnant des canaux de propriétés électrophysiologiques et 

pharmacologiques distinctes. 

Le tableau 1 montre la composition de ces canaux dans les différents tissus. 

 

Tableau 1 : Assemblages des sous-unités formant les canaux  KATP dans les différents 
tissus.  
 

Sous–unité 

canalaire 

Récepteur au 

sulfonylurée 
Localisation tissulaire 

Kir6.1/Kir6.2 SUR1 Neurones [Liss et al., 1999] 

Kir6.2 SUR1 Cellules b pancréatiques [Aguilar-Bryan et al., 

1995]   

Kir6.2 SUR2A Muscle cardiaque et squelettiques [Inagaki et 

al., 1996] 

Kir6.1 SUR2B Muscles lisses vasculaires [Beech et al., 1993] 

Kir6.2 SUR2B Muscles lisses non vasculaires [Isomoto et al., 

1996]  

Kir6.1 SUR2 Mitochondries [Suzuki et al., 1997]  
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I.3.2. Physiologie des canaux KATP et pathologies associées  

        Les canaux KATP jouent un rôle de senseur métabolique et couplent directement 

l’excitabilité membranaire au niveau énergétique de la cellule. Un niveau énergétique bas 

entraîne l’ouverture des canaux, et inversement, leur activation provoque une 

hyperpolarisation membranaire au repos, et un raccourcissement des potentiels d’action en 

cas d’activité. A l’inverse, leur inhibition provoque au repos une dépolarisation 

membranaire, et favorise la formation de potentiels d’action en cas d’activité. 

 

I.3.2.1. Canaux KATP pancréatiques 

        Le rôle le mieux caractérisé des canaux KATP se situe au niveau des cellules                         

β-pancréatiques, où les modifications de l’activité du canal, induites par le métabolisme, 

jouent un rôle essentiel dans la sécrétion d’insuline stimulée par le glucose (Figure 9). 

 

         Aux faibles concentrations de glucose, les canaux KATP sont ouverts et leur activité 

maintient le potentiel membranaire de repos à un niveau hyperpolarisé. L’élévation de la 

concentration sanguine du glucose augmente l’entrée de ce dernier à travers le GLUT-2 et 

sa métabolisation par les cellules β du pancréas. Ceci entraine l’accroissement du rapport 

[ATP]/[ADP], et provoque la fermeture des canaux KATP. L’inhibition de ces canaux 

conduit alors à une dépolarisation membranaire, et ainsi l’activation des canaux calciques 

voltage dépendants  entraînant l’entrée de Ca2+ dans la cellule. L’augmentation de la 

concentration intracellulaire de Ca2+ permet alors l’exocytose des vésicules de sécrétion et 

la libération d’insuline dans la circulation [During et al., 1995 ; Lu et Halvorsen, 1997 ; 

Gribble et al., 1998].  Par la suite, la présence d’insuline dans le milieu sanguin va induire 

une diminution du taux de glucose circulant. Un mécanisme inverse va aboutir à la 

réouverture des canaux KATP. Le potentiel membranaire retourne peu à peu vers sa valeur 

d’équilibre et la sécrétion d’insuline s’arrête.  
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Figure 9 : Implication des canaux KATP pancréatiques dans la sécrétion d’insuline. 

L’augmentation de la glycémie provoque l’entrée de glucose dans les cellules   β pancréatiques où il est 

métabolisé. L’augmentation de la concentration intracellulaire en ATP qui en résulte ferme les canaux KATP, 

provoquant une dépolarisation membranaire activant des canaux calciques voltage-dépendants et entraînant 

l’entrée de calcium dans la cellule. Cette entrée de calcium induit l’exocytose des vésicules de sécrétion 

d’insuline. 

 

         Les canaux KATP β-pancréatiques (SUR1 + Kir6.2) jouent donc un rôle crucial dans 

la régulation de la sécrétion d’insuline et leur dysfonctionnement peut engendrer des 

désordres sévères. Des mutations des sous-unités SUR1 et Kir6.2 sont ainsi associées à 

l’hypoglycémie hyperinsulinémique persistante (PHHI), une pathologie caractérisée par 

une sécrétion excessive d’insuline et non régulée, ainsi qu’à certains diabètes de type II, 

caractérisés  par l’absence de sécrétion d’insuline malgré une glycémie élevée [Gloyn et 

al., 2006].  

         Dans certains cas, l’application de sulphonylurées permet de restaurer la densité de 

canaux à la membrane [Yan et al., 2004], et l’application de diazoxide (ouvreur 

pharmacologique) d’augmenter la probabilité d’ouverture des canaux déficients [Dunne et 

al., 2004]. 
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I.3.2.2. Canaux KATP du système nerveux central 

        Dans le système nerveux central, les canaux KATP s’expriment dans différentes 

régions et notamment dans les neurones GABAergiques et les neurones dopaminergiques 

de la substance grise, dans l’hypothalamus, le cortex et l’hippocampe, mais leur rôle 

physiologique demeurent largement inconnu [Karschin et al., 1998 ; Liss et al., 1999 ; Liss 

et Roeper,  2001 ; Minami et al., 2004]. 

 

Figure 10 : Implication des canaux KATP dans l’activité des cellules nerveuses. 

 

         Les canaux KATP servent de senseurs de glucose au niveau des neurones de 

l’hypothalamus, rôle essentiel pour le maintien de l’homéostasie du glucose en régulant la 

sécrétion du glucagon [Miki et al., 2001]. L’ouverture des canaux KATP de la matière grise 

protège contre la propagation d’une apoplexie généralisée après une brève hypoxie [Liss et 

al., 1999 ; Yamada et Inagaki 2002] (Figure 10). 

 

          Certains auteurs ont démontré que les activateurs des canaux KATP exercent un effet 

neuroprotecteur marqué quand ils sont utilisés comme prétraitement à un épisode 

ischémique sévère ou une crise d’épilepsie. En effet, l’activation des canaux KATP 

neuronaux induit une hyperpolarisation qui inhibe la libération de glutamate et d’aspartate 

lors d’épisodes d’hypoxie couplés à la dépolarisation neuronale [Blondeau  et al. 2000 ; 

Wickenden  2002 ; Kis et al., 2004]. 
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I.3.2.3. Canaux KATP des cellules cardiaques 

         L’implication des canaux KATP dans le fonctionnement de la cellule cardiaque 

apparaît pendant une ischémie cardiaque. Parmi les évènements importants qui se 

produisent dans la cellule cardiaque ischémiée, il y a la diminution intracellulaire d’ATP. 

Cette diminution a pour effet d’ouvrir les canaux KATP et par là de raccourcir la durée du 

potentiel d’action conduisant à un phénomène de préconditionnement par lequel une 

première ischémie transitoire protège les cellules des dommages ischémiques induits par 

une seconde ischémie successive [Minami et al., 2004 ; Terzic et al., 2011] (Figure 11). 

 

 

 

Figure 11 : Effet des activateurs de canaux KATP sur le myocarde. 

L’activation des canaux KATP myocardiques diminue l’entrée de Ca
2+

 par le canal calcique voltage 

dépendant et réduit la durée du potentiel d’action (APD). Les KCO modulent aussi les canaux KATP 

mitochondriaux, ce qui prévient l’accumulation de Ca
2+

et la production de radicaux libres [Jahangir et 

Terzic. 2005]. 

 

I.3.2.4. Canaux KATP des muscles lisses 

         Les canaux KATP semblent intervenir de manière importante dans le contrôle du tonus 

musculaire et dans le maintien de la contractilité, au niveau du tissu vasculaire et d’autres 

types de tissus musculaires lisses [Cook et Quast, 1990 ; Kolb, 1990 ; Brayden, 2002]. 
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L’ouverture ou la fermeture de ce type de  canaux  conduit à une vasodilation ou 

vasoconstriction respectivement. 

 

         L’activation des canaux potassiques sensibles à l’ATP au niveau de la fibre 

musculaire lisse prévient l’entrée de calcium dans la cellule et induit une relaxation 

musculaire  (Figure 12) [Okada, Yanagisawa et al., 1993 ; Quast, Guillon et al., 1994]. 

Ainsi, l’activation des canaux KATP permet de contrôler la pression artérielle dans la 

majorité des cas d’hypertension [Jahangir et Terzic., 2005]. 

 

 

Figure 12 : Rôle des canaux KATP dans les cellules musculaires lisses. 

 

I.3.2.5. Canaux KATP rénaux 

         Les canaux KATP sont présents au niveau de la membrane du tubule proximal rénale, 

dans l’appareil juxtaglomérulaire, la branche ascendante de l’anse de Henlé et au niveau du 

tube collecteur [Quast, 1996 ; Mcnicholas et al., 1996 ; Giebish, 2000]. Les canaux KATP 

rénaux, majoritairement ouverts dans les conditions physiologiques normales, jouent un 

rôle important dans la réabsorption d’électrolytes et de soluté, aussi bien que le recyclage 

des ions K+ entrant dans la cellule à travers la pompe Na+/K+-ATPase, où ils assurent un 

certain couplage entre l’activité du canal et celle de la pompe accumulant activement le 

potassium dans la cellule et transportant le sodium vers l’extérieur [Reeves et Shah, 1994 ; 

O’Connell et al., 2005].   
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I.3.2.6. Canaux KATP mitochondriaux 

          Les canaux KATP mitochondriaux ont été initialement mis en évidence dans le foie et 

sont sensibles à l’inhibition par l’ATP et les sulphonylurées, ainsi qu’à l’activation par le 

diazoxide [Inoue et al., 1991; Garlid et al., 1996]. A ce titre,  l’activation de ces canaux par 

les ouvreurs potassiques pourrait, en diminuant l’entrée d’ions Ca2+ dans l’organite, jouer 

un rôle protecteur en cas d’ischémie [Liu et al., 1998]. 

 

         En résumé, le  canal KATP étant impliqué dans le couplage entre le métabolisme 

énergétique et le potentiel de membrane, joue un rôle important dans les conditions 

physiologiques et pathologiques. En étant un senseur métabolique il joue un rôle critique 

dans des situations de stress métabolique comme : l’hyperglycémie, l’hypoglycémie, 

l’ischémie et l’hypoxie, et plusieurs pathologies sont liées à la défaillance du canal KATP. 

 

I.3.3.  Pharmacologie des canaux KATP 

         Les canaux KATP constituent la plus abondante classe des canaux ioniques à avoir été 

étudiée. Leur fonction peut être modulée par  de nombreuses  molécules de structures 

chimiques variées qu’on peut séparer grossièrement en deux classes: les inhibiteurs de 

l’activité du canal (molécules de la famille des sulphonylurées principalement), et les 

activateurs ou ouvreurs potassiques (KCOs) (Figure 13). 
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Figure 13 : Schéma récapitulatif montrant les déterminants et les interactions spécifiant 

une modulation différentielle des canaux (SURx/Kir6.0)4 par des nucléotides, les KCOs et 

les sulfonylurées [Babenko, 2000]. 

 

 

I.3.3.1. Inhibiteurs des Canaux KATP 

        Les inhibiteurs des canaux KATP peuvent être répartis en deux groupes: ceux qui 

interagissent avec le Kir6.2 et ceux qui interagissent avec le SUR1. Toutes ces molécules 

stimulent la sécrétion d’insuline et certaines sont utilisées dans le traitement du diabète de 

type II, telles que les sulphonylurées dont les propriétés hypoglycémiantes sont connues 

depuis longtemps [Janbon et al., 1942] : la prescription de glibenclamide permet ainsi de 

rétablir la glycémie des patients diabétiques (Figure 14).  

 

        Les imidazoles (phentolamine et cibenzoline) (Figure 15) se lient préférentiellement à 

Kir6.2 [Mukai et al., 1998 ; Proks et Ashcroft, 1997], tandis que les sulphonylurées 

(tolbutamide, gliclazide, glimepiride, glibenclamide) et les dérivés benzamido 

(meglitinide) se lient à SUR1 avec une forte affinité [Ashcroft et Gribble, 1999]       
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(Figure14). Selon leurs affinités préférentielles pour les canaux potassiques des différents 

organes, les sulfonylurées augmentent la durée du potentiel d’action cardiaque et 

pourraient augmenter les résistances vasculaires périphériques. Par leur haute affinité vis-

à-vis des cellules β pancréatiques, ils stimulent la sécrétion de l’insuline [Babenko et al., 

1999 ; Ashfield et al., 1999].  

 

 

             

        

 

 

 

              Tolbutamide 01                                                           Glibenclamide 02 

 

      

                              

 

                 

                  

                   Glipizide 03                                                           Méglitinide  04 

 

Figure 14 : Structure des principaux bloqueurs des canaux KATP 

 

 

         Les isoformes SUR présentent des sensibilités différentes aux inhibiteurs. De faibles 

concentrations de tolbutamide suffisent à bloquer les canaux KATP exprimant la sous-unité 

SUR1, mais pas ceux exprimant SUR2A ou SUR2B [Gribble et al., 1998]. Au contraire le 

meglitinide bloque les trois types de canaux (Tableau 2). 

 

Tableau 2 : Concentrations semi-inhibitrices des inhibiteurs pour les canaux                       
SUR1 + Kir6.2 et SUR2A + Kir6.2 (Gribble et al. 1998). 
 

KATP Tolbutamide Glibenclamide Meglitinide 

SUR1/Kir6.2 5 μM 4nM 0,3 µM 

SUR2A/Kir6.2 1,7 mM 27nM 0,5µM 
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          Le site de liaison du glibenclamide sur les récepteurs aux sulfonylurées se trouve au 

niveau de la face intracellulaire du domaine transmembranaire, et notamment sur les 

segments transmembranaires 14 et 15, ainsi que sur la boucle intracellulaire liant les deux 

segments transmembranaires 15 et 16 (Figure 13)  [Mikhailov et al., 2001 ; Stephan et al., 

2006]. Il a été suggéré que la boucle entre les hélices transmembranaires 15 et 16 soit le 

site de liaison du groupe sulfonylurée et que la boucle intracellulaire entre les hélices 5 et 6 

soit le site de liaison du groupe benzamide [Ashfield et al. 1999 ; Babenko et al. 1999 ; 

Mikhailov et al. 2001]. Par ailleurs, les hélices transmembranaires 14 à 16 pourraient être 

impliquées dans le processus de transduction couplant la liaison des sulphonylurées à 

l’inhibition du canal, même si ce mécanisme moléculaire reste méconnu. 

 

         Enfin, on notera que les canaux KATP sont les cibles secondaires d’un certain nombre 

d’agents pharmacologiques, capables de les inhiber. Nous pouvons citer : le linogliride,              

la cibenzoline, la phentolamine, le U56234 et le U37883A. Toutefois, ces bloqueurs sont 

moins actifs et moins sélectifs que les sulfonylurées. [Plant et Henquin, 1990 ; Proks et 

Ashcroft, 1997; Hopkins et al., 1990; Ronner et al., 1991] (Figure 15). 

     

 

 

 

 

    

  U56234  (04)                                Cibenzoline (05)                              Phentolamine (06) 

 

 

 

 

 

 

 

                   Linogliride (07)                                                           U37883A (08) 

 

Figure 15 : Quelques bloqueurs de canaux KATP autres que les sulfonylurées. 
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I.3.3.2. Activateurs des canaux KATP 

          Le nombre d’agents possédant des propriétés activatrices des canaux potassiques 

ATP-dépendants (KCOs : KATP Channel openers) a fortement augmenté au cours de ces 

dernières années. Ces composés sont susceptibles de constituer de nouveaux agents 

thérapeutiques utiles dans le traitement de très multiples pathologies, touchant différents 

organes, en stimulant le flux des ions potassium à travers cette classe de canaux ioniques. 

Les KCOs exercent leur effet sur les cellules sécrétoires, les neurones, les muscles lisses 

vasculaires et non vasculaires et les muscles cardiaques et squelettiques par l’ouverture du 

canal KATP. L’augmentation de  la sortie des ions 42K+ ou de son traceur 86Rb+  provoque 

une hyperpolarisation, la fermeture des canaux calciques voltage-dépendants et la 

réduction de l’activité électrique cellulaire. La diminution de la concentration cytosolique 

de Ca2+ qui en résulte, induit l’inhibition de sécrétion de l’insuline par  les cellules β 

pancréatiques et la  relaxation des  muscles lisses vasculaires [Sebille et al., 2004]. ]. Ils 

entraînent aussi le relâchement des muscles lisses autres que vasculaires tels que les 

muscles bronchiques, dont seulement les dérivés du benzopyrane ont été profilés à la 

thérapie de l’asthme [Buchheit et al., 2002 ; Sebille et al., 2008]. 

 

         D’autre part les KCOs pourraient jouer, par leur action sur les canaux KATP, un rôle 

primordial dans le traitement de l’ischémie de reperfusion du cœur, dont il a été démontré 

que le prétraitement par les KCOs (cromakalim et diazoxide) augmente le niveau 

d’expression des protéines impliquées dans l’apoptose [Fabiyi et al., 2003 ; Mannhold, 

2004]. 

Les KCOs des canaux KATP forment un vaste groupe de composés assez disparates ne 

présentant pas de pharmacophore commun (Figure 16). Ces composés sont généralement 

classés en familles suivant leur structure chimique, parmi lesquelles on trouve notamment :  

§ Les benzopyranes et dihydropyranes analogues du cromakalim (09)  et du 

levcromakalim ; 

§ Les benzothiadiazines représentés par le  diazoxide (11) ; 

§ Les cyanoguanidines analogues du pinacidil (10) ; 

§ Les thioformamides analogues  de l’aprikalim (12) ; 

§ Les dérivés de pyrimidines comme le minoxidil (13) , ou encore plus récemment les 

dihydropyridines (ZM-244085) ; 

§ Les dérivés de la nicotinamide comme le nicorandil (15) ; 
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§ Les cyclobutenediones (WAY-151616) ; 

§ Les carbinols tertiaires analogues de ZD-6169 (14)  [Mannhold, 2004; Jahangir et 

Terzic, 2005]. 

 

 

 

 

                                                                     

                                                               

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 16 : Principales familles des activateurs des canaux KATP représentées par leurs 

composés prototypes. 
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I.3.3.2.1. Les Benzopyranes 

        Le cromakalim est le prototype de cette famille d’ouvreurs des canaux KATP. Le 

cromakalim et ses dérivés constituent le groupe d’activateurs ayant fait l’objet de la plus 

large investigation pharmacochimique [Sebille et al., 2004]. Le cromakalim a été 

largement étudié par le passé pour son action antihypertensive [Hamilton et al., 1986]. 

Cette molécule est également connue pour être très faiblement active entant qu’inhibiteur 

de la sécrétion d’insuline, par opposition à certains PCOs tel le diazoxide [Lebrun  et al., 

1990]. Le cromakalim contient deux carbones chiraux avec un groupement OH (alcool) en 

position 3 et un groupement pyrolidine en position 4 arrangés selon une configuration 

trans. 

 

        L’activité sur les canaux KATP réside, essentiellement, dans l’énantiomère 3S,4R 

(Levcromakalim 16), duquel le groupement carbonyle de la séquence 4-pyrrolidinyl est 

considéré essentiel à l’activité biologique (Figure 17). 

Plusieurs pharmacomodulations, autour du cromakalim, ont été effectuées afin, d’une part, 

d’augmenter l’activité vasorelaxante et d’autre part, de diminuer les effets secondaires liés 

à cette drogue. Les principaux sites sur lesquels les modifications ont été effectuées sont 

les suivantes : 

 

§   Substitution du carbone C-2 par différents groupes hydrocarbonés. 

§   Etude  de l’influence de la stéréochimie des carbones C-3 et C-4. Le dérivé ayant un 

C4 de géométrie R (levcromackalim) est plus actif que le mélange racémique ou 

l’énantiomère S [Grover et al., 1991].  

§   Modification du cycle substituant le carbone C-4. Par exemple, la fixation d’une 

cyanoguanidine  en position 4 conduit à des agents cardioprotecteurs en modulant 

les canaux KATP des cellules cardiaques, le prototype de cette famille est le BMS-

1804485 (17) [Grover et al., 1995]. 

§   Modification du groupement électroattracteur en position 6. 

§   Le cycle benzénique peut également être remplacé par une pyridine. Les résultats 

les plus intéressants seraient obtenus lorsque l’azote pyridinique se trouve en              

position 6. 
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§   Le cycle pyrane lui-même peut être modifié. Il est possible de substituer l’atome 

d’oxygène par un atome de soufre [Smith, 1990],  d’azote ou de carbone [Ashwood 

et al., 1991]. 

 

O

N

NC OH

O

O

NC OH

N
NO

O

HN

NC OH

NCN

HN

Levcromakalim (16)                         Symakalim (17)                             BMS 180448 (18)  

 

O

N

NC OH

NHNCl

O

N

S OH

OO
O

O

N

F3CF2C OH

O

BMS 191095 (19)                       Rimakalim  (20)                                  BRL  55834 (21)  

 

O

NC

N
O

O

N

NC

O

O

N

O2N

O

O

O

                                                  Bimakalim  (23)                       SPK  450  (24)Ro 31-6930 (22)  

 

Figure 17 : Structures de quelques dérivés du cromakalim. 

 

         Des analogues portant un groupement arylsulfonylurée sur le carbone 4 (25), reliés 

structuralement au cromakalim et au BMS 1804485 ont exprimé un effet vasodilatateur 

modéré sur le muscle lisse vasculaire mais ne présentent aucun effet sur la sécrétion 

d’insuline. Par contre, leurs dérivés N-méthylés  (26) se sont montrés plus actifs que leurs 
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molécules mères sur trois tissus différents à savoir, les muscles lisses vasculaires, le 

muscle utérin et les cellules β pancréatiques [Khelili et al., 1999, 2006] (Figure18). 
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Figure 18 : Structure générale de benzopyranes portant un groupement arylsulfonylurée. 

 

        En plus de leur rôle dans la réduction de la pression sanguine par vasodilatation,             

les benzopyranes ont été étudiés en vue de les utiliser dans la thérapie de l’asthme. En effet 

certains benzopyranes comme le JTV 506 (27) (Figure 19) peuvent éviter l’hyperréactivité 

respiratoire provoquée expérimentalement à des faibles doses sans production d’effets 

secondaires cardiovasculaires comme le font ceux de la première génération (ex : 

levcromakalim). Une nouvelle génération de benzopyranes avec une sélectivité pour les 

voies respiratoires peut constituer une nouvelle classe de médicaments dans le traitement 

de l’asthme [Fozard  et Manley, 2001]. 
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          Les travaux les plus récents visant à identifier de nouveaux PCOs sélectifs des 

cellules β pancréatiques ont permis la synthèse d’analogues du cromakalim (Figure 20). 

Certains se sont montrés plus actifs en tant qu’inhibiteurs de la sécrétion d’insuline et 

moins myorelâchants que les molécules de référence, le diazoxide et le cromakalim. Les 

molécules portant en C-4 un groupement de type phénylthiourée ou phénylurée substitué 

au niveau du cycle benzénique en méta ou en para par un groupement électro-attracteur tel 

qu’un groupement cyano- ou un atome de chlore se sont montrées très puissantes et 

sélectives des cellules β pancréatiques [Sebille, de Tullio et al., 2008; Florence, Sebille et 

al., 2009]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Pharmacomodulations effectuées sur le noyau benzopyrane [Sebille 2005]. 
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I.3.3.2.2. Les cyanoguanidines 

         Le prototype de ces ouvreurs, présentant des propriétés hypotensives, est le pinacidil 

(28, Figure 21) pour lequel l’activité réside dans le R-(-)-énantiomère. Ce composé, du fait 

de ses nombreux effets secondaires (tachycardie, palpitation,….) n’est utilisé en clinique 

qu’en association avec d’autres dérivés (β- bloquants ou diurétiques).    

 

N

N

H

N

N

H

NC

 

Figure 21 : Structure du pinacidil 

 

         Dans les cellules du muscle lisse, il a été montré qu’à des concentrations très basses, 

le pinacidil  est capable d’activer les canaux KATP mais il reste moins actif que le 

cromakalim [Hamilton et Weston, 1989 ; Edwards et Weston, 1990]. A des concentrations 

plus au moins élevées, ce composé peut également activer les canaux KATP dans les 

cellules β pancréatiques [Lebrun et al., 1988], et les cellules cardiaques [Fan et al., 1990]. 

En plus du pinacidil, d’autres composés plus puissants ont été synthétisés, les principales 

pharmacomodulations apportées sur ce noyau sont les suivantes (Figure 22) : 

 

§ Remplacement du noyau pyridinique par un benzène porteur d’un groupement 

électroattracteur dans la même position de que l’azote (29) [Pirotte et al., 1995]. 

§ Modification de la position de l’azote aromatique par rapport à la fonction 

cyanoguanidine (30) [Edwards et Weston, 1990]. 

§ Variation de la nature et de la longueur de la chaine hydrocarbonée de la fonction 

cyanoguanidine (31) [Atwal et al., 1992]. 
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Figure 22 : Quelques exemples de dérivés du pinacidil. 
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I.3.3.2.3. Les Benzothiadiazines 1,1-dioxydes 

        Leur prototype est le diazoxide qui a une structure chimique semblable à celle des 

diurétiques thiazidiques avec des propriétés pharmacologiques différentes. Le diazoxide 

(HYPERSTAT®) a été longtemps et largement utilisé dans le traitement de l’urgence 

hypertensive. Son effet hypotensif apparaît rapidement après administration intraveineuse 

et peut persister de 4 à12 heures. Par voie orale, le diazoxide (PROGLICEM®, Gél 25 et                

100 mg) est encore quelque fois prescrit dans le traitement de certaines hypoglycémies et 

les pathologies caractérisées par une hypersécrétion d’insuline (insulinome,  

nésidioblastose du pancréas…). Son absorption après administration orale est bonne. 

 

         Ce produit diffère des autres  KCOs par plusieurs aspects dont son site de fixation sur 

les protéines SUR, qui est localisé dans une région autre que celle des benzopyranes et des 

cyanoguanidines. C’est le seul activateur qui se lie avec la même affinité avec les SUR1 et 

les SUR2B en provoquant le relâchement des muscles lisses vasculaires, mais moins que le 

cromakalim, ce qui entraîne une hypotension, et exerçant un effet inhibiteur sur la 

sécrétion d’insuline, processus qui est attribué à l’ouverture des canaux KATP des cellules 

β-pancréatiques [Mannhold, 2004]. 

 

        Les premières pharmacomodulations entreprises sur le diazoxide l’ont été avant la 

démonstration  de son mécanisme d’action et avaient pour buts de chercher des effets 

potentiels aussi différents que l’activité antihypertensive [Raffa et al., 1962 ; idem 1966 ;  

Monzani et al., 1972 ; idem 1974 ; Topliss et al., 1964]. 

 

         En 1982, Henquin et Meissner  ont conclu que l’inhibition de sécrétion de l’insuline 

par le diazoxide est due à une augmentation de la perméabilité aux ions K+ par la 

membrane cellulaire. Quelques années après, d’autres travaux  ont révélé que le diazoxide 

agit sur le même canal KATP qui est fermé par les sulfonylurées [Trube et al., 1986, Lebrun 

et al., 1989]. 
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        Parmi les pharmacomodulations apportés sur le diazoxide comme activateur des 

canaux KATP nous pouvons citer (Figure 23) : 

§ Remplacement du noyau benzénique par un noyau pyridinique ;  

§ Variation de la ramification et de la longueur de la chaine latérale 3-alkyle ; 

§ Alkylation des atomes d’azote en position 2 et 4 ; 

§ Saturation de la double liaison du cycle thiadiazidique ; 

§ Remplacement  de l’atome d’azote en position 4 par un soufre. 

§ Remplacement du groupe sulfonyle par un carbonyle. 
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Figure 23 : Structure générale des dérivés arylthiadiazines 
[D’après Mannhold, 2004]. 

 

         Des travaux, visant à découvrir de nouveaux agents pharmacologique, ont abouti à la 

synthèse de 3-alkylamino-4H-pyrido[4,3-e]-1,2,4-thiadiazine 1,1-dioxydes, tel que le 

BPZD 44 (32) et le BPZD 73 (33) (Figure 24) [Pirotte et al., 1993 ; de Tullio et al.,1996 ; 

Khelili et al., 1999 ; Pirotte et al., 2000].  
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Figure 24 : Arylthiadiazines puissants et sélectifs des canaux KATP pancréatiques. 
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        Ces nouvelles structures résultent en fait d’une association d’éléments structuraux 

appartenant à la fois au diazoxide et au pinacidil. On retrouve dans ce type de dérivés, un 

noyau arylthiadiazine dioxyde comme dans le diazoxide et un groupement 

arylalkylguanidine semblable à celui du pinacidil. A l’opposé du diazoxide qui ne montrait 

pas de sélectivité tissulaire, et du pinacidil qui a une forte affinité pour les muscles lisses, 

des pyridothiadiazines tels que le BPDZ 44 (32) ont montré une très nette sélectivité pour 

les cellules β pancréatiques (Figure 24). 

 

        Des analogues plus puissants et sélectifs des cellules β pancréatiques ont été conçus et 

synthétisés en remplaçant le noyau pyridinique par un noyau thiophène [Nielsen et al., 

2002] (Figure 24). Le NN414 (34) est au moins 1000 fois plus puissant que le diazoxide 

dans l'inhibition de la libération d'insuline [Nielsen et al., 2002], il a été développé pour 

traiter le diabète de type II jusqu’en phase II clinique où il a dû être abandonné pour des 

raisons d’hépato-toxicité. 

 

        La variation de la position de l’atome d'azote du noyau pyridinique des 

pyridothiadiazines a donné des composés avec une sélectivité tissulaire opposée : par 

exemple BPDZ-79 (35) et BPDZ-83 (36) sont plus sélectifs des cellules musculaires lisses 

vasculaires versus les cellules β du pancréas [Pirotte et al., 2000] (Figure 25). Le BPDZ-79 

(35) diffère structurellement de BPDZ-44 (32) par la position de l'atome d'azote du noyau 

pyridinique, illustrant comment de simples variations structurales peuvent affecter la 

sélectivité tissulaire.  
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Figure 25 :  Quelques arylthiadiazines présentant des propriétés vasodilatatrices. 
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          Des composés hybrides associant le noyau benzothiadiazine (pharmacophore 

« activateur du canal potassique ») avec un groupe benzènesulfonylurée (pharmacophore 

« bloqueur du canal potassique ») (composé (37),  Figure 25),  ont été conçus et synthétisés 

par Khelili et al. Le composé (37)  présente des propriétés vasodilatatrices intéressantes de 

l’aorte de rat mais est dénué d’effet sur le pancréas [Khelili et al., 1995 ; Faury et al., 

2003]. 
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 I.4. Rôle des activateurs de canaux KATP sur la synthèse d’élastine   

         Les vaisseaux permettent au système vasculaire d'être plus qu'une simple voie de 

circulation du sang dans l'organisme. Les fibres élastiques présentes dans la paroi de ces 

vaisseaux rendent ceux-ci élastiques et permettent le lissage de la pression et du flux 

sanguins très discontinus délivrés par le cœur. Cette fonction est impérative pour permettre 

une hémodynamique correcte.  

         Les fibres élastiques sont constituées d'élastine et de microfibrilles riches en 

fibrillines qui procurent aux artères leurs propriétés élastiques et qui sont aussi des signaux 

pouvant se fixer à des récepteurs membranaires relativement spécifiques. Cette double 

fonction mécanique et de signalisation met les fibres élastiques à la croisée des processus 

de développement et de vieillissement prenant place dans les vaisseaux sanguins.  

 

          Une altération de la fonction des gènes de l'élastine ou des fibrillines conduit à des 

pathologies génétiques lourdes affectant le système cardiovasculaire, comme la sténose 

aortique supravalvulaire, ou le syndrome de Williams-Beuren, dans lesquels le déficit de 

production d'élastine induit des sténoses aortiques, ou le syndrome de Marfan, au cours 

duquel le déficit de production de fibrilline-1 provoque au contraire l'apparition 

d'anévrismes aortiques. Des modèles de souris génétiquement modifiées de ces maladies 

ont permis de mieux comprendre la pathogenèse de ces syndromes. En particulier, il a été 

montré que les rôles fonctionnels et morphogénétiques de l'élastine et de la fibrilline-1 

peuvent s'additionner et donc être complémentaires par certains aspects, alors qu'ils 

peuvent s'opposer dans d'autres situations. Aussi, il est maintenant avéré que des 

modifications précoces de la disponibilité en élastine ou fibrilline-1 peuvent altérer la 

fonction de signalisation normale de ces protéines et conduire a long terme a des 

modifications de la physiologie vasculaire et des processus de vieillissement [Fhayli et al., 

2012]. 

 

I.4.1. Structure des artères 

          Les grandes artères élastiques possèdent trois couches ou tuniques concentriques, de 

l’intérieur vers l’extérieur du vaisseau : l’intima, le média et l’adventice (Figure 26). 

1. L’intima  est formée successivement d’une monocouche de cellules                     

endothéliales, d’une fine couche de tissu conjonctif appelée lame                             

basale, de la couche sous-endothéliale et de la limitante élastique interne.                                                             
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Cette dernière est une lame élastique qui sépare l’intima de la tunique sous-jacente, 

la média [Pezet et al., 2008]. 
 

2. La média se compose d'une succession d'unités lamellaires concentriques et est 

considérée comme l’unité structurale et fonctionnelle de la paroi vasculaire. Cette 

architecture multilamellaire n’existe que dans les artères élastiques. Chaque unité 

lamellaire est constituée d'une couche de cellules musculaires lisses vasculaire et 

d’une lame élastique adjacente. Les lames élastiques sont constituées des fibres 

élastiques (microfibrilles  10% et élastine 90%) qui procurent aux tissus extensibles 

(essentiellement la peau, les poumons et les artères) leur propriété d'élasticité. Des 

fibres de collagène et des microfibrilles dispersées entre les cellules musculaires 

lisses sont aussi présentes [Pezet et al., 2008 ; Uitto, 1979].  
 

3. L’adventice est séparé de la média par la limitante élastique externe (la lame 

élastique de la paroi la plus externe). Elle se compose d'une matrice extracellulaire 

(MEC) riche en collagène produite par une population hétérogène de fibroblastes. 

Elle contient aussi quelques fibres élastiques épaisses. L’adventice des grosses 

artères contient un système capillaire, dit « vasa vasorum », qui apporte les 

nutriments et l’oxygène aux cellules les plus éloignées de la lumière vasculaire 

[Bonnet, 2010 ; Michel et al., 2007 ; Tedgui et Lévy, 1997]. 

 

 

 

 
 

Figure 26 : Structure de la paroi artérielle [Kahle et al., 1990]. 
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I.4.1. Composition de la paroi artérielle  

        La paroi vasculaire contient trois types principaux de cellules : les cellules 

endothéliales (CE), les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) et les fibroblastes, 

en plus d’une matrice extracellulaire (MEC).  

 

I.4.1.1. Les cellules endothéliales 

        Les CE, constitutives de l’endothélium, forment une monocouche cellulaire semi-

perméable qui tapisse la totalité du système circulatoire (environ 1×1013 cellules) et qui 

assure l’échange moléculaire entre le sang et les tissus. Elles constituent presque 1,5% de 

la masse totale du corps (environ 1 kg) et sont orientées/polarisées dans la direction du 

débit sanguin [Sumpio et al., 2002 ; Girard et Springer, 1995]. In vivo les CE adhèrent à la 

surface du vaisseau par l'intermédiaire de récepteurs d’adhésion, les intégrines. Celles-ci 

assurent aussi une partie de la signalisation entre les CE et la MEC [Carleson et al., 2008 ; 

Fitridge et Thompson, 2007]. Pendant longtemps, l'endothélium vasculaire a été considéré 

comme étant simplement une barrière entre le sang et les tissus. Depuis, de nombreuses 

études ont montré qu’un endothélium sain est capable de répondre à des stimuli 

mécaniques (force de cisaillement) et chimiques (hormones, prostaglandines,…) [Rennier 

et Ji, 2013 ; Triggle et al., 2012 ; Deanfield et al., 2007 ; Vanhoutte et Rimele, 1982].   
 

         L’endothélium module la vasomotricité et le débit de perfusion en synthétisant et en 

libérant des facteurs vasodilatateurs et vasoconstricteurs qui diffusent vers les CMLV sous-

jacentes. Dans les conditions physiologiques, c’est l’équilibre entre les effets des 

substances endothéliales vasodilatatrices et vasoconstrictrices qui maintient l’état 

contractile basal  des CMLV [Triggle et al., 2012].  

 

I.4.1.2. Les cellules musculaires lisses vasculaires 

         Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) sont embryologiquement issues 

du mésoderme. Elles sont généralement fusiformes et uninuclées (contrairement aux 

cellules musculaires squelettiques qui sont plurinuclées) et ont un diamètre de 2 à 5 µm 

pour une longueur qui varie de 20-60 µm.  Elles sont arrangées de façon concentrique sous 

forme de feuillets séparées par des lames élastiques et des fibres de collagènes [Matsumoto 

et Nagayama, 2012].   
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           L’état « contractile » est caractérisé par la présence des myofilaments contractiles 

(actine et myosine) dans les CMLVs, procurant aux vaisseaux sanguins leur motricité, avec 

une capacité réduite de synthétiser les protéines et un taux de prolifération faible 

[Matsumoto et Nagayama, 2012 ; Gomez et Owens, 2012 ; Van Eys et al., 2007 ; 

Rudijanto, 2007].   

        Les CMLVs sont les principaux éléments contractiles des parois des vaisseaux 

sanguins. Cet effet contractile est lié directement à l’augmentation de la concentration 

intracellulaire du calcium ([Ca2+]i) de ces cellules. Celle-ci peut être initiée suite à une 

stimulation électrique (potentiel membranaire) ou chimique (angiotensine II, 

noradrénaline,…). La relaxation de la CMLV résulte de la diminution de la concentration 

de [Ca2+]i, soit par l’expulsion du calcium à l’extérieur de la cellule, soit par son recaptage 

dans le réticulum sarcoplasmique. Grâce à leur contraction ou leur relaxation, les CMLVs 

jouent un rôle majeur dans la régulation du débit sanguin local et de la pression artérielle 

moyenne [Wynne et al., 2009 ; Collin et Levy, 2008 ; Rudijanto, 2007]. 

 

I.4.1.3. Les fibroblastes 

          Le fibroblaste est le type cellulaire le plus abondant dans l'adventice vasculaire. Les 

fibroblastes jouent un rôle central dans le contrôle de la fonction vasculaire. Ils stimulent la 

production, l’organisation et la dégradation des éléments de la MEC. Les fibroblastes 

sécrètent également un mélange complexe de facteurs de croissance, des cytokines et des 

chimiokines. En outre, les fibroblastes communiquent avec les cellules neuronales qui 

possèdent leurs terminaisons dans l’adventice, les cellules d'origine hématopoïétiques 

(cellules dendritiques, les macrophages, les lymphocytes T), les CMLV et les CE 

[Stenmark et al., 2012 ; Sorrell et Caplan, 2009]. L'action des fibroblastes favorise aussi la 

réparation vasculaire. En réponse à une blessure, les fibroblastes se transforment en 

myofibroblastes, ce qui leur permet d'accroître leurs capacités contractiles, par l'expression 

d'α-actine, et la production des protéines de la matrice extracellulaire telle que les 

collagènes [Martinez-Lemus, 2012 ; Forte et al., 2010]. 

 

I.4.1.4. La matrice extracellulaire vasculaire 

        Les matériaux extracellulaires sont des constituants majeurs de la paroi vasculaire, 

désignés sous le nom de stroma ou matrice extracellulaire (MEC). Dans les artères 

élastiques, la MEC constitue plus de la moitié du poids total du vaisseau.  
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         Elle est formée essentiellement par l’élastine et les collagènes. D’autres composants 

comme la fibronectine, les microfibrilles, les protéoglycanes et les glycoprotéines sont 

aussi présents. La MEC confère aux parois vasculaires une structure de soutien 

indispensable à leur intégrité et à leurs propriétés fonctionnelles, notamment l’élasticité 

apportée par les fibres élastiques et la rigidité apportée par les collagènes. Elle est aussi 

impliquée dans la régulation de processus de signalisation cellulaire et dans les contacts 

entre cellules (molécules d’adhérence et systèmes de jonction cellule-cellule). Ces 

macromolécules extracellulaires sont synthétisées par les trois types des cellules 

vasculaires (CE, CMLV, fibroblastes) au cours du développement et de la croissance. À 

l’âge adulte, la synthèse et le renouvellement de certaines macromolécules (élastine, 

collagène,…) de la MEC est plus lente, voire inexistante, alors que la synthèse d’autres 

macromolécules de cette matrice augmente (fibronectine, laminine) [Briones et al., 2010 ; 

Jacob, 2006 ; Varani  et al., 2006 ; Kelleher et al., 2004].  

 

I.4.2. L'élastine 

          L’élastine est un polymère totalement insoluble, hydrophobe et durable, avec une 

demi-vie estimée à environ 74 ans [Petersen et al., 2002]. L’élastine est le constituant 

majeur (90%) des fibres élastiques. Son rôle principal est de procurer les propriétés 

élastiques et la résilience essentielle pour le bon fonctionnement des tissus qui sont soumis 

à des étirements répétitifs et/ou des stress, notamment l’aorte, les poumons et la peau 

(Figure 27) [Kielty et al., 2006, 2002a,b ; Rosenbloom et al., 1993]. L’élastine constitue, 

en poids sec, 30 à 57% de l'aorte, 50% des ligaments élastiques, 3-7% du poumon, 4% de 

tendons et 2-5% de la peau [Vrhovski et Weiss, 1998]. L’élastine est apparue assez 

tardivement au cours de l’évolution. Absente chez les invertébrés, elle est présente chez 

tous les vertébrés, à l’exception des cyclostomes primitifs, vertébrés aquatiques, tels que la 

lamproie et la myxine [Faury, 2001]. L’élastine est synthétisée sous forme d’un précurseur, 

la tropoélastine (TE) d’environ 70 kDa, qui va s’assembler pour donner naissance au 

biopolymère extrêmement insoluble et durable qu’est l’élastine. [Mithieux et Weiss, 2005 ; 

Tamburro et al., 2005]. 

         Les domaines hydrophiles de la TE sont riches en alanine et en lysine et sont 

considérés comme des cibles pour la liaison avec les composantes des microfibrilles et les 

enzymes de réticulation (LOX et LOXL) au cours de l’élastogénèse.  
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           A l'inverse, les domaines hydrophobes sont riches en glycine, valine et proline, sont 

présents en motif répétitifs et sont à l’origine des propriétés élastiques de l’élastine [Kielty 

et al., 2002c ; Csiszar, 2001 ; Bellingham et al., 2001 ;  Debelle et Tamburro, 1999 ; 

Vrhovski et Weiss, 1998 ; Rosenbloom et al., 1993].  

Trois maladies humaines sont liées à des mutations ou délétions dans le gène de la TE: 

§    Le syndrome de Williams-Beuren (SWB), caractérisée par des anomalies 

endocrines (hypercalcémie, métabolisme anormal du glucose), neurologiques, 

musculo-squelettiques, un retard mental et des anomalies cardiovasculaires. 

§    la sténose aortique supra-valvulaire (SASV),  qui est un rétrécissement de l’aorte 

au dessus des valves aortiques.  

§    le cutis laxa, caractérisée par une laxité et inélasticité de la peau [Bayés et al., 

2003 ; Tassabehji et al., 1998 ; Olson et al., 1995].  

 

 

Figure 27 : Structure de l’élastine. 

a) aorte, b) poumon, c) cartilage de l’oreille [Kielty, 2006]. 

 

I.4.2.1. Rôles biologiques de l’élastine et des peptides d'élastine  

         Au cours du vieillissement ou dans certaines situations pathologiques, les fibres 

élastiques sont clivées par des protéases, ce qui libère des peptides d’élastine. L’élastine et 

les peptides d'élastine ont diverses activités biologiques [Duca et al., 2004 ; Fulop et al., 

2001, 1981 ; Faury, 1998]. Outre leur fonction d’élasticité, l'élastine joue un rôle dans la 

morphogenèse des artères en contrôlant la prolifération des CMLV. En effet, les souris 

génétiquement invalidées pour le gène d’élastine meurent d’occlusion des artères deux 

jours après la naissance [Li et al., 1998]. 
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         Les peptides d’élastine déclenchent une cascade d'effets biologiques sur plusieurs 

types cellulaires (CMLV, CE, fibroblastes, leucocytes, monocytes…) après fixation sur un 

récepteur de haute affinité [Duca et al., 2004 ; Mochizuki et al., 2002 ; Faury, 1998 ; 

Tajima et al., 1997 ; Wachi et al., 1995 ; Senior et al., 1984] : 

§   Ils modulent le chimiotactisme des monocytes, des fibroblastes et des CE [Indik et 

al., 1990 ; Long et al., 1989 ; Senior et al., 1984] ; 

§   Ils favorisent la formation de fibres d'actine [Patel et al., 2006] ; 

§   Ils régulent la prolifération et la migration des CMLV [Spofford et Chilian, 2001 ; 

Wachi et al., 1995 ; Ooyama et al., 1987];  

§   Ils induisent l’augmentation de la concentration de calcium dans les CE et les 

leucocytes. L’augmentation du calcium intracellulaire active la production de 

monoxyde d’azote (NO), qui diffuse vers les CMLV et provoque ainsi une 

vasorelaxation dépendante de l’âge [Faury et al., 1994, 1995, 1997, 1998a,b ; 

Varga et al., 1989]. 

I.4.2.1. Effet des activateurs de canaux KATP sur la synthèse d’élastine   

        Comme nous l’avons déjà cité au début du chapitre, les canaux KATP, inhibés par 

l’ATP intracellulaire et activé par l’ADP, constituent des cibles pour les médicaments qui 

agissent soit comme des ouvreurs (minoxidil, nicorandil, diazoxide,…) soit comme des 

bloqueurs (glibenclamide) de ces canaux. Les ouvreurs des canaux potassiques (PCOs) 

entraînent l’hyperpolarisation des CMLV, Ce qui induit la fermeture des canaux calciques 

voltage-dépendants et donc une réduction du taux de calcium intracellulaire et par la suite 

une vasodilatation [Standen, 2003 ; Nelson et Brayden, 1993].  

 

         Outre leur fonction vasodilatatrice, les activateurs des canaux potassiques ont fait 

l’objet de plusieurs études concernant la synthèse d’élastine. Il a été montré que le 

traitement chronique de 2 mois sur des rats de différents âges (2, 12 et 24 mois) par le 

nicorandil (14) à faible dose (0.1 mg/kg/jour) provoque une augmentation de la proportion 

d’élastine et du nombre des lames élastiques de l’aorte [Raveaud et al., 2009].  De son 

coté, le minoxidil (12) révèle un effet positif sur l’expression de l’élastine in vivo [Tsoporis 

et al., 1998] et in vitro [Tajima et al, 1995 ; Hayashi et al., 1994]. 
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          Hayashi et al. (1994) ont montré que le traitement in vitro des CMLVs par le 

minoxidil augmente l’expression d’élastine d’une façon dose-dépendante et temps-

dépendante. L’expression est maximale avec une dose de 1 mM pour 48 h de traitement. 

Chez le rat spontanément hypertendu, le traitement chronique par le minoxidil (120 mg/l 

dans l’eau de boisson pendant 10 semaines) augmente le contenu en élastine dans l’aorte 

abdominale, l’artère mésentérique et les artères rénales. Cette augmentation pourrait être 

due à la diminution significative de l’activité des élastases tissulaires provoquée par le 

minoxidil [Tsoporis et al., 1998].  
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Chapitre II 

But du travail 

         Comme nous venons de le voir dans le chapitre précédent, les canaux sensibles à 

l’ATP jouent un rôle essentiel dans plusieurs processus physiologiques dont la modulation 

pourrait ouvrir une voie à des applications pharmacologiques et médicinales très 

intéressantes. 

         L’intérêt croissant porté ces dernières années à l’étude et au développement de 

modulateurs des canaux KATP, plus spécifiquement d’activateurs de ces canaux (PCOs), est 

une preuve supplémentaire de l’importance prise par ces entités transmembranaires en 

pharmacologie et en thérapeutique. Les indications, avérées ou potentielles, des activateurs 

sont nombreuses. Nous pouvons entre autres signaler le traitement de l’hypertension 

artérielle, la cardioprotection , le traitement de l’incontinence urinaire et  de l’asthme. 

          Les activateurs des canaux KATP constituent une famille de composés chimiquement 

divers qui appartiennent à de nombreuses classes structurales, que nous  avons déjà cité 

dans le chapitre précédent. 

          Le cromakalim, le prototype des benzopyranes, présente  un effet vasodilatateur 

puissant des muscles vasculaires lisses, mais une faible  inhibition  de la sécrétion 

d'insuline, contrairement au  diazoxide, une benzothiadiazine, qui est actif sur les cellules 

sécrétrices d'insuline (inhibiteur) et les cellules musculaires lisses vasculaires 

(vasodilatateur). 
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           L’optimisation  de l’hétérocycle diazoxide a fourni des composés comme                         

le BPDZ 44 et le BPDZ 73, qui ont montré une très nette sélectivité pour les cellules                   

�-pancréatique, [de Tullio et al., 2003] au contraire du diazoxide qui n’a montré qu’une 

très faible sélectivité tissulaire.  

        Parmi les diverses pharmacomodulations menées autour du diazoxide comme 

activateur des canaux KATP nous pouvons citer : 

� Remplacement du noyau benzénique par un noyau pyridinique ou un thiophène 

conduisant à des pyridothiadiazines [Pirotte et al., 1993] ou des thiénothiadiazines 

[Nielsen et al., 2002]   ;  

� Remplacement de la chaine alkyle en position 3 par une chaine alkylaminée  

comme le BPDZ 73 ; 

� Remplacement du groupe sulfonyle (SO2) par son isostère, le groupe carbonyl 

(C=O), conduisant à des quinazolinones [Mogensen et al., 2002] ; 

� Introduction de fonction sulfonylurée en différentes positions  [Khelili et al., 1995,
2003] ; 

           Jusqu’à présent, la modification de la structure du noyau benzothiadiazine par 

ouverture de cycle n'a jamais été tentée pour aboutir à une nouvelle classe d’activateurs des 

canaux KATP  (PCOs). 

            Dans cette optique, ce travail tente de développer de nouveaux PCOs  simplifiés 

avec des propriétés pharmacologiques améliorées. Pour cela,  nous avons entrepris la 

synthèse de certains composés résultant à la fois de l'ouverture du cycle 3-alkylamino-4H-

1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxide et l'introduction de fragments urée ou  thiourée. 

            Nous avons tout d’abord synthétisé des analogues ouverts du cycle thiadiazinique 

en gardant le même squelette de ce dernier, avec fixation d’un groupe (thio)urée (Série I) 

(figure 28). Par la suite, le NH a été remplacé par un atome d'oxygène, tandis que le groupe 

SO2 a été remplacé par son isostère non classique C=O. Ces modifications structurales ont 

conduit à trois nouvelles séries d'analogues à cycle ouvert de diazoxide et des 3-

alkylamino-4H-1,2,4-benzothiadiazines 1,1-dioxides (séries I, II et III), comme c’est 

illustré dans la figure 28. 

�
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Figure 28 : Simplification des 3-alkylamino-4H-1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxides 

conduisant à de nouvelles séries de composés (I, II et III). 

          Cette stratégie a été inspirée à partir des travaux antérieurs consistant en  l'ouverture 

du cycle  pyrane de cromakalim, un dihydrobenzopyrane, et l'introduction d’un groupe 

urée et de groupes sulfonylurée, qui a fourni de nouvelles molécules plus simples avec un 

effet vasodilatateur substantiel [Khelili et al., 2008] (Figure 29). 

O

HN O

R1

X

O
R2

HN O

R1

Simplification

moléculaire

X= F, Cl, Br, NO2

R1= alkyl ou aryl (amide), NHR1

NHSO2Ar(sulfonylurée)

R1= alkyl ou aryl (amide), NHR1

NHSO2Ar (sulfonylurée)
R2= Me, Et

Figure 29: Simplification moléculaire  des dihydrobenzopyranes [Khelili et al, 2008]. 



       II But du travail  

42

          Les nouveaux composés conçus ont été étudiés en tant qu’activateurs potentiels du 

canal KATP en évaluant leur activité vasodilatatrice sur le tissu musculaire lisse vasculaire 

de rat (anneaux aortiques). Nous avons également examiné certaines de nos molécules les 

plus prometteuses sur le tissu pancréatique de rat comme inhibiteurs putatifs de la sécrétion 

de l’insuline, et sur les cellules musculaires lisses vasculaires  comme stimulateurs 

potentiels de la production de l’élastine. 

          Rappelons que l’élastine est la principale protéine de la matrice extracellulaire 

composant les fibres élastiques, qui confère de l’élasticité aux tissus extensibles (comme la 

peau, les poumons et les artères). Le gène de l'élastine n’est exprimé qu’au cours de la vie 

fœtale et l'enfance, donc l’élastine n’est pas renouvelée régulièrement au cours de l'âge 

adulte et au cours du vieillissement, conduisant à un raidissement progressif des artères et            

à  un dysfonctionnement cardio-vasculaire ultérieur.  

          Dans le vieillissement normal et les syndromes liés à  un déficit génétique de 

l’élastine, les patients peuvent bénéficier d'une régulation à la hausse du gène de la 

protéine, ce qui augmenterait le déficit de la teneur en élastine des artères et améliore la 

fonction artérielle. 

          Il a été démontré que le minoxidil,  un activateur de canaux KATP, augmente 

l'expression du gène de l'élastine, in vitro, dans des fibroblastes de la peau et des cellules 

musculaires lisses vasculaires [Hayashi et al., 1994 ; Tajima et al., 1995] et in vivo chez le 

rat, ce qui conduit à une augmentation de la teneur artérielle en élastine [Tsoporis et al., 
1998]. Plus récemment, il a été démontré que le minoxidil, le diazoxide, et le pinacidil 

(PCOs) augmentent les ARNm codant pour les protéines et les enzymes impliquées dans la 

formation de fibres élastiques, tandis que le glibenclamide a eu un effet contraire [Slove et 
al,  2013]. 

         Pour ces raisons,  il nous parait judicieux d’investiguer l’effet stimulateur potentiel 

sur la synthèse  d'élastine dans les cellules musculaires lisses vasculaires par application de 

nos molécules  nouvellement synthétisées et qui ont montré une certaine activité sur les 

canaux KATP du muscle lisse vasculaire. 

�
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Chapitre IV 

 

Résultats et discussion 

 

 

IV.1. Présentation des modèles pharmacologiques 

           Comme nous l’avons déjà cité, le but de ce travail est de développer de nouveaux 

activateurs des canaux KATP, analogues ouverts de la famille des benzothiadiazines1,1-

dioxydes. 

            En premier lieu, nous avons testé tous nos composés synthétisés sur des segments 

d’aorte de rats en mesurant la contraction isométrique résiduelle dans le but d’évaluer leur 

capacité à relâcher les fibres musculaires.   

            Au niveau du muscle lisse, l’activation du canal KATP se traduit par une 

hyperpolarisation de la membrane plasmique engendrant une diminution du flux entrant de 

calcium au travers des canaux calciques voltage-dépendants, ce qui conduit au relâchement de 

la fibre musculaire.  

           Les composés qui ont montré une certaine activité au niveau aortique ont aussi été 

expérimentés sur les cellules β-pancréatiques, afin d’évaluer l’impact de ces molécules 

choisies sur la sécrétion d’insuline. Comme nous avons vu précédemment, l’activation des 

canaux KATP des cellules β-pancréatiques permet une fuite des ions potassium hors de la 

cellule, l’hyperpolarisation qui en résulte conduit à la diminution de l’activité sécrétoire. 
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           L’activité de nos molécules sur les deux modèles, aortique et pancréatique, a été 

comparée à celle de deux activateurs des canaux KATP de référence, de la famille des 

benzothiadiazine1,1-dioxydes : le diazoxide  (Figure 16) qui est actif au niveau vasculaire et 

pancréatique et le BPDZ 73 (Figure 24), relativement sélectif des canaux KATP des cellules                

β-pancréatiques comme le montre le tableau 5. 

                         

Tableau 5 : Effets des composés de référence sur l’activité contractile de l’aorte et sur la 

sécrétion de d’insuline.  

Composés Sécrétion résiduelle d’insuline (%) 

              50µM                        10µM 

   Activité myorelâchante  

         EC50 (µM) 

Diazoxide 

BPDZ 73 

28,8 ± 2.4 (21) a 

5,7 ± 0,5 (35) 

70,0 ± 3.6 (22)a 

4,9 ± 0,4 (32)b 

22,4 ± 2,1 (11) 

36,6  2,2 (6)b 

a et b : résultats publiés. 

a  [Pirotte et al., 2000],  b [de Tullio et al.,  2003]. 

 

            Dans le premier chapitre nous avons montré qu’en plus de leur fonction 

vasodilatatrice, les activateurs des canaux KATP   jouent un rôle important dans la synthèse de 

l’élastine par les CMLVs. Le minoxidil par exemple,  un activateur de canaux KATP, augmente 

l'expression du gène de l'élastine, in vitro, dans des fibroblastes de la peau et des cellules 

musculaires lisses vasculaires [Hayashi et al., 1994 ; Tajima et al., 1995] et in vivo chez le rat, 

ce qui conduit à une augmentation de la teneur artérielle en élastine [Tsoporis et al., 1998]. 

           Nous avons donc décidé d’évaluer la capacité des nouvelles molécules à stimuler la 

production de l’élastine par les CMLVs en appliquant certains de nos produits qui ont montré 

des résultats prometteurs dans les tests de pharmacologie vasculaire. 

 

IV.1.1. Mesure de la contraction résiduelle de l’aorte de rat 

             Les expériences sur l’aorte de rat ont été réalisées au sein du laboratoire d’Hypoxie : 

Physiopathologie Cardiovasculaire et Respiratoire (HP2) de l’Université de Grenoble Alpes, 

France. 

           Pratiquement, les expériences se déroulent comme suit : après dissection du rat et 

récupération de l’aorte thoracique, cette dernière est coupée en morceaux de 2 à 3 mm de 

long, qui sont placés sur deux crochets : l’un est fixe, l’autre est relié à une jauge de 
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contrainte (Figure 43). La contraction est induite par une solution de KCl de concentration 

30 mM. Certaines expériences sont réalisées en présence de glibenclamide, un bloqueur des 

canaux KATP, à la concentration de 10 µM.  

 

            Les résultats obtenus sont exprimés sous forme d’EC50 (en µM) pour chaque produit. 

Cette valeur correspond à la concentration en produit qui inhibe 50% de la contraction 

induite par la solution de KCl 30 mM. Une valeur faible d’EC50 signifie que le produit 

associé est actif. 

 

 

 

Figure 43 : Schéma représentant  le montage de mesure de la contraction de l’aorte.  

 

IV.1.2. Mesure de la sécrétion d’élastine  par les cellules musculaires lisses vasculaires en 

culture 

             Les cultures des cellules musculaires lisses vasculaires et  les mesures du contenu 

d’élastine extracellulaire ont été réalisées au sein du laboratoire d’Hypoxie : 

Physiopathologie Cardiovasculaire et Respiratoire (HP2) de l’Université de Grenoble Alpes, 

France. 

 

IV.1.2.1. Culture cellulaire 

           Nous avons tout d’abord préparé des cellules de muscle lisse aortique en culture à 

partir de l’aorte de rats âgés de 6 mois. L’aorte thoracique a été enlevée et débarrassée du 
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tissu adipeux adhérent. La culture des cellules a été effectuée selon un protocole qui a été 

adapté à partir d’une méthode précédemment publiée [Golovina,  Blaustein, 2006]. 

            Les cellules (CMLV) ont été isolées à partir de l'aorte par digestion enzymatique avec 

de la collagénase de type 2 (1 mg / ml) et l'élastase (0,5 mg / ml) pendant 40 min à 37 °C. 

Après centrifugation de la suspension,  les cellules ont été recueillies et placées dans du 

milieu de culture (DMEM) contenant 20% de sérum de veau fœtal (SVF),  1% (v / v) de 

pénicilline / solution de streptomycine et 1%  de solution d’acides aminés non essentiels 

(NEAA), et maintenu dans l'air humidifié à 5%  CO2 à 37 ° C. Après confluence, les cellules 

ont été isolées par trypsination. 

IV.1.2.2. Quantification de l’élastine extracellulaire 

           Le protocole établi pour cette étude est basé sur la technique ELISA. Des cultures en 

confluence de CMLV ont été cultivées dans 1% de SVF-DMEM frais. Les composés à tester 

solubilisés dans le DMSO ont été appliqués à des différentes concentrations, 0 (DMSO seul 

en solution), 10, 20, 50 et 100 µM. Le minoxidil a été utilisé comme contrôle positif de la 

stimulation de l'expression d'élastine, antérieurement montré pour induire une forte 

augmentation de l'élastine extracellulaire [Giro et al., 1984].  

             L'effet du diazoxide, utilisé comme référence dans les expériences de pharmacologie 

vasculaire, a été également évalué. 

Après 48h, l'élastine extracellulaire a été quantifiée en mesurant l'absorbance des puits à             

450 nm. 

 

IV.1.2.3. Principe de la technique ELISA 

           La méthode immuno-enzymatique ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay, 

c'est-à-dire dosage immuno-enzymatique sur support solide) est un examen de laboratoire 

principalement utilisé en  immunologie pour détecter la présence d'un anticorps ou 

d'un antigène dans un échantillon. 

           Ce test entre dans le cadre plus général des EIA (enzyme immunoassays), dans lequel 

le dosage est couplé à une réaction catalysée par une enzyme qui libère un composant coloré 

suivi par une spectroscopie (UV-visible par exemple), par opposition aux RIA (radio 

immunoassays) dans lesquels l'anticorps est marqué par un radioélément et dont le dosage 

mesure un nombre de désintégrations par seconde (activité radio-active). 



                                                                                                             IV Résultats et discussion 

61 

 

             L'ELISA est une technique biochimique utilisant un ou deux anticorps. L'un de            

ceux-ci est spécifique de l'antigène, tandis que l'autre réagit aux complexes immuns (antigène-

anticorps) et est couplé à une enzyme. Cet anticorps secondaire, responsable du nom de la 

technique, peut aussi causer l'émission d'un signal par un substrat chromogène ou fluorogène 

(Figure 44). 

 

 

Figure 44: Les différentes étapes d’une ELISA indirecte. 

 

L’ELISA a trouvé des applications dans plusieurs domaines, pour des essais quantitatifs et 

qualitatifs. 

- Essais quantitatifs : On utilise l'ELISA directe pour le dosage de protéines variées. 

Quelques exemples tirés d'applications en pharmacologie médicale : hormones 

thyroïdiennes, concentration en médicaments… 

- Essais qualitatifs : L'application la plus connue du grand public est le dépistage en 

première ligne du VIH. 

 

IV.1.3. Mesure de la sécrétion statique d’insuline par les cellules  β-pancréatiques 

             Les tests pharmacologiques sur les ilots pancréatiques de rat ont été réalisés au sein 

du laboratoire de pharmacodynamie et de thérapeutique de l’Université Libre de Bruxelles, 

Belgique. 

 

              L’expérience est réalisée sur îlots de Langerhans isolés de rat, placés en incubation 

dans un milieu contenant une concentration insulinotrope de glucose (16.7 mmol/l), en 

présence du composé à tester à une concentration donnée. En parallèle, des expériences 

témoins (en l’absence de produit ou en présence de diazoxide et avec un milieu contenant 

simplement le glucose) sont réalisées. 
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Après incubation, l’insuline excrétée dans le milieu extracellulaire est dosée par mesures 

radioimmunologiques. 

             Pour cela, on prélève une fraction du liquide d’incubation (contenant l’insuline froide 

à quantifier) auquel on ajoute de l’insuline marquée radioactivement, du sérum anti-

insulinique de cobaye et, 72 heures plus tard, du charbon-dextran. 

 

           Au cours de la réaction, l’insuline froide ainsi qu’une partie de l’insuline chaude vont 

se lier au sérum anti-insulinique. L’excès d’insuline radioactive va, quant à elle, se fixer au 

charbon-dextran. Par centrifugation, on isole le charbon. 

           En mesurant la radioactivité émise par ce dernier, il est possible de déduire la quantité 

de marqueur radioactif qui s’y est fixée. Puisque les quantités de sérum anti-insulinique et 

d’insuline chaude sont connues, et en se référant à des courbes standards, il est possible de 

quantifier  l’insuline excrétée par les cellules dans le milieu [Florence 2010]. 

             Les résultats obtenus par cette expérience sont exprimés sous forme de pourcentage 

de la sécrétion résiduelle d’insuline. Une valeur proche de 100 % indique que le produit n’a 

aucune activité. Les pourcentages ont été mesurés pour des concentrations en drogue de 50 et 

10 μM. 
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IV.2. Détermination de la constante d’acidité 

           Les molécules synthétisées au cours de ce travail possèdent des protons échangeables  

sur les atomes d’azote. Nous avons entrepris de déterminer la constante d’acidité (pKa) pour 

quelques exemples de ces molécules. La connaissance du pKa nous permettra de prévoir la 

forme prédominante à pH physiologique (pH=7,4). 

Généralement l’ionisation des molécules actives peut influer sur le profil d’activité 

pharmacologique et peut même perturber les interactions entre le produit et son site de 

fixation. 

          Parmi les méthodes connues pour déterminer les pKa, nous pouvons citer la titrimétrie 

en retour et la spectrométrie UV. Dans cette partie nous allons présenter un rappel théorique 

de la deuxième technique (spectrométrie UV) que nous avons utilisée  pour déterminer les 

pKa de certains de nos produits.  

La connaissance du rapport des densités optiques des différentes espèces d’un acide en 

solution (HA et A-) à un pH connu permet  de calculer le pKa [Albert et serjeant, 1971]. 

 

         Pour une molécule ionisable, la densité optique mesurée (dmes) à une longueur d’onde 

donnée est égale à la somme de la densité optique de la forme chargée ( dA
-)  et celle de la 

forme neutre (dHA) à cette même longueur d’onde. 

 

HA H+    +     A-
 

dmes =   dHA   +  dA
- 

          La relation entre la densité optique  et la concentration d’une substance X en solution 

est établie par la loi de Beer-Lambert. 

 

dx  = [X] . l . ε 

où :  [X] : concentration de l’espèce X ; 

           l   : trajet optique ; 

          ε   : coefficient d’extinction ; 

 

         La formule simplifiée permettant de calculer le pH d’un acide faible en solution, relie 

cette valeur du pH au pKa de l’acide en solution. 
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         A partir de la formule permettant de calculer le pH d’un acide faible en solution, nous 

pouvons déduire celle du pKa en fonction des densités optiques. 

 

 

 

Avec dmes : densité optique mesurée à une longueur d’onde donnée et un pH donné ; 

         di : densité optique de la forme ionisée ; 

         dn : densité optique de la forme neutre. 

 

         Il faut noter que les densités optiques des formes  ionisées et neutres, à une longueur 

d’onde choisie, soient suffisamment différentes l’une de l’autre. 

L’avantage de la spectrophotométrie UV par rapport aux autres méthodes comme la 

titrimétrie est la possibilité de travailler avec des solutions plus diluées. Le seuil de détection 

de cette technique est de l’ordre de 10
-5 M alors que celui des méthodes titrimétriques  est de 

l’ordre de 10
-3 M [Somers, 2001]. 
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IV.3. Evaluation de l’effet myorelâchant sur l’aorte de rat. 

           On rappelle que trois séries d’analogues ouverts des 3-alkylamino-4H-1,2,4-

benzothiadiazine 1,1-dioxides  ont été synthétisés. Dans la série I contenant les composés 

42a-h, nous avons simplifié la structure de ces molécules en ouvrant le cycle 

benzothiadiazinique et dans la deuxième nous avons remplacé le groupe NH par un oxygène 

(composés 47a-o). Les composés (49a-u) de la série III ont été obtenus en remplaçant le 

groupement sulfonyle par l’un de ces isostères  non classiques, le groupe carbonyle.  

 

            Afin d’évaluer l’activité vasorelaxante,  toutes les molécules synthétisées appartenant 

aux trois séries ont été testées  in vitro sur le modèle aortique décrits précédemment.                  

Les résultats reportés dans les tableaux 6, 7 et 8 indiquent l’effet des composés 42a-h,  47a-o 

et 49a-u sur les anneaux d'aorte de rat précontractés avec une solution de KCl 30 mM.             

Ces  résultats sont exprimés sous forme d’EC50  et ont été comparé à ceux des molécules de 

référence déjà cités, le diazoxide et le BPDZ73. 

 

Tableau 6 : Effet des composés 42a-h (série I) sur l’activité contractile des anneaux de 

l’aorte de rat précontractés par 30mM de KCl. 

 

S

OO

N
H

NH

X

R1

N
H

Y

R2

 

Composés X R1 R2 Y 

Activité 

vasorelaxante 

EC50 (µM)  

42a Cl CH3 CH(CH3)2 O >300 (6) 
42b Cl CH3 C6H11 O >300 (6) 
42c Cl CH3 C6H5 O >300 (6) 
42d Cl CH3 p-F-C6H4 O >300 (6) 
42

e
 Cl CH3 C2H5 S >300 (6) 

42f Cl CH3 CH(CH3)2 S >300 (6) 
42g Cl CH3 CH2C6H5 S >300 (6) 
42h F CH3 CH(CH3)2 O >300 (6) 

Diazoxide - - - - 21.6 ± 3.0 (9) 
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Tableau 7 : Effet des composés 47a-o (série II) sur l’activité contractile des anneaux de 

l’aorte de rat précontractés par 30mM de KCl. 

 

S

OO

N
H

O

X

R1

N
H

Y

R2

 

Composés X R1 R2 Y 

Activité 

vasorelaxante 

EC50 (µM)  

47a Cl CH3 CH(CH3)2 O >300 (6) 
47b Cl CH3 C6H11 O >300 (6) 
47c Cl CH3 C6H5 O >300 (6) 
47d Cl CH3 p-F-C6H4 O >300 (6) 
47

e
 Cl CH3 C2H5 S >300 (6) 

47f Cl CH3 CH(CH3)2 S >300 (6) 
47g Cl CH3 CH2C6H5 S >300 (6) 
47h F CH3 CH(CH3)2 O >300 (6) 
47i F CH3 CH(CH3)2 S >300 (6) 
47j Cl CH2CH3 CH(CH3)2 O >300 (6) 
47k Cl CH2CH3 C6H11 O >300 (6) 
47l Cl CH2CH3 C6H5 O >300 (6) 

47m Cl CH2CH3 CH(CH3)2 S >300 (6) 
47n Cl CH2CH3 CH2C6H5 S >300 (6) 
47o Cl CH2CH3 p-F-C6H4 S >300 (6) 

Diazoxide - - - - 21.6 ± 3.0 (9) 
BPDZ73 - - - - 36.6  2.2 (6) 

 

      

            Comme le montre les deux tableaux 6 et 7,  aucun des nouveaux produits I et II                

n’a montré un effet myorelâchant marqué sur l’aorte de rat (EC50 >300µM), tandis que  la 

majorité des composés de la série III (carboxy(thio)urées) ont montré un effet vasorelaxant 

substantiel comme l’indique  le tableau 8. Certains de ces composés actifs présentent un effet 

similaire  ou même plus puissant que celui du diazoxide. Le dérivé 49k  par exemple, le 

composé le plus actif, présente  une EC50 = 12.2 µM contre  21.6 µM pour le diazoxide.  

 

 



                                                                                                             IV Résultats et discussion 

67 

 

Tableau 8 : Effet des composés 49a-u (série III) sur l’activité contractile des anneaux de 

l’aorte de rat précontractés par 30mM de KCl. 

 

 

Composés R1 R2 Y 
Activité* 

vasorelaxante 

EC50 (µM) 
49a CH3 C2H5 O >100 (5) 

49b CH3 CH(CH3)2 O 91.4 ± 24.1 (4) 

49c CH3 CH(CH3)CH2CH3 O 31.8 ± 1.4  (5) 

49d CH3 C6H11 O 35.9 ± 1.4  (6) 

49e CH3 C6H5 O 26.7 ± 5.9 (4) 

49f CH2CH2CH3 C6H11 O 58.2 ± 11.2 (6) 

49g CH2CH2CH3 C6H5 O 59.6 ± 1.9  (5) 

49h CH2C6H5 C2H5 O 16.7 ± 2.2  (3) 

49i CH2C6H5 CH(CH3)2 O 26.8 ± 3.5  (3) 

49j CH2C6H5 C5H11 O 17.3 ± 0.5 (5) 

49k CH2C6H5 CH(CH3)CH2CH3 O 12.2 ± 1.8  (6) 

      49l CH2C6H5 C6H11 O 33.8 ± 6.1 (5) 

49m CH2C6H5 CH2C6H5 O 21.1 ± 2.7 (6) 

49n CH3 C2H5 S 15.2 ± 2.3 (5) 

49o CH3 CH(CH3)2 S 18.6 ± 2.3 (6) 

49p CH3 CH(CH3)CH2CH3 S 36.6 ± 2.1 (5) 

49q CH3 C6H5 S 34.5 ± 3.8 (9) 

49r CH3 CH2C6H5 S 47.2 ± 12.0 (3) 

49s CH2CH2CH3 CH2C6H5 S 71.1 ± 4.7 (5) 

49t CH2CH2CH3 C6H5 S 16.5 ± 2.0 (6) 

49u CH2C6H5 CH2C6H5 S >100 (5) 

Diazoxide - - - 21.6 ± 3.0 (9) 

BPDZ73 - - - 36,6  2,2 (6)b 

      

*Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± s.e.m. n se refère au nombre de mesures effectuées 

O

N
H

O

R1

N
H

R2

Y
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              L’observation des résultats  obtenus avec les composés carbonylurées 49h - m, où le 

groupe R1 et une chaine benzyle, montre que ces molécules possèdent un effet myorelâchant 

supérieur à celui du diazoxide ou intermédiaire entre celui de ce dernier et le BPDZ 73, ceci 

indique que le groupement benzyle est préférable pour cette activité.  

 

              Les analogues carbonylthiourées ont montré une activité similaire à leurs urées 

correspondantes et certains d’entre eux ont atteint ou légèrement dépassé l’activité du 

diazoxide (composés 49n, 49n, 49t). 

 

             L'inactivité des composés des deux  séries I et II (42a-h et 47a-o respectivement) 

pourrait être due à leur caractère acide, comme le montre les  valeurs calculées de leurs                 

pKa située entre 4,5 et 5,8 (tableau 9). A pH physiologique (7,4), l’atome d'azote situé entre 

les deux groupes sulfonyle et carbonyle (thiocarbonyle) des molécules de la série I et II est 

partiellement ionisé tandis que l’azote correspondant des analogues de la série III est 

probablement non ionisé à cette valeur de pH. Cette caractéristique indique que la présence 

d’un groupement NH non ionisé lié à la fonction C=O pourrait être essentielle pour l’activité 

biologique (ou au contraire une charge négative sur l’azote est défavorable). 

Nous signalons que les valeurs de pKa des composés de la série III ne pouvaient pas être 

déterminées car tous les spectres UV enregistrés aux différentes valeurs de pH  ont été 

identiques.  

 

Tableau 9 : Valeurs des pKa de quelques composés de la série I et II. 

 
 

Composés X R1 R2 Y pKa
 

42a Cl CH3 CH(CH3)2 O 5,25 

47a Cl CH3 CH(CH3)2 O 5,65 

47b Cl CH3 C6H11 O 5,46 

47c Cl CH3 C6H5 O 4,50 

47f Cl CH3 CH(CH3)2 S 5,74 

47h F CH3 CH(CH3)2 O 5,52 
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IV.4. Investigations complémentaires sur le tissu vasculaire  

            Un effet relâchant des anneaux aortiques n’est cependant pas forcément le reflet d’une 

activation des canaux KATP exercée par la drogue. Afin de vérifier si l’effet vasorelaxant 

enregistré par nos molécules actives résulte de leur capacité à activer les canaux KATP, des 

expériences pharmacologiques complémentaires  ont été effectuées. 

 

IV.4.1. Mesure de l’effet myorelâchant des composés  sur l’aorte de rat précontracté par 

30 mM de KCl en l’absence et en présence de glibenclamide et précontracté par 80 mM 

de KCl.  

 

              Dans cette partie nous allons étudier le pouvoir myorelachant des produits 49h, 49k, 

49n, 49o,  et 49t,  ayant montré une activité supérieure à celle du diazoxide, dans des 

conditions expérimentales différentes de celle utilisées précédemment. 

 

             L’étude a porté premièrement sur des anneaux aortiques précontractés par une 

solution de KCl  30 mM en présence de 10 µM de glibenclamide, un bloqueur spécifique des 

canaux KATP appartenant à la classe des sulfonylurées hypoglycémiantes. Si la drogue agit 

comme un activateur de canaux KATP, nous devrions observer une perte d’activité en présence 

de glibenclamide [Lebrun et al., 1990]. Si ce n’est pas le cas, cela indique que la drogue agit 

par un autre mécanisme. 

  

L’analyse des résultats présentés dans le tableau 10 indique que  la présence de 10 µM de 

glibenclamide dans le bain a provoqué une augmentation notable de la valeur de l’EC50 pour 

la majorité des composés sélectionnés. Ceci signifie la diminution de l’effet  myorelâchant et 

nous permet de  suggérer  l'implication des canaux KATP dans l'activité vasodilatatrice de                

ces molécules. Il faut noter que les augmentations des valeurs de l’EC50 de ces molécules 

induites par le glibenclamide (environ 2 fois)  sont inférieures à celle enregistrée avec le 

diazoxide (environ 8 fois). Cette remarque suggère que ces dérivés agissent, au moins en 

partie, au niveau des canaux potassiques sensibles à l’ATP.  
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Tableau 10 : Effet des composés sélectionnés et du diazoxide sur l’activité contractile de 

l’aorte de rat précontractée  par 30mM de KCl en l’absence et en présence de  10 µM de 

glibenclamide ou de 80 mM de KCl. 

 

Composés 
KCl 30 mM 

EC50 (µM) a 

KCl 30 mM+ Glib. 10 µM 

EC50 (µM) a 

KCl 80 mM 

EC50 (µM) a 

49h 16.7 ± 2.2  (3) 38.0 ± 3.6* (6) 36.6  ± 3.8$ (6) 

49k 12.2 ± 1.8  (6) 20.2 ± 2.3* (7) 45.6 ± 6.6**(5) 

49n 15.2 ± 2.3 (5) 28.2 ± 6.0 (5) 57.1 ± 4.6$ (5) 

49o 18.6 ± 2.3 (6) 28.1 ± 4.3 (4) 38.1 ± 2.8** (4) 

49t 16.5 ± 2.0 (6) 64.9 ± 14.7** (3) 121.0 ±10.9$ (6) 

Diazoxide 19.5 ± 2.7 (6) b 163.4 ± 41.2 (6) b > 300 (6) b 

 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± s.e.m. n se refère au nombre de mesures effectuées 

P <0.05 est considéré significatif. *p <0.05 ; **p <0.01 ; $ p <0.001. 
a EC50 : concentration nécessaire pour induire  50% de relaxation de la contraction initiale induite par  30 ou 80 

mM de KCl. Glib: glibenclamide. 
b  Resultats  publiés [pirotte et al.,  2000].  Les résultats statistiques ont été performés en comparant  les EC50 en 

présence de glibenclamide ou de KCl 80 mM par rapport à celles à KCl 30 mM. 

 

             Deuxièmement,  des segments aortiques ont été exposés à une solution  riche en KCl 

(80 mM), une méthode classique utilisée pour différencier  les activateurs des canaux 

potassiques des bloqueurs calciques. Dans ces conditions, la concentration en KCl est 

tellement forte  que même une ouverture totale des canaux KATP  par un activateur de ces 

canaux ne peut s’opposer à la dépolarisation de la membrane cellulaire et ne peut inhiber 

l’entrée  du calcium. Dès lors, l’effet  vasodilatateur d’un pur activateur de canaux K+ doit 

théoriquement être supprimé, ou au moins réduit de manière significative. Par contre, 

l’activité d’une drogue qui agit directement en bloquant les canaux calciques reste inchangée 

dans une solution de KCl 80 mM [pirotte et al.,  2000]. 

 

            Les résultats  pharmacologiques présentés dans le tableau 10, indiquent que lorsque la 

contraction est induite par une solution riche en  potassium (KCl 80 mM), l’effet 

myorelâchant des cinq substances sélectionnées est significativement moins marqué par 

rapport à celui enregistré à 30 mM de KCl. Nous constatons aussi la forte diminution de 

l’activité myorelâchante du diazoxide dans ces conditions. 
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            Ces constatations sont illustrées par les courbes dose-réponse des deux composés les 

plus actifs (49k, 49n) dans les trois conditions expérimentales réalisées où le déplacement 

vers la droite des courbes concentration-réponse en présence de glibenclamide et à 80 mM est 

constaté  par rapport à celles enregistrées à 30 mM de KCl (Figure 45).  
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Figure 45 : Courbes Concentration-réponse des composés 49k et 49n sur l’activité contractile  

de l’aorte de rat précontractée  par 30 mM de KCl en l’absence et en présence de  10 µM de 

glibenclamide et par 80 mM de KCl. 

 Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± s.e.m.,  n se réfère au nombre de mesures effectuées. 
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           En conclusion, Ces différents résultats suggèrent que les dérivés 49h, 49k, 49n, 49o                

et 49t se comportent, du moins en partie, comme activateurs des canaux potassiques                   

ATP-dépendants du muscle lisse vasculaire.  

 

IV.4.2. Mesure de la contraction résiduelle  de l’aorte de rat dépourvue d’endothélium 

 

            L'endothélium vasculaire est la couche la plus interne des vaisseaux sanguins, celle 

en contact avec le sang. Parmi les diverses fonctions de l’endothélium, on peut souligner                  

le contrôle du tonus vasculaire. Ce tonus est régulé par de nombreux facteurs 

vasoconstricteurs ou vasodilatateurs endothéliaux. Le monoxyde d’azote (NO), par exemple, 

est  parmi les principaux facteurs vasorelaxants et que l’endothélium peut générer à partir de 

l’acide aminé L-arginine provoquant  une vasodilatation. 

 

           Dans toutes les expériences précédentes, les segments de l’aorte ont été utilisés                 

telle qu’ils sont, c’est -à-dire avec leur endothélium. Pour vérifier si l’activité de nos 

composés dépendrait ou non de la présence de l’endothélium, nous avons effectué des 

mesures de l’activité myorelâchante sur des anneaux de l’aorte dépourvus d’endothélium.                             

Cette dénudation  a été effectuée à l’aide de la face rugueuse d’une pince en raclant 

doucement la lumière du vaisseau. Lorsque la contraction induite par 30mM de KCl  s’est 

stabilisée, de l’acétylcholine (10 μM) est ajoutée au bain afin de vérifier la disparition de 

l’endothélium enlevé  mécaniquement.  Dans le cas où l’endothélium a réellement été enlevé 

lors de l’isolement du muscle, l’acétylcholine n’a aucun effet, et ne provoque pas la relaxation  

des segments d’aortes.  

 

Comme le montre le tableau 11, la plupart des composés actifs (49h, 49k, 49n, 49o, 49t)  sur 

les anneaux d'aorte ont maintenu le même profil vasorelaxant en présence ou en l'absence 

d'endothélium, ce qui confirme que le mécanisme et le site d'action de ces composés sont 

indépendants de l'endothélium. 
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Tableau 11 : Effet des composés sélectionnés sur l’activité contractile de l’aorte de rat 

précontractée  par 30 mM de KCl  avec endothélium  et sans endothélium.  

 

Composés 

 annaux   aortiques 

avec  endothélium 

EC50 (µM) 
a
 

annaux   aortiques 

sans  endothélium 

EC50 (µM) 
a
 

49h 16.7 ± 2.2  (3) 17.2 ± 2.6 (6) 

49k 12.2 ± 1.8  (6) 15.3 ± 1.7 (5) 

49n 15.2 ± 2.3 (5) 17.4 ± 1.9 (4) 

49o 18.6 ± 2.3 (6) 15.7 ± 1.2 (5) 

49t 16.5 ± 2.0 (6) 12.0 ± 0.5 (5) 
 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± s.e.m. n se réfère au nombre de mesures effectuées 
a EC50 : concentration nécessaire pour induire  50% de relaxation de la contraction initiale induite par  30 mM 

de KCl.  

 

 

IV.5. Evaluation de l’effet sur la sécrétion statique de l’insuline par les 

cellules β pancréatiques 

             Plusieurs de nos dérivés appartenant à la série III ont été trouvés actifs sur la fibre 

musculaire lisse, et se sont montrés être au moins partiellement des activateurs des canaux 

KATP du muscle lisse vasculaire.  Les molécules les plus prometteuses de cette série ont été 

prioritairement examinées sur des ilots pancréatiques de rats afin d’évaluer leur capacité à 

inhiber la libération de l’insuline induite par le glucose, recherchant chez eux une éventuelle 

sélectivité tissulaire. 

L’activité biologique des composés testés (49h, 49k, 49n, 49o, 49t) sur le tissu pancréatique, 

ainsi que celle des drogues de référence, est reprise dans le tableau 12. 
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Tableau 12: Effets  des composés 49h, 49k, 49n, 49o, 49t, du diazoxide et du BPDZ73 sur 

la sécrétion statique de  l’insuline par les ilots pancréatiques de rats.  

Composés R1 R2 Y 
Sécrétion résiduelle d’insuline (%) 

50 µM 10 µM 

49h CH2C6H5 C2H5 O 113.3 ± 5.8 (24) 110.2 ± 5.3 (23) 

49k CH2C6H5 CH(CH3)CH2CH3 O 21.4 ± 1.9 (22) 90.1 ± 5.1 (23) 

49n CH3 C2H5 S 99.6 ± 4.8 (24) 94.1 ± 6.3 (22) 

49o CH3 CH(CH3)2 S 104.7 ± 5.4 (24) 90.9 ± 3.6 (23) 

49t CH2CH2CH3 C6H5 S 44.9 ± 2.1 (23) 83.8 ± 3.5 (23) 

Diazoxide - - - 28.8 ± 2.4 (21)a 70.0 ± 3.6 (22)a 

BPDZ73 - - - 5.7 ± 0.5 (35)b 4.1 ± 0.4 (32)b 
 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± s.e.m. n se réfère au nombre de mesures effectuées. 

a résultats publiés [Pirotte  et al.,  2000] 

b résultats publiés [de Tullio et al.,  2003]. 

 

            Comme l’indique  le tableau 12, tous  les composés sont soit inactifs soit peu actifs      

sur la sécrétion d'insuline, à la concentration de 10 µM,  proche de l’EC50 de la majorité de 

ces composés  dans le tissu vasculaire. Par contre à 50 µM les deux composés  49t et 49k  

présentaient un important effet inhibiteur de la sécrétion de l’insuline où les pourcentages de 

la sécrétion résiduelle d'insuline sont 44,9% et 21,4%, respectivement. Ces résultats suggèrent 

une relative sélectivité tissulaire de certains de ces composés, exception faite des composés 

49t et 49k,  pour le muscle vasculaire lisse. 

 

IV.6. Résultats des mesures de la sécrétion d’élastine  par les cellules 

musculaires lisses vasculaires en culture 

           Certains de nos composés les plus vasoactifs ont été testés sur un autre modèle 

biologique, qui est la production d'élastine par les cellules musculaires lisses vasculaires en 

culture. Les composés 49k, 49n et 49o en solution dans le DMSO ont été appliquées aux 

cellules à différentes concentrations: 0 (DMSO seul en solution ajouté aux cellules), 10, 20, 

50 et  100 µM  (Figure 46).  
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Figure 46: Effet des molécules testées  sur la production d’élastine par les cellules  du 

muscle vasculaire lisse. 

A : élévation de l’absorbance en fonction des  différentes concentrations  des molécules 49k, 49n et 

49o comparée à celle du DMSO seul, 1 mM minoxidil ou 50 µM diazoxide. Pour l’effet du 

minoxidil, le contrôle a été changé parce que cette molécule a été solubilisé dans  l'eau à la 

concentration utilisée: barre blanche = contrôle (pas de DMSO). 

B: présence de 10 µM de glibenclamide pendant toute l’expérience. L'absorbance  représente  la 

quantité d'élastine extracellulaire (n = 3-4 dans chaque groupe de molécules à tester, n=6-9 dans 

chaque groupe de contrôle positif ou négatif). La différence  significative  avec le témoin 

correspondant: * P ≤ 0.05, $ P ≤ 0.07. 

 

 

 

 

49k 

49n 

49o 

+ 49k + 49o 
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            D’après la figure 46(A), bien que le composé 49n n’a eu aucun effet sur la production 

de l’élastine par rapport à l’effet de DMSO seul, un effet concentration-dépendant a été 

observé avec les composés 49k et 49o où la production d'élastine par les cellules musculaires 

lisses vasculaires a été augmentée de façon significative à des concentrations aussi faibles que 

20 µM (P≤ 0,05). 

À la concentration de 100 µM des composés 49k ou 49o, la production d'élastine a été 

augmenté d'environ 30% par rapport au témoin DMSO, tandis que le minoxidil induit le 

même effet mais à une concentration de 1 mM. 

Le diazoxide, utilisé comme référence dans les tests de pharmacologie vasculaire, a été 

également testé sur  la production d’élastine  par les CMLVs. En comparant le résultat obtenu 

par rapport aux  conditions expérimentales de contrôle (DMSO seul), une activation 

significative de la production d'élastine a été observée à une concentration de 50 µM de 

diazoxide (P≤ 0,05) où l’augmentation de l’élastine extracellulaire atteint environ 67%.    

Dans une autre expérience, le composé 49h s’est montré inactif et incapable de stimuler la 

production d’élastine à des concentrations de 10 et 20 µM (les données ne sont pas présentées 

sur le graphe). 

Les expériences avec les deux composés 49k et 49o, qui ont montré un effet intéressant, ont 

été reproduites  en présence de 10 µM de glibenclamide, un bloqueur spécifique des canaux 

potassiques ATP-dépendants,  dans le milieu. 

Le résultat obtenu (Figure 46 B)  montre que   l’effet stimulant de 49k et 49o sur la 

production d'élastine  a été totalement aboli par 10 µM de glibenclamide, cette constatation 

nous permet de présumer   l’implication des canaux KATP dans la production d’élastine. 

 

IV.7. Evaluation pharmacologique in vivo 

           Comme nous l’avons déjà montré, les composés 49h, 49k, 49n, 49o et 49t ont été 

testés  in vitro sur des ilots pancréatiques et se sont montrés plus au moins inactifs sauf pour 

les deux composés 49t et 49k qui ont été capables d’inhiber la sécrétion d’insuline à une 

concentration de 50 µM. Nous avons voulu examiner ces molécules in vivo en mesurant la 

concentration de glucose sanguin chez le rat après leur administration orale. 

          Ces expériences ont été réalisées au laboratoire de phytochimie et de pharmacologie de 

l’université de Jijel. 
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            Les cinq composés sélectionnés ont été administrés par voie orale chez les rats à une 

dose de 50 mg/kg ainsi que deux composés de référence, le diazoxide connu par son effet 

hyperglycémiant et le glibenclamide, un agent hypoglycémiant. Le prélèvement du  sang                   

a été effectué juste avant l’administration et après 1, 2, 3 et 4 heures.    

             Les variations du taux de glucose sanguin en fonction du temps chez les rats 

administrés par voie orale au temps zéro avec les composés sélectionnés (50 mg/kg), le 

diazoxide (50 mg/kg) ou le glibenclamide (0,25 mg/kg) sont représentées par la figure 47. 

 

 

 

Figure 47 : Variations du taux de glucose sanguin en fonction du temps chez les rats traités 

par voie orale au temps zéro avec les composés 49 (n, o, t, k, h) (50 mg / kg), le diazoxide (50 

mg / kg) ou le glibenclamide (0,25 mg / kg). 

Les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± s.e.m de trois rats (n=3). 
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             D’après la figure 47, l’effet hyperglycémiant du diazoxide a été observé in vivo chez 

le rat par la mesure de glycémie au cours du temps, conformément à ce  qu’on a observé in 

vitro. L’inhibition de la sécrétion d’insuline par certaines substances in vitro devrait induire 

une hyperglycémie in vivo. L’effet hypoglycémiant du glibenclamide, un sulfamide 

hypoglycémiant oral, a été aussi bien marqué et soutenu dans le temps. A l’opposé, nos 

molécules sélectionnées pour cette étude, n’ont montré aucun effet significatif sur la 

concentration de glucose sanguin,  même pour les deux composés 49k et 49t qui ont été 

capables d’inhiber la sécrétion d’insuline in vitro à la concentration de 50 µM. Cette 

constatation pourrait être expliquée par une mauvaise biodisponibilité des deux composés  ou 

d’un métabolisme  rapide in vivo après une administration orale.   
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V. Conclusion 

 

 

 

         Partant  des 3-alkyl amino-4H-1,2,4 benzothiadiazines 1,1-dioxydes, activateurs de 

canaux KATP, nous nous sommes attachés à la préparation et à l’évaluation 

pharmacologique d’analogues ouverts originaux  de ces molécules. 

 

         Pour ce faire, nous avons réalisé différentes pharmacomodulations autour de 

l’hétérocycle benzothiadiazine 1,1-dioxyde, qui ont conduit à trois séries de molécules à 

structure simplifiée.  

Toutes les molécules synthétisées (produits finis et intermédiaires)  ont été caractérisées 

par leurs points de fusion, leur analyse élémentaire et leurs spectres 1H RMN et IR. 

 

            Nous avons tout d’abord synthétisé des analogues ouverts du cycle thiadiazinique 

en gardant le même squelette que ce dernier, avec fixation de groupes (thio)urées (Série I). 

Par la suite, le NH a été remplacé par un atome d'oxygène, tandis que le groupe SO2 a été 

remplacé par son isostère non classique C=O. Ces modifications structurales ont conduit à 

trois nouvelles séries d'analogues à cycle ouvert de diazoxide et des 3-alkylamino-4H-

1,2,4-benzothiadiazines 1,1-dioxides (séries I, II et III). 

 

          Les composés finaux synthétisés ont été testés in vitro sur trois modèles 

pharmacologiques afin d’en évaluer leur activité : sur les aortes de rat en mesurant l’effet 

myorelâchant d’anneaux aortiques précontractés par une solution de KCl 30 mM et sur  les 

cellules β-pancréatiques de rat en mesurant  l’effet inhibiteur de la sécrétion d’insuline des 
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îlots pancréatiques incubés en présence de 16.7 mM de glucose. Le troisième modèle est 

l’évaluation de la production de l’élastine par les cellules musculaires lisses vasculaires de 

l’aorte de rat en culture. L’activité de nos molécules dans les deux premiers modèles a été 

comparée à celle de deux activateurs des canaux KATP de référence que sont le diazoxide  et 

le BPDZ 73 et à celle du minoxidil pour l’évaluation de la production d’élastine. 

 

          Aucune des nouvelles sulfonylurées ou thiourées des deux séries  I et II   n’a montré 

un effet myorelâchant marqué sur l’aorte de rat. Un tel effet pourrait être attribué à leur 

ionisation au pH physiologique, à cause de leur  caractère acide  lié à la fonction 

sulfonylurée. 

          A l’opposé, la majorité des composés de la série III (carboxy(thio)urées) ont montré 

un effet vasorelaxant substantiel, certains de ces composés actifs présentent un effet 

similaire  ou même plus puissant que le produit de référence, le diazoxide. Le produit le 

plus actif était le 49k avec une EC50 de 12,2µM. 

L’activité vasodilatatrice  des cinq molécules les plus actives (49h, 49k, 49n, 49o et 49t) a 

été diminuée en présence de 10 µM de glibenclamide et a été réduit sur les anneaux 

aortiques précontractés par 80 mM de KCl. Ces données suggèrent une implication 

potentielle, au moins en partie,  des canaux KATP. 

          La préservation de  l’activité vasodilatatrice dans les anneaux aortiques de rats 

dépourvus d’endothélium a indiqué que le site d'action des molécules est situé sur les 

cellules musculaires lisses vasculaires et non sur les cellules endothéliales. 

Les composés sélectionnés (49h, 49k, 49n, 49o et 49t), à 50 µM n’ont pas montré un effet 

inhibiteur marqué sur la sécrétion d'insuline à partir de cellules β-pancréatiques (sauf 49k 

et 49t) et sur la glycémie, ce qui suggère une sélectivité tissulaire relative de certains de 

ces composés pour le muscle lisse vasculaire. 

 

          Certaines  de nos molécules vasorelaxantes les plus puissantes  (49k et 49o) ont 

présenté également une stimulation importante de la production d’élastine, le composant 

principal de la paroi artérielle responsable de son élasticité. Cet effet a également été aboli 

par glibenclamide (10µM), ce qui indique une implication présumée des canaux KATP dans 

la production d’élastine.  

Grâce à leur capacité d'augmenter la production d'élastine, les molécules telles que 49k et 

49o pourraient représenter une classe de drogues vasorelaxantes et qui pourraient améliorer  
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l’élasticité et l’hémodynamique artérielle. En outre, des tests in vivo doivent être performés 

pour vérifier cette hypothèse.  

          Il serait également intéressant de ré-évaluer l’activité des molécules des deux séries I 

et II après méthylation du groupe NH lié au groupe SO2 responsable de leur ionisation. 
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a b s t r a c t

Benzenesulfonylureas and benzenesulfonylthioureas, as well as benzenecarbonylureas and benzenecar-

bonylthioureas, were prepared and evaluated as myorelaxants on 30 mM KCl-precontracted rat aortic

rings. The most active compounds were further examined as stimulators of elastin synthesis by vascular

smooth muscle cells and as inhibitors of insulin release from pancreaticb-cells. The drugs were also

characterized for their effects on glycaemia in rats. Benzenesulfonylureas and benzenesulfonylthioureas

did not display any myorelaxant activity on precontracted rat aortic rings. Such an effect could be

attributed to their ionization at physiological pH. By contrast, almost all benzenecarbonylureas and ben-

zenecarbonylthioureas displayed a myorelaxant activity, in particular the benzenecarbonylureas with an

oxybenzyl group linked to the ortho position of the phenyl ring. The vasodilatory activity of the most

active compounds was reduced when measured in the presence of 80 mM KCl or in the presence of

30 mM KCl and 10 lM glibenclamide. Such results suggested the involvement, at least in part, of KATP

channels. Preservation of a vasodilatory activity in rat aortic rings without endothelium indicated that

the site of action of such molecules was located on the vascular smooth muscle cells and not on the

endothelial cells. Some of the most active compounds also stimulated elastin synthesis by vascular

smooth muscle cells. Lastly, most of the active vasorelaxant drugs, except 15k and 15t at high concentra-

tions, did not exhibit marked inhibitory effects on the insulin releasing process and on glycaemia,

suggesting a relative tissue selectivity of some of these compounds for the vascular smooth muscle.

Ó 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

ATP-sensitive potassium (KATP) channels control insulin

release,1,2 vascular tone3 and may protect heart,4 kidney,5 and

brain under metabolic stress.6 Channel inhibition by ATP and stim-

ulation by nucleotide diphosphates allow the membrane potential

and cell excitability to be regulated by the cellular metabolic state.

The KATP channel is an octameric complex of 4 Kir6.x and 4 SURx

subunits.7,8 The pore-forming Kir6.x subunit belongs to the

inwardly rectifying family of potassium channels.8–10 There are

two isoforms: Kir6.1, which is found in vascular smooth muscle,

and Kir6.2, which has a widespread tissue distribution. Binding

of ATP to Kir6.x induces KATP channel closure. The sulfonylurea

receptor (SUR) belongs to the ABC transporter family.9 It functions

as a regulatory subunit, which mediates, inter alia, channel inhibi-

tion by sulfonylurea drugs such as glibenclamide.11,12 Differences

in endogenous KATP channel properties and pharmacology13 may

http://dx.doi.org/10.1016/j.bmc.2015.02.043

0968-0896/Ó 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Abbreviations: KATP channel, ATP-sensitive potassium channel; Kir, inwardly
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be accounted for by differences in subunit composition: Kir6.2 and

SUR1 in pancreatic insulin-secreting cells, Kir6.2 and SUR2A in car-

diac myocytes, Kir6.2/Kir6.1 and SUR2B in smooth muscle cells,

and Kir6.2 and SUR1 in central neurons.14

Several drugs were found to activate the KATP channels. Such

pharmacological or therapeutic agents, collectively termed potas-

sium channel openers (PCOs), stabilize membrane excitability

and preserve metabolic expenditure.15 As a result, PCOs are able

to inhibit insulin release from pancreatic b-cells16 and exert a

relaxant effect on different smooth muscles.17

Potassium channel openers constitute a family of chemically

diverse compounds that belong to numerous structural classes.

They include benzopyrans (cromakalim, 1), cyanoguanidines

(pinacidil, 2), benzothiadiazines (diazoxide, 3), nicotinamides

(nicorandil, 4), and pyrimidines (minoxidil, 5) (Fig. 1).16,18–20

Cromakalim is a potent myorelaxant but a poor inhibitor of

insulin secretion,21–23 in contrast to diazoxide, which is active on

both insulin-secreting cells (inhibitor) and vascular smooth muscle

cells (vasodilator).24 Optimization of the diazoxide structure pro-

vided compounds such as BPDZ 73 (6) and BPDZ 44 (7), which

potently and selectively activated the KATP channels of pancreatic

b-cells (Fig. 2).25,26

Modification of the benzothiadiazine core structure by ring

opening has never been attempted so far. Thus, in order to develop

new PCOs with improved pharmacological properties, we under-

took the synthesis of some simplified compounds resulting both

from the opening of the thiadiazine ring of 3-alkylamino-4H-

1,2,4-benzothiadiazine 1,1-dioxides and the introduction of urea

or thiourea moieties. The SO2 group has also been replaced by its

non-classical isoster C@O, while NH was replaced by an oxygen

atom. Such structural modifications led to two new series of

ring-opened analogues of diazoxide and 3-alkylamino-4H-1,2,4-

benzothiadiazine 1,1-dioxides (series A and B), as illustrated in

Figure 3.

This strategy was inspired by previous work consisting in the

opening of the pyranic ring of cromakalim, a dihydrobenzopyran,

and the introduction of urea and sulfonylurea groups, which pro-

vided simpler new molecules with substantial vasodilatory

properties.27

It should be pointed out that the A and B series can also be vir-

tually obtained by simplification of glibenclamide, a well-known

KATP channel blocker (Fig. 4).28 However, this observation is only

fortuitous and did not direct our strategy for the development of

new series of compounds expected to be potassium channel open-

ers and not blockers.

The present work reports the synthesis and pharmacological

testing of the vasodilatory activity of compounds belonging to ser-

ies A and B on KCl-precontracted rat aorta rings. Some of the most

potent compounds have also been tested as potential stimulators

of elastin production by vascular smooth muscle cells.

Elastin is the main extracellular matrix protein composing the

elastic fibers, which endow extensible tissues (including skin,
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lungs and arteries) with elasticity. Elasticity is the essential

mechanical property that allows large arteries to smoothly

transform the pulsatile and discrete blood volumes ejected during

the cardiac cycle into a continuous flow, therefore leading to

appropriate hemodynamics. The elastin gene is only expressed

during the fœtal life and childhood, and elastin is therefore not

replaced and degraded regularly during adulthood and ageing,

leading to a progressive stiffening of the arteries and subsequent

cardiovascular dysfunction.29 Also, abnormal arterial morphogene-

sis, remodelling and function—potentially leading to death—have

been linked to a genetic heterozygous deficiency in elastin

characterized by low levels of the protein, such as in supravalvular

aortic stenosis (SVAS) or Williams syndrome.30–32 In normal ageing

and the above-cited syndromes, the patients would therefore

benefit from an up regulation of the elastin gene, which would

increase the deficient of elastin content of the arteries and improve

the arterial function.

It has already been demonstrated that the potassium channel

opener minoxidil increases the expression of the elastin gene,

in vitro in skin fibroblasts and vascular smooth muscle cells33,34

and in vivo in rats, leading to an increase in the arterial content

in elastin.35 A similar effect of another potassium channel opener,

nicorandil, has also been demonstrated.36 More recently, it has

been demonstrated that minoxidil, diazoxide, and pinacidil

(PCOs) increased mRNAs encoding proteins and enzymes involved

in elastic fiber formation, whereas glibenclamide had the opposite

effect.37 For these reasons, the investigation of the potential

overexpression of elastin in vascular smooth muscle cells by appli-

cation of the newly synthesized potassium channel openers

described here is of high interest.

A series of experiments were also conducted in order to verify

that the biological effects of series A and B compounds were

mediated by KATP channel activation. Selected compounds were

also examined on pancreatic b-cells as putative inhibitors of

insulin secretion, reflecting their KATP channel opening activity on

the pancreatic endocrine tissue, and their effects on glycaemia

were measured. Finally, the ionization constant (pKa) of selected

compounds was determined in order to collect information about

the prominent form of the compounds in physiological media.

2. Chemistry

The synthetic pathway to sulfonylureas and sulfonylthioureas

(A) is described in Scheme 1. The compounds were obtained from

the appropriate para-halophenols in four successive steps. Firstly,

an appropriate para-halophenol (8a,b) was alkylated by means of

the appropriate alkyl halide in the presence of potassium

carbonate to provide the 1-halo-4-alkoxybenzenes 9a–c. The ether

intermediates 9a–c were then treated with chlorosulfonic acid in

chloroform, at 0 °C, leading to benzenesulfonyl chlorides 10a–c.

The latters were converted into benzenesulfonamides 11a–c after

reaction with concentrated ammonium hydroxide. Finally, sulfon-

amides 11, after their conversion to the corresponding sodium

salts, provided the final sulfonylureas and sulfonylthioureas 12a–o

by reaction with the appropriate isocyanate (R2N@C@O) or

isothiocyanate (R2N@C@S).

The synthetic route used to prepare carbonylureas and

carbonylthioureas (B) involved two steps (Scheme 2). Starting from

2-hydroxybenzamide, 2-alkoxybenzamides 14a–c were prepared

by reaction with an appropriate alkyl halide in ethanol in the

presence of sodium hydroxide. Treatment of intermediates 14a–c

with sodium hydride, then with an appropriate isocyanate or

isothiocyanate, yielded the final compounds 15a–u.

All compounds from series A (12a–o) and B (15a–u) were pur-

ified by crystallization and characterized by IR, 1H NMR and

elemental analyses to obtain the final materials with the chemical

purity required prior to pharmacological evaluation.

3. Results and discussion

Compounds 12a–o and 15a–u were evaluated for their ability

to relax rat aortic rings precontracted with 30 mM KCl (Table 1).

Diazoxide was used as a reference vasodilator and PCO. On the vas-

cular tissue, diazoxide provoked a marked myorelaxant activity

(EC50 = 21.6 lM).

As observed in Table 1, all the sulfonyl(thio)ureas 12 were

found to be inactive on rat aorta rings as vasodilators (EC50

>300 lM) while most compounds of the second series (car-

boxy(thio)ureas 15) exhibited a substantial vasorelaxant effect,

some of them being equipotent or even more potent than diazox-

ide (such as the most active compound 15k, EC50 = 12.2 lM). It can

also be observed, with the carboxyureas, that the preferred R1

chain for myorelaxant activity was the benzyl chain [see for exam-

ple 15h (EC50 = 16.7 lM), 15j (EC50 = 17.3 lM)]. The car-

boxythioureas analogues were generally found to be equipotent

to their corresponding ureas and some of them reached or slightly

overtook the activity of diazoxide, that is 15n, 15o and 15t, with

EC50 = 15.2 lM, 18.6 lM and 16.5 lM, respectively.

The inactivity of series A compounds (12a–o) could be attribu-

ted to their acidic character, as suggested by their pKa values

(between 4.5 and 5.7; see Table 2). At physiological pH, the nitro-

gen atom between the SO2 and the C@O groups in the A series of

molecules is expected to be mainly ionized, while the analogue

nitrogen atom in the B series (15a–u) is probably not ionized even

at pH = 10. This feature indicates that the presence of a non-ion-

ized NH group linked to the C@O function in the B series could

be essential for the biological activity.

In order to verify whether the vasorelaxant effects were

mediated by KATP channel activation, additional experiments were

performed on: (i) 30 mM K+-depolarized rat aorta rings in the

Scheme 1. Reagents: (i) K2CO3, R1X, acetone; (ii) HClO3S; (iii) NH4OH, dioxane; (iv)

NaH, R2NCO or R2NCS, DMF.

Scheme 2. Reagents: (i) NaOH, R1X, EtOH; (ii) NaH, R2NCO or R2NCS, DMF.
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continuous presence of 10 lM glibenclamide, a specific blocker of

KATP channels, and (ii) 80 mM K+-depolarized rat aorta rings; two

experimental conditions in which the vasodilator activity of KATP

channel activators is known to be suppressed or markedly

decreased.38

As shown in Table 3, the presence of glibenclamide in the bath-

ing medium provoked a noticeable increase in the EC50 value of the

selected compounds, suggesting the involvement of KATP channels

in the vasodilatory activity of these molecules. It must be noted

that the glibenclamide-induced increases in the EC50 values were

lower for the B series compounds (about 2 fold) than for diazoxide

(about 8 fold), suggesting that KATP channels only partly mediate

the vasorelaxation.

Moreover, the preservation of myorelaxant effects together

with the increases in the EC50 values recorded on rat aorta rings

precontracted by 80 mM KCl were also indicative for a non-exclu-

sive involvement of KATP channels in the vasorelaxant response.

This was illustrated by the concentration-dependent rightward

Table 3

Myorelaxant effect of selected compounds on 30 mM KCl-precontracted rat aorta

rings in the absence or presence of 10 lM glibenclamide, as well as on 80 mM KCl-

precontracted rat aorta rings

Compound KCl 30 mM

EC50
a (lM)

KCl 30 mM + Glib. 10 lM
EC50

a (lM)

KCl 80 mM EC50
a

(lM)

15h 16.7 ± 2.2 (3) 38.0 ± 3.6⁄ (6) 36.6 ± 3.8$ (6)

15k 12.2 ± 1.8 (6) 20.2 ± 2.3⁄ (7) 45.6 ± 6.6⁄⁄ (5)

15n 15.2 ± 2.3 (5) 28.2 ± 6.0 (5) 57.1 ± 4.6$ (5)

15o 18.6 ± 2.3 (6) 28.1 ± 4.3 (4) 38.1 ± 2.8⁄⁄ (4)

15t 16.5 ± 2.0 (6) 64.9 ± 14.7⁄⁄ (3) 121.0 ± 10.9$ (6)

Diazoxide 19.5 ± 2.7 (6)b 163.4 ± 41.2 (6) b >300 (6)b

P <0.05 was considered significant. ⁄p <0.05; ⁄⁄p <0.01; $p <0.001.
a EC50 is the drug concentration (lM) giving 50% relaxation of the 30 or 80 mM

KCl-induced contraction (mean ± sem). Number in parentheses refers to the num-

ber of individual experiments performed in each group. Glib: glibenclamide.
b Published results (Ref. 46). Statistical analysis was performed comparing the

EC50 in the presence of glibenclamide and at KCl 80 mM versus EC50 at KCl 30 mM.

Table 1

Effect of compounds from series A and B on the contractile activity of K+-depolarized

rat aorta rings

X

O

R1

Z

N
H

Y

HN

R2

Compd X Z R1 R2 Y Vasorelaxant

activity EC50
a (lM)

12a Cl SO2 CH3 CH(CH3)2 O >300 (6)

12b Cl SO2 CH3 C6H11 O >300 (6)

12c Cl SO2 CH3 C6H5 O >300 (6)

12d Cl SO2 CH3 p-F-C6H4 O >300 (6)

12e Cl SO2 CH3 C2H5 S >300 (6)

12f Cl SO2 CH3 CH(CH3)2 S >300 (6)

12g Cl SO2 CH3 CH2C6H5 S >300 (6)

12h F SO2 CH3 CH(CH3)2 O >300 (6)

12i F SO2 CH3 CH(CH3)2 S >300 (6)

12j Cl SO2 CH2CH3 CH(CH3)2 O >300 (6)

12k Cl SO2 CH2CH3 C6H11 O >300 (6)

12l Cl SO2 CH2CH3 C6H5 O >300 (6)

12m Cl SO2 CH2CH3 CH(CH3)2 S >300 (6)

12n Cl SO2 CH2CH3 CH2C6H5 S >300 (6)

12o Cl SO2 CH2CH3 p-F-C6H4 S >300 (6)

15a H C@O CH3 C2H5 O >100 (5)

15b H C@O CH3 CH(CH3)2 O 91.4 ± 24.1 (4)

15c H C@O CH3 CH(CH3)CH2CH3 O 31.8 ± 1.4 (5)

15d H C@O CH3 C6H11 O 35.9 ± 1.4 (6)

15e H C@O CH3 C6H5 O 26.7 ± 5.9 (4)

15f H C@O CH2CH2CH3 C6H11 O 58.2 ± 11.2 (6)

15g H C@O CH2CH2CH3 C6H5 O 59.6 ± 1.9 (5)

15h H C@O CH2C6H5 C2H5 O 16.7 ± 2.2 (3)

15i H C@O CH2C6H5 CH(CH3)2 O 26.8 ± 3.5 (3)

15j H C@O CH2C6H5 C5H11 O 17.3 ± 0.5 (5)

15k H C@O CH2C6H5 CH(CH3)CH2CH3 O 12.2 ± 1.8 (6)

15l H C@O CH2C6H5 C6H11 O 33.8 ± 6.1 (5)

15m H C@O CH2C6H5 CH2C6H5 O 21.1 ± 2.7 (6)

15n H C@O CH3 C2H5 S 15.2 ± 2.3 (5)

15o H C@O CH3 CH(CH3)2 S 18.6 ± 2.3 (6)

15p H C@O CH3 CH(CH3)CH2CH3 S 36.6 ± 2.1 (5)

15q H C@O CH3 C6H5 S 34.5 ± 3.8 (9)

15r H C@O CH3 CH2C6H5 S 47.2 ± 12.0 (3)

15s H C@O CH2CH2CH3 CH2C6H5 S 71.1 ± 4.7 (5)

15t H C@O CH2CH2CH3 C6H5 S 16.5 ± 2.0 (6)

15u H C@O CH2C6H5 CH2C6H5 S >100 (5)

Diazoxide 21.6 ± 3.0 (9)

a EC50 is the drug concentration (lM) giving 50% relaxation of the 30 mM KCl-

induced contraction. Results are expressed as means ± sem; n refers to the number

of experiments.

Table 2

Ionization constants of some compounds of series A

Compounds X Z R1 R2 Y pKa
a

12a Cl SO2 CH3 CH(CH3)2 O 5.65

12b Cl SO2 CH3 C6H11 O 5.46

12c Cl SO2 CH3 C6H5 O 4.50

12f Cl SO2 CH3 CH(CH3)2 S 5.74

12h F SO2 CH3 CH(CH3)2 O 5.52

a The pKa values for series B compounds could not be determined because all UV–

visible spectra were identical in this series at all tested pH values.
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Figure 5. Concentration-response curve of compound 15k on 30 mM KCl-induced

rat aorta rings, in the absence or presence of 10 lM glibenclamide (glib), and

80 mM KCl-precontracted rat aorta rings. Data are expressed as mean ± sem of (n)

rat aorta rings.

Table 4

Myorelaxant effect of selected compounds on 30 mM KCl-precontracted rat aorta

rings with and without endothelium

Compound Rat aorta rings with

endothelium EC50
a (lM)

Rat aorta rings without

endothelium EC50
a (lM)

15h 16.7 ± 2.2 (3) 17.2 ± 2.6 (6)

15k 12.2 ± 1.8 (6) 15.3 ± 1.7 (5)

15n 15.2 ± 2.3 (5) 17.4 ± 1.9 (4)

15o 18.6 ± 2.3 (6) 15.7 ± 1.2 (5)

15t 16.5 ± 2.0 (6) 12.0 ± 0.5 (5)

a EC50 is the drug concentration (lM) giving 50% relaxation of the 30 mM KCl-

induced contraction (mean ± sem). Number in parentheses refers to the number of

individual experiments performed in each group.
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shift of the concentration-response curves for B series compounds,

such as 15k (Fig. 5).

As shown in Table 4, most examples of active compounds on

aorta rings (15h, 15k, 15n, 15o, 15t) roughly maintained the same

vasorelaxant potency in the presence or absence of endothelium,

indicating that the mechanism and site of action of these com-

pounds were endothelium-independent.

Compounds 15h, 15k, 15n, 15o, 15t and the reference com-

pound diazoxide were also examined on rat pancreatic islets in

order to evaluate their ability to affect the glucose-induced insulin

release. As shown in Table 5, most compounds were inactive on

insulin secretion except 15t and 15k which exhibited a significant

inhibitory effect at a 50 lM concentration (residual insulin secre-

tion: 44.9% and 21.4%, respectively). Such results suggest a relative

tissue selectivity of some of these compounds for the vascular

smooth muscle.

Compounds 15h, 15k, 15n, 15o and 15t were further evaluated

in vivo to measure blood glucose concentration in rats. Figure 6

revealed that the tested compounds displayed a weak effect on

the blood glucose concentration compared to the reference com-

pounds, diazoxide (hyperglycemic agent) and glibenclamide

(hypoglycemic agent), which induced a hyperglycemic and a hypo-

glycemic effect, respectively. Thus, compounds 15t and 15k, which

were able to inhibit insulin secretion in vitro, were without marked

effect on blood glucose concentration. Such an observation might

result from poor bioavailability or rapid metabolism in vivo after

oral administration.

Finally, some of the most vasoactive compounds were tested in

another biological model, that is, the elastin production by cul-

tured vascular smooth muscle cells. Compounds 15k, 15n and

Table 5

Effects of compounds 15h, 15k, 15n, 15o, 15t and diazoxide on insulin secretion from rat pancreatic islets [mean ± sem (n)]

Compd X Z R1 R2 Y Residual insulin secretion (%) mean ± sem (n)

50 lM 10 lM

15h H C@O CH2C6H5 C2H5 O 113.3 ± 5.8 (24) 110.2 ± 5.3 (23)

15k H C@O CH2C6H5 CH(CH3)CH2CH3 O 21.4 ± 1.9 (22) 90.1 ± 5.1 (23)

15n H C@O CH3 C2H5 S 99.6 ± 4.8 (24) 94.1 ± 6.3 (22)

15o H C@O CH3 CH(CH3)2 S 104.7 ± 5.4 (24) 90.9 ± 3.6 (23)

15t H C@O CH2CH2CH3 C6H5 S 44.9 ± 2.1 (23) 83.8 ± 3.5 (23)

Diazoxide — — — — — 28.8 ± 2.4 (21)a 70.0 ± 3.6 (22)a

a Published results (Ref. 46).

Figure 6. Time courses for the changes in blood glucose levels in rats orally

administered at time zero with compounds 15 (n, o, t, k, h) (50 mg/kg), diazoxide

(50 mg/kg) or glibenclamide (0.25 mg/kg). Data are expressed as mean values ± sem

of three rats (n = 3).

Figure 7. Effect of original molecules on elastin production by vascular smooth

muscle cells. (A) Elevation of absorbance as a function of different concentrations of

molecules 15k, 15n and 20o was compared to the effects of the carrier alone

(DMSO), 1 mM minoxidil or 50 lM diazoxide. For minoxidil effect, the control has

been changed because this molecule was solubilized in water at the concentration

used: white bar = control (no DMSO, no minoxidil); black bar = minoxidil. (B)

Presence of 10 lM glibenclamide during the whole experiment abolished the

stimulation of elastin production induced by 100 lM 15k or 15o. The absorbance is

representative of extracellular elastin quantity (n = 3–4 in each group of test

synthesized molecules, n = 6–9 in each positive or negative control group).

Significance difference with the corresponding control: ⁄P 6 0.05, $P 6 0.07.
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15o in solution in DMSO were applied to the cells at different con-

centrations: 0 (DMSO alone added to cells), 10, 20, 50 and 100 lM
(Fig. 7). While compound 15n had no effect on elastin production

compared to the effect of DMSO alone, a concentration-dependent

effect was observed with compounds 15k and 15o. Elastin produc-

tion by vascular smooth muscle cells was significantly increased at

concentrations as low as 20 lM for 15k and 15o (2-way ANOVA,

P 6 0.05). At 100 lM 15k or 15o, the elastin production was

increased by about 30% while minoxidil induced the same effect

but at concentration of 1 mM. In additional experiments, com-

pound 15h was found to be unable to enhance elastin production

at concentrations of 10 and 20 lM (data not shown). It is interest-

ing to note that the stimulatory effects of 15k and 15o on elastin

production were totally abolished by 10 lM glibenclamide;

indicating a putative involvement of KATP channels in elastin

production (Fig. 7B).

The reference compound diazoxide was also tested on elastin

production by vascular smooth muscle cells. Compared to experi-

mental control conditions (DMSO alone), a significant activation

of elastin production was observed at 50 lM (+67%, 1-way

ANOVA).

4. Conclusion

Starting from the KATP channel openers 3-alkylamino-4H-1,2,4-

benzothiadiazine 1,1-dioxides, structural modulation by ring

opening led to two series of compounds (series A and B). Series

Amolecules (benzenesulfonylureas and benzenesulfonylthioureas)

were found to be devoid of vasorelaxant activity by contrast to

series B compounds (benzenecarbonylureas and benzenecar-

bonylthioureas); some of the latter drugs being even more active

as vasorelaxants than the reference compound diazoxide (15h,

15j, 15k, 15n, 15o and 15t). Our results strongly suggest that the

lack of activity of series A molecules was dependent on their ion-

ization at physiological pH, as a result of the acidic character linked

to the sulfonylurea function. The vasodilatory activity of selected

series A compounds (15h, 15k, 15n, 15o and 15t) was decreased

in the presence of 10 lM glibenclamide and was reduced on rat

aorta rings precontracted with 80 mM KCl. Such data suggested,

at least in part, a potential involvement of KATP channels. The pre-

servation of a vasodilatory activity in rat aortic rings deprived of

endothelium indicated that the site of action of the molecules

was located on the vascular smooth muscle cells and not on the

endothelial cells.

The selected compounds, namely 15h, 15k, 15n, 15o and 15t, at

50 lM, did not display a marked inhibitory effect on insulin secre-

tion from pancreatic b-cells (except 15k and 15t) and on gly-

caemia, which suggested a relative tissue selectivity of some of

these vasorelaxant compounds for the vascular smooth muscle.

In addition, some of the most potent vasorelaxant drugs from

series B (15k and 15o) also exhibited a substantial stimulatory

action on the production of elastin, the main component of the

arterial wall responsible for its elasticity and allowing appropriate

hemodynamics.39 This effect was again abolished by 10 lM gliben-

clamide; indicating a putative involvement of KATP channels in

elastin production.

Taken together, molecules such as 15k and 15o could represent

a class of vasorelaxant drugs, which, in the long term, could

improve arterial elasticity and hemodynamics through their ability

to increase elastin production. Further in vivo tests need to be per-

formed to ascertain such a hypothesis. Additional perspectives also

consist in the re-evaluation of the activity of series A molecules

after methylating the NH group linked to the SO2 group responsible

for their ionization.

5. Experimental section

5.1. Chemistry

Reagents, starting materials and solvents were purchased from

common commercial suppliers and were used as received. Melting

points were determined on Stuart SMP 3 apparatus and were not

corrected. IR spectra were recorded as KBr pellets on a Perkin–

Elmer 1000 FTIR spectrophotometer. The 1H NMR spectra were

recorded at ambient temperature on a Bruker Avance (500 MHz)

instrument using DMSO-d6 as solvent with TMS as an internal

standard. Chemical shifts (d) are given in parts per million and

splitting patterns are designated as follows: s, singlet; d, doublet;

dd, double doublet; t, triplet; q, quadruplet; m, multiplet, b, broad

and bs broad singlet. Elemental analyses (C, H, N, S) were realized

on a Thermo Scientific Flash EA 1112-elemental analyzer and were

within ± 0.4% of the theoretical values. All reactions were followed

by thin layer chromatography performed on silica gel Merck 60

F254.

5.1.1. General procedure for preparing 9a–c

p-Halophenol (78 mmol), potassium carbonate (117 mmol) and

methyl iodide (117 mmol) were mixed together in acetone (60 mL)

and refluxed for 3 h. Acetone was removed by evaporation under

reduced pressure and the residue was extracted with Et2O

(3 � 50 mL). The ether layer was dried over anhydrous MgSO4

and evaporated.

5.1.1.1. 1-Chloro-4-methoxybenzene (9a). Yellow oil (79%); 1H

NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 3,73 (s, 3H,OCH3), 6.96 (d, 2H, 3,5-H),

7,33 (d, 2H, 2,6-H).

5.1.1.2. 1-Fluoro-4-methoxybenzene (9b). The product was

separated on silica gel column chromatography using EtOAc/hex-

ane (10/90) as eluent. Yellow oil (58%); 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 3.73 (s, 3H,OCH3), 6.75 (d, 2H, 3,5-H), 6.86 (d, 2H,

2,6-H).

5.1.1.3. 1-Chloro-4-ethoxybenzene (9c). Colorless oil (89%); 1H

NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.32 (t, 3H, OCH2CH3), 4.00 (q, 2H,

OCH2CH3), 6.95 (d, 2H, 3,5-H), 7.30 (d, 2H, 2,6-H).

5.1.2. General procedure for preparing 11a–c

The solution of 1-halo-4-alkoxybenzene 9 (8.5 g) in chloroform

(50 mL) was introduced in a 250 mL three-necked flask, equipped

with a magnetic stirrer, a thermometer, a calcium chloride guard

and a dropping reagent. The solution was cooled to 0 °C and added

dropwise to chlorosulfonic acid (15 mL). After completion, the

reaction mixture was heated to room temperature, left for 2 h,

and then poured over crushed ice. The resulting mixture was

extracted with chloroform. The organic extracts were dried over

sodium sulfate and concentrated under reduced pressure until

crystallization. The resulting sulfonyl chlorides (7–8 g) (10a–c)

were dissolved in 60 mL dioxane and added dropwise to a 30%

m/v solution of ammonia (100 mL). The reaction mixture was con-

centrated under reduced pressure, leading to a solid which was

collected by filtration, washed with cold water, and dried.

5.1.2.1. 5-Chloro-2-methoxybenzenesulfonamide (11a). (45%);

mp 152–153 °C; IR (KBr) m: 3323, 3259 (N–H); 1329, 1166 (SO2)

cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 3.90 (s, 3H, OCH3), 7.24

(s, 2H,SO2NH2), 7.25 (d, 1H, 3-H), 7.63 (d, 1H, 4-H), 7.67 (s, 1H, 6-

H). Anal. (C7H8ClNO3S) theoretical: 37.93 C, 3.64 H, 6.32 N, 14.46

S. Found: 38.02 C, 3.64 H, 6.36 N, 14.31 S.
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5.1.2.2. 5-Fluoro-2-methoxybenzenesulfonamide (11b). (40%);

mp 174–175 °C; IR (KBr) m: 3323, 3259 (N–H); 1329, 1166 (SO2)

cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 3.89 (s, 3H, OCH3), 7.22

(s, 2H,SO2NH2), 7.24 (dd, 1H, 3-H), 7.43 (dd, 1H, 4-H), 7.48 (dd,

1H, 6-H). Anal. (C7H8FNO3S) theoretical: 40.97 C, 3.93 H, 6.83 N,

15.62 S. Found: 41.01 C, 3.92 H, 7.18 N, 15.60 S.

5.1.2.3. 5-Chloro-2-ethoxybenzenesulfonamide (11c). (47%);

mp 156–157 °C; IR (KBr) m: 3367, 3269 (N–H); 1321, 1163 (SO2)

cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.36 (t, 3H, OCH2CH3),

4.21 (q, 2H, OCH2CH3), 7.11 (s, 2H,SO2NH2), 7.25 (d, 1H, 3-H),

7.61 (dd, 1H, 4-H), 7.67 (d, 1H, 6-H). Anal. (C8H10ClNO3S) theoreti-

cal: 40.77 C, 4.28 H, 5.94 N, 13.60 S. Found: 41.97 C, 4.35 H, 6.08 N,

13.74 S.

5.1.3. General procedure for preparing sulfonylurea and

sulfonylthiourea compounds (12a–o)

Sodium hydride (100 mg) was added to a cooled solution of sul-

fonamide 16 (500 mg) in anhydrous DMF. The mixture was stirred

for 15 min, after which an appropriate isocyanate or isothiocyana-

te was added. Stirring was continued at room temperature until

completion of the reaction monitored by TLC. The mixture was

poured into cold water and filtered. The filtrate was acidified with

1 N HCl. The resulting precipitate was collected by filtration,

washed with water and dried.

5.1.3.1. N-Isopropyl-N0-(5-chloro-2-methoxybenzenesulfonyl)

urea (12a). White powder (76%); mp 198–199 °C, IR (KBr) m:

3338 (N–H); 1666 (C@O); 1340, 1161 (SO2) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 0,98 (d, 6H, CH(CH3)2), 3,55 (st , 1H,

CH(CH3)2), 3,90(s, 3H, OCH3), 6,22 (d, 1H, NHCH), 7,28 (dd, 1H,

arom 3-H), 7.70 (d, 1H, arom 4-H), 7.71 (d, 1H, arom 6-H), 10,25

(s, 1H, SO2NHCO). Anal. (C11H15ClN2O4S) theoretical: 43.07 C,

4.93 H, 9.13 N, 10.45 S. Found: 43.11 C, 4.95 H, 9.30 N, 10.42 S.

5.1.3.2. N-Pentyl-N0-(5-chloro-2-methoxybenzenesulfonyl)urea

(12b). White powder (70%); mp 147–148 °C, IR (KBr) m:

3326 (N–H); 1657 (C@O); 1351, 1160 (SO2) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 0,81 (t, 3H, CH3(CH2)4), 1.11 (m, 2H,

CH3CH2CH2(CH2)2), 1.21 (m, 2H,CH3CH2(CH2)3), 1.30 (m, 2H,

CH3(CH2)2CH2CH2), 2.92 (q, 2H, CH3(CH2)3CH2), 3.90 (s, 3H,

OCH3), 6.37 (t, 1H, NHCH2), 7.28 (d, 1H, arom 3-H), 7.69 (d, 1H,

arom 4-H), 7.71 (d, 1H, arom 6-H), 10.44 (s, 1H, SO2NHCO). Anal.

(C13H19ClN2O4S) theoretical: 46.63 C, 5.72 H, 8.37 N, 9.58 S.

Found: 46.60 C, 5.73 H, 8.59 N, 9.64 S.

5.1.3.3. N-Phenyl-N0-(5-chloro-2-methoxybenzenesulfonyl)urea

(12c). White powder (43%); mp 176–177 °C; IR (KBr) m: 3344

(N–H); 1687 (C@O); 1353, 1164 (SO2) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 3.92 (s, 3H, OCH3), 7.02 (t, 1H, arom 40-H), 7.25 (d,

2H, arom 30-H, 50-H), 7.28 (d, 1H, arom 3-H), 7.31 (d, 2H, arom

20-H, 60-H), 7.72 (dd, 1H, arom 4-H), 7.77 (d, 1H, arom 6-H), 8.71

(s, 1H, NHC6H5), 10.40 (s, 1H, SO2NHCO). Anal. (C14H13ClN2O4S)

theoretical: 49.34 C, 3.85 H, 8.22 N, 9.41 S. Found: 49.32 C, 4.08

H, 8.19 N, 9.01 S.

5.1.3.4. N-(4-Fluorophenyl)-N0-(5-chloro-2-methoxybenzene-

sulfonyl)urea (12d). White powder (30%); mp 270 °C; IR (KBr) m:

3334 (N–H); 1638 (C@O); 1315, 1153 (SO2) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 3,92 (s, 3H, OCH3), 7.02 (t, 2H, arom 30-H,

50-H), 7.29 (d, 1H, arom 3-H), 7.34 (dd, 2H, arom 20-H, 60-H), 7.72

(dd, 1H, arom 4-H), 7.77 (d, 1H, arom 6-H), 7.95 (s, 1H, NHC6H5),

10.10 (s, 1H, SO2NHCO). Anal. (C14H12ClFN2O4S) theoretical:

46.87 C, 3.37 H, 7.81 N, 8.94 S. Found: 47.15 C, 3.42 H, 8.01 N,

8.84 S.

5.1.3.5. N-Ethyl-N0-(5-chloro-2-methoxybenzenesulfonyl)

thiourea (12e). White powder (69%); mp 206–208 °C, IR (KBr)

m: 3335 (N–H); 1181 (C@S); 1341,1138 (SO2) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1,00 (t, 3H, CH3CH2), 3,42 (q, 2H,

CH3CH2), 3,90 (s, 3H, OCH3), 7.29 (d, 1H, arom 3-H), 7.72 (dd, 1H,

arom 4-H), 7.76 (d, 1H, arom 6-H), 8.37 (s, 1H, NHCH2CH3), 11.28

(s, 1H, SO2NHCS). Anal. (C10H13ClFN2O3S2) theoretical: 38.89 C,

4.25 H, 9.07 N, 20.76 S. Found: 38.76 C, 4.25 H, 9.13 N, 20.68 S.

5.1.3.6. N-Isopropyl-N0-(5-chloro-2-methoxybenzenesulfonyl)

thiourea (12f). White powder (75%); mp 209–210 °C; IR (KBr)

m: 3338 (N–H); 1340, 1150 (SO2) cmÿ1, 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 1,00 (d, 6H, (CH3)2CH2), 3,55 (st, 1H, (CH3)2CH2),

3,90 (s, 3H, OCH3), 6.25 (d, 1H, NHCH), 7.28 (d, 1H, 3-H), 7.69

(dd, 1H, 4-H), 7.71 (d, 1H, 6-H), 10.28 (s, 1H, SO2NHCS). Anal.

(C11H15ClFN2O3S2) theoretical: 40.92 C, 4.68 H, 8.68 N, 19.86 S.

Found: 41.02 C, 4.78 H, 8.60 N, 19.62 S.

5.1.3.7. N-Benzyl-N0-(5-chloro-2-methoxybenzenesulfonyl)

thiourea (12g). White powder (60%); mp 184 °C, IR (KBr) m:

3338 (N–H); 1164 (C@S); 1351, 1137 (SO2) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 3.84 (s, 3H, OCH3), 4.67 (d, 2H, NHCH2),

7.14 (d, 2H, arom 20-H, 60-H), 7.23 (d, 1H, arom 40-H), 7.28 (d, 1H,

arom 3-H), 7.30 (d, 2H, arom 30-H, 50-H), 7.73 (dd, 1H, arom 4-H),

7.77 (d, 1H, arom 6-H), 8.76 (t, 1H, NHCH2), 11.45 (s, 1H,

SO2NHCS). Anal. (C15H15ClFN2O3S2) theoretical: 48.58 C, 4.08 H,

7.55 N, 17.29 S. Found: 48.47 C, 4.14 H, 7.69 N, 16.90 S.

5.1.3.8. N-Isopropyl-N0-(5-fluoro-2-methoxybenzenesulfonyl)

urea (12h). White powder, (85.7%); mp 193,5–194 °C, IR (KBr)

m: 3338 (N–H), 1664 (C@O), 1340, 1156 (SO2) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.00 (d, 6H, (CH3)2CH), 3.55 (m, 1H,

(CH3)2CH), 3.90 (s, 3H, OCH3), 6.20 (d, 1H, NHCH2CH3), 7.28 (d,

1H, arom 3-H), 7.51 (dd, 1H, arom 4-H), 7.53 (d, 1H, arom 6-H),

10.20 (s, 1H, SO2NHCO). Anal. (C11H15FN2O4S) theoretical: 45.51

C, 5.21 H, 9.65 N, 11.04 S. Found: 45.50 C, 5.17 H, 9.82 N, 11.16 S.

5.1.3.9. N-Isopropyl-N0-(5-fluoro-2-methoxybenzenesulfonyl)

thiourea (12i). White powder, (85%) mp 179–180 °C; IR

(KBr) m: 3323 (N–H), 1156 (C@S) , 1341, 1136 (SO2),
1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.10 (d, 6H, (CH3)2CH), 3.89 (s, 3H,

OCH3), 4.19 (m, 1H, (CH3)2CH), 7.30 (dd, 1H, arom 3-H), 7.55 (dd,

1H, arom 4-H), 7.57 (d, 1H, arom 6-H), 8.15 (d, 1H, NHCH), 11.08

(s, 1H, SO2NHCS). Anal. (C11H15FN2O3S2) theoretical: 43.12 C, 4.93

H, 9.14 N, 20.93 S. Found: 43.07 C, 4.94 H, 9.16 N, 20.70 S.

5.1.3.10. N-Isopropyl-N0-(5-chloro-2-ethoxybenzenesulfonyl)

urea (12j). White powder, (49%) mp 173,5–174 °C; IR (KBr) m:

3346 (N–H); 1670 (C@O), 1337, 1163 (SO2) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 0.99 (d, 6H, (CH3)3CH), 1.34 (t, 3H,

CH3CH2O), 3.55 (m, 1H, (CH3)3CH), 4.21 (q, 2H, CH3CH2O), 6.25

(d, 1H, NHCH), 7.27 (d, 1H, arom 3-H), 7.66 (dd, 1H, arom 4-H),

7.71 (d, 1H, arom 6-H), 10.04 (s, 1H, SO2NHCO). Anal.

(C12H17ClN2O4S) theoretical: 44.99 C, 5.34 H, 8.73 N, 9.99 S.

Found: 45.21 C, 5.52 H, 8.83 N, 9.53 S.

5.1.3.11. N-Cyclohexyl-N0-(5-chloro-2-ethoxybenzenesulfonyl)

urea (12k). White powder, (72%) mp 189–190 °C, IR (KBr) m:

3357 (N–H), 1667 (C@O), 1340, 1161 (SO2) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.05–1.64 (m, 10H, CH2 cyclohexyl), 1.34

(t, 3H, CH3CH2O), 3.29 (b, 1H, NHCH), 4.21 (q, 2H, CH3CH2O), 6.33

(d, 1H, NHCH), 7.27 (d, 1H, arom 3-H), 7.66 (dd, 1H, arom 4-H),

7.70 (d, 1H, arom 6-H), 10.00 (s, 1H, SO2NHCO). Anal.

(C15H21ClN2O4S) theoretical: 49.93 C, 5.87 H, 7.76 N, 8.88 S.

Found: 49.78 C, 5.87 H, 8.10 N, 8.68 S.
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5.1.3.12. N-Phenyl-N0-(5-chloro-2-ethoxybenzenesulfonyl)urea

(12l). White powder, (31%) mp 194 °C, IR (KBr) m: 3341 (N–H),

1687 (C@O), 1352, 1159 (SO2) cmÿ1, 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 1.32 (t, 3H, CH3CH2O), 4.22 (q, 2H, CH3CH2O), 7.02

(t, 1H, arom 40-H), 7.24 (d, 2H, arom 30-H, 50-H), 7.30 (d, 2H, arom

20-H, 60-H), 7.70 (dd, 1H, arom 4-H), 7.77 (d, 1H, arom 6-H), 8.74 (s,

1H, NHC6H5), 10.30 (s, 1H, SO2NHCO). Anal. (C15H15ClN2O4S) theo-

retical: 50.78 C, 4.26 H, 7.90 N, 9.04 S. Found: 50.76 C, 4.31 H, 8.10

N, 9.53 S.

5.1.3.13. N-Isopropyl-N0-(5-chloro-2-ethoxybenzenesulfonyl)

thiourea (12m). White powder, (35%) mp 150–151 °C, IR (KBr)

m: 3327 (N–H), 1197 (C@S), 1345, 1158 (SO2) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.09 (d, 6H, (CH3)2CH), 1.33 (t, 3H,

CH3CH2O), 4.16 (m, 1H, (CH3)2CH), 4.20 (q, 2H, CH3CH2O), 7.29

(d, 1H, arom 3-H), 7.70 (dd, 1H, arom 4-H), 7.76 (d, 1H, arom 6-

H), 8.14 (d, 1H, NHCH), 10.90 (s, 1H, SO2NHCS). Anal.

(C12H17ClN2O3S2) theoretical: 42.79 C, 5.09 H, 8.32 N, 19.04 S.

Found: 42.53 C, 5.13 H, 8.52 N, 18.79 S.

5.1.3.14. N-Benzyl-N0-(5-chloro-2-ethoxybenzenesulfonyl)

thiourea (12n). White powder, (68%) mp 185–186 °C, IR (KBr)

m: 3311 (N–H), 1165 (C@S), 1355, 1138 (SO2),
1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 1.30 (t, 3H, CH3CH2O), 4.17 (q, 2H, CH3CH2O), 4,66

(d, 2H, CH2C6H5), 7.14 (d, 2H, arom 20-H, 60-H), 7.24 (d, 1H, arom

40-H), 7.25 (d, 1H, arom 3-H), 7.27 (d, 2H, arom 30H, arom 50-H),

7.70 (dd, 1H, arom 4-H), 7.78 (d, 1H, arom 6-H), 8.74 (t, 1H,

NHCH2), 11.33 (s, 1H, SO2NHCS). Anal. (C16H17ClN2O3S2) theoreti-

cal: 49.93 C, 4.45 H, 7.28 N, 16.66 S. Found: 50.14 C, 4.52 H, 7.67

N, 16.63 S.

5.1.3.15. N-(4-Fluorophenyl)-N0-(5-chloro-2-ethoxybenzenesul-

fonyl)thiourea (12o). White powder, (43%); mp 181–182 °C, IR

(KBr) m: 3299 (N–H), 1169 (C@S), 1148 (SO2) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.30 (t, 3H, CH3CH2O), 4.23 (q, 2H,

CH3CH2O), 7.18 (t, 2H, arom 20-H, 60-H), 7.29 (d, 1H, arom 3-H),

7.47 (t, 2H, arom 30-H, 50-H), 7.70 (d, 1H, arom 4-H), 7.79 (d, 1H,

arom 6-H), 10.05 (s, 1H, NHC6H5), 11.33 (s, 1H, SO2NHCS). Anal.

(C15H14ClFN2O3S2) theoretical: 46.37 C, 3.63 H, 7.20 N, 16.49 S.

Found: 46.80 C, 3.86 H, 7.41 N, 16.55 S.

5.1.4. General procedure for preparing 14a–c

The mixture of 2-hydroxybenzamide (1 g, 7.3 mmol) and NaOH

(0.4 g, 10 mmol) was stirred in EtOH (40 mL). Then, an appropriate

alkyl halide (10.95 mmol) was added and the reaction mediumwas

refluxed for 6 h. The excess of solvent was evaporated under

reduced pressure, leading to a residue, which was triturated with

water, filtered and dried.

5.1.4.1. 2-Methoxybenzamide (14a). White powder (90%);

mp 128 °C, IR (KBr) m: 3412 (N–H), 3169 (C–H aromatic), 1644

(C@O) cmÿ1, 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 3.88 (s, 3H, CH3),

7.02 (t, 1H, arom 5-H), 7.12 (d, 1H, arom 3-H), 7.45 (t, 1H, arom

4-H), 7.62 (s, 2H, CONH2), 7.80 (d, 1H, arom 6-H). Anal.

(C8H6NO2) theoretical: 63.56 C, 6.00 H, 9.27 N. Found: 63.10 C,

5.96 H, 9.38 N.

5.1.4.2. 2-Propyloxybenzamide (14b). White powder (92%);

mp 101 °C, IR (KBr) m: 3446 (N–H), 3179 (C–H aromatic), 2965

(C–H aliphatic), 1654 (C@O) cmÿ1, 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 1.00 (t, 3H, CH3), 1.80 (m, 2H, CH2), 4.09 (q, 2H,

OCH2), 7.02 (t, 1H, arom 5-H), 7.12 (d, 1H, arom 3-H), 7.45 (t,

1H, arom 4-H), 7.62 (s, 2H, CONH2), 7.80 (d, 1H, arom 6-H).

Anal. (C10H13NO2) theoretical: 67.02 C, 7.31 H, 7.82 N. Found:

67.22 C, 7.43 H, 7.78 N.

5.1.4.3. 2-Benzyloxybenzamide (14c). White powder (95%);

mp 115–116, IR (KBr) m: 3404 (N–H), 3190 (C–H aromatic), 1640

(C@O) cmÿ1, 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 5.25 (s, 2H, CH2),

7.03 (t, 1H, arom 5-H), 7.21 (d, 1H, arom 3-H), 7.42 (m, 5H, arom),

7.44 (t, 1H, arom 4-H), 7.59 (s, 2H, CONH2), 7.78 (dd, 1H, arom 6-H).

Anal. (C14H13NO2) theoretical: 73.99 C, 5.77 H, 6.16 N. Found:

73.63 C, 5.62 H, 6.27 N.

5.1.5. General procedure for preparing 15a–u

Sodium hydride (100 mg) was added to a cooled solution of the

appropriate benzamide 14 (500 mg) in anhydrous DMF. The

mixture was stirred for 15 min, and the appropriate isocyanate

(or isothiocyanate) was added. Stirring was continued at room

temperature until completion of the reaction monitored by TLC.

The mixture was poured into cold water and acidified with 1 N

HCl. The precipitate was collected by filtration, washed with water

and dried.

5.1.5.1. N-Ethyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)urea (15a).White

powder (50%), mp 70–72 °C; IR (KBr) m: 3337 (N–H), 2925 (C–H

aliphatic), 1706, 1673 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 1.11 (t, 3H, CH3CH2), 3.23 (m, 2H, CH3CH2), 3,91

(s, 3H, OCH3), 7.07 (t, 1H, 5-H), 7.19 (d, 1H, 3-H), 7.55 (t, 1H,

4-H), 7.69 (dd, 1H, 6-H), 8.49 (t, 1H, NHCH2CH3), 10.04 (s, 1H,

CONHCO). Anal. (C11H14N2O3) theoretical: 59.45 C, 6.35 H,

12.61 N. Found: 60.59 C, 6.52 H, 12.24 N.

5.1.5.2. N-Isopropyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)urea

(15b). White powder (85%); mp 92 °C; IR (KBr) m: 3287 (N–H),

2925 (C–H aliphatic), 1672 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 1.17 (d, 6H, (CH3)2CH), 3.83 (m, 1H, (CH3)2CH), 3,91

(s, 3H, OCH3), 7.07 (t, 1H, 5-H), 7.19 (d, 1H, 3-H), 7.55 (t, 1H, 4-

H), 7.69 (dd, 1H, 6-H), 8.39 (t, 1H, NHCH(CH3)2), 10.05 (s, 1H,

CONHCO). Anal. (C12H16N2O3) theoretical: 61.00 C, 6.83 H, 11.86

N. Found: 61.27 C, 6.93 H, 11.35 N.

5.1.5.3. N-Sec-butyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)urea

(15c). White powder (80%); mp 65–65.5 °C; IR (KBr) m: 3346,

3287 (N–H), 2968 (C–H aliphatic), 1690, 1660 (C@O) cmÿ1; 1H

NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 0.88 (t, 3H, (CH3CH2)CH3CH), 1.14

(d, 1H, (CH3CH2)CH3CH), 1.50 (m, 2H, (CH3CH2)CH3CH), 3.72 (m,

1H, (CH3CH2)CH3CH), 3,91 (s, 3H, OCH3), 7.08 (t, 1H, 5-H), 7.19

(d, 1H, 3-H), 7.55 (t, 1H, 4-H), 7.71 (dd, 1H, 6-H), 8.39 (d, 1H,

NHCHCH3(CH2CH3)), 10.05 (s, 1H, CONHCO). Anal. (C31H18N2O3)

theoretical: 62.38 C, 7.25 H, 11.19 N. Found: 62.07 C, 7.32 H,

10.95 N.

5.1.5.4. N-Cyclohexyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)urea

(15d). White powder (81%); mp 102–102.5 °C; IR (KBr) m: 3346,

3279 (N–H), 2922 (C–H aliphatic), 1705, 1666 (C@O) cmÿ1; 1H

NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.18–1.90 (m, 10H, C6H10), 3.61 (b,

1H, CHNH), 3.91 (s, 3H, OCH3), 7.07 (t, 1H, 5-H), 7.19 (d, 1H, 3-H),

7.55 (t, 1H, 4-H), 7.70 (dd, 1H, 6-H), 8.50 (d, 1H, NHC6H11), 10.06

(s, 1H, CONHCO). Anal. (C15H20N2O3) theoretical: 65.20 C, 7.30 H,

10.14 N. Found: 65.40 C, 7.54 H, 10.22 N.

5.1.5.5. N-Phenyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)urea

(15e). White powder (40%); mp 134 °C; IR (KBr) m: 3238

(N–H), 1703, 1670 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz)

d: 3.91 (s, 3H, OCH3), 7.11 (t, 2H, 5-H, 40-H), 7.22 (d, 1H, 3-H),

7,36 (t, 2H, 30,50-H), 7.57 (t, 3H, 4, 20, 60-H), 7.73 (dd, 1H, 6-H),

10.46 (d, 1H, NHC6H5), 10.70 (s, 1H, CONHCO). Anal.

(C15H14N2O3) theoretical: 66.66 C, 5.22 H, 10.36 N. Found:

66.57 C, 5.20 H, 9.97 N.
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5.1.5.6. N-Cyclohexyl-N0-(2-propyloxybenzenecarbonyl)urea

(15f). White powder (80%); mp 73–74 °C; IR(KBr) m: 3355, 3280

(N–H), 2919 (C–H aliphatic), 1707, 1667 (C@O) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.03 (t, 3H, CH3CH2CH2), 1.20–1.90

(m, 10H, C6H10), 1.80 (m, 2H, CH3CH2CH2), 3.61 (b, 1H, CHNH),

4.12 (t, 3H, CH3CH2CH2), 7.07 (t, 1H, 5-H), 7.19 (d, 1H, 3-H), 7.55

(t, 1H, 4-H), 7.70 (dd, 1H, 6-H), 8.49 (d, 1H, NHC6H11), 10.08

(s, 1H, CONHCO). Anal. (C17H24N2O3) theoretical: 67.08 C, 7.95 H,

9.20 N. Found: 66.91 C, 8.20 H, 9.07 N.

5.1.5.7. N-Phenyl-N0-(2-propyloxybenzenecarbonyl)urea

(15g). White powder (64%); mp 72 °C; IR (KBr) m: 3330 (N–H),

1715, 1664 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.03 (t,

3H, CH3CH2CH2), 1.84 (m, 2H, CH3CH2CH2), 4.12 (t, 3H,

CH3CH2CH2), 7.13 (t, 2H, 5, 40-H), 7.23 (d, 1H, 3-H), 7.36 (t, 2H, 30,

50-H), 7.59 (t, 3H, 4, 20, 60-H), 7.84 (dd, 1H, 6-H), 10.45 (s, 1H,

NHC6H5), 10.70 (s, 1H, CONHCO). Anal. (C17H18N2O3) theoretical:

68.44 C, 6.08 H, 9.39 N. Found: 68.04 C, 6.50 H, 9.34 N.

5.1.5.8. N-Ethyl-N0-(2-benzyloxybenzenecarbonyl)urea

(15h). White powder (40%); mp 74–75 °C; IR (KBr) m: 3335

(N–H), 2925 (C–H aliphatic), 1698, 1660 (C@O) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.09 (t, 3H, CH3CH2), 3.22 (q, 2H,

CH3CH2), 5.27 (s, 2H, CH2), 7.19 (t, 1H, 5-H), 7.28 (d, 1H, 3-H),

7.34–7.54 (m, 5H, CH2C6H5), 7.55 (t, 1H, 4-H), 7.71 (dd, 1H, 6-H),

8.47 (t, 1H, NHCH2CH3), 10.14(s, 1H, CONHCO). Anal.

(C11H14N2O3) theoretical: 68.44 C, 6.08 H, 9.39 N. Found: 68.44 C,

6.28 H, 9.10 N.

5.1.5.9. N-Isopropyl-N0-(2-benzyloxybenzenecarbonyl)urea

(15i). White powder (87%); mp 84–85 °C; IR (KBr) m: 3341,

3286 (N–H), 2925 (C–H aliphatic), 1690, 1664 (C@O) cmÿ1, 1H

NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.15 (d, 6H, (CH3)2CH), 3.87 (m, 1H,

(CH3)2CH), 5.27 (s, 2H, CH2), 7.09 (t, 1H, 5-H), 7.28 (d, 1H, 3-H),

7.34–7.54 (m, 5H, CH2C6H5), 7.55 (t, 1H, 4-H), 7.71 (dd, 1H, 6-H),

8.36 (d, 1H, NHCH(CH3)2), 10.17 (s, 1H, CONHCO). Anal.

(C18H20N2O3) theoretical: 69.21 C, 6.48 H, 8.97 N. Found: 68.98 C,

6.96 H, 8.59 N.

5.1.5.10. N-Pentyl-N0-(2-benzyloxybenzenecarbonyl)urea

(15j). White powder (45%); mp 74 °C; IR (KBr) m: 3350, 3300

(N–H), 2900 (C–H aliphatic), 1695, 1652 (C@O) cmÿ1, 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 0,96 (t, 3H, CH3(CH2)4), 1.29 (m, 2H,

CH3CH2CH2(CH2)2), 1.33 (m, 2H,CH3CH2(CH2)3), 1.50 (m, 2H,

CH3(CH2)2CH2CH2), 3.16 (q, 2H, CH3(CH2)3CH2), 5.27 (s, 2H, CH2),

7.09 (t, 1H, 5-H), 7.28 (d, 1H, 3-H), 7.34–7.51 (m, 5H, CH2C6H5),

7.55 (t, 1H, 4-H), 7.71 (dd, 1H, 6-H), 8.37 (d, 1H, NHCH), 10.15 (s,

1H, CONHCO). Anal. (C20H24N2O3) theoretical: 70.56 C, 7.11 H,

8.23 N. Found: 70.36 C, 6.98 H, 8.34 N.

5.1.5.11. N-Sec-butyl-N0-(2-benzyloxybenzenecarbonyl)urea

(15k). White powder (65%); mp 62–63 °C; IR (KBr) m: 3334, 3270

(N–H), 2962 (C–H aliphatic), 1687, 1661 (C@O) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 0.87 (t, 3H, (CH3CH2)CH3CH), 1.12 (d,

1H, (CH3CH2)CH3CH), 1.49 (m, 2H, (CH3CH2)CH3CH), 3.71 (m, 1H,

(CH3CH2)CH3CH), 5.27 (s, 2H, CH2), 7.09 (t, 1H, 5-H), 7.28 (d,

1H, 3-H), 7.34–7.51 (m, 5H, CH2C6H5), 7.55 (t, 1H, 4-H), 7.71 (dd,

1H, 6-H), 8.35 (d, 1H, NHCH), 10.18 (s, 1H, CONHCO). Anal.

(C19H22N2O3) theoretical: 69.92 C, 6.79 H, 8.58 N. Found: 70.30 C,

7.13 H, 8.28 N.

5.1.5.12. N-Cyclohexyl-N0-(2-benzyloxybenzenecarbonyl)urea

(15l). White powder (82%); mp 91–92 °C; IR (KBr) m: 3273 (N–

H), 2929 (C–H aliphatic), 1689, 1666 (C@O) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.20–1.90 (m, 10H, C6H10), 3.59 (b, 1H,

CHNH), 5.27 (s, 2H, CH2), 7.09 (t, 1H, 5-H), 7.28 (d, 1H, 3-H),

7.34–7.51 (m, 5H, CH2C6H5) 7.55 (t, 1H, 4-H), 7.71 (dd, 1H, 6-H),

8.46 (d, 1H, NHC6H11), 10.08 (s, 1H, CONHCO). Anal. (C17H24N2O3)

theoretical: 71.57 C, 6.86 H, 7.95 N. Found: 71.60 C, 7.05 H, 7.74 N.

5.1.5.13. N-Benzyl-N0-(2-benzyloxybenzenecarbonyl)urea

(15m). White powder (40%); mp 100–101 °C; IR (KBr) m: 3324,

3284 (N–H), 3031 (C–H aromatic), 1692, 1660 (C@O) cmÿ1; 1H

NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 4.41(s, 2H, NHCH2) 5.27 (s, 2H,

OCH2), 7.09 (t, 1H, 5-H), 7.19 (d, 1H, 3-H), 7.27–7.45(m, 10-H,

CH2C6H5), 7.55 (t, 1H, 4-H), 7.72 (dd, 1H, 6-H), 8.93 (t, 1H,

NHCH2), 10.30 (s, 1H, CONHCO). Anal. (C22H20N2O3) theoretical:

73.32 C, 5.59 H, 7.77 N. Found: 73.72 C, 5.40 H, 7.58 N.

5.1.5.14. N-Ethyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)thiourea

(15n). White powder (62%); mp 79.5 °C; IR(KBr) m: 3316 (N–H),

2924 (C–H aliphatic), 1661 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 1.15 (t, 3H, CH3CH2), 3.61 (q, 2H, CH3CH2), 3.91 (s,

3H, OCH3), 7.11 (t, 1H, 5-H), 7.24 (d, 1H, 3-H), 7.60 (t, 1H, 4-H),

7.86 (dd, 1H, 6-H), 10.67 (t, 1H, NHCH2CH3), 10.93 (s, 1H,

CONHCS). Anal. (C11H14N2O2S) theoretical: 55.44 C, 5.92 H, 11.76

N, 13.45 S. Found: 55.70 C, 6.12 H, 11.56 N, 13.47 S.

5.1.5.15. N-Isopropyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)thiourea

(15o). White powder (60%); mp 109.5–110 °C; IR (KBr) m:

3317 (N–H), 2929 (C–H aliphatic), 1655 (C@O) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.26 (d, 6H, (CH3)2CH), 3.61 (q, 2H,

CH3CH2), 3.98 (s, 3H, OCH3), 4.37 (m, 1H, (CH3)2CH), 7.11 (t, 1H,

5-H), 7.24 (d, 1H, 3-H), 7.60 (t, 1H, 4-H), 7.86 (dd, 1H, 6-H), 10.67

(t, 1H, NHCH2CH3), 10.93 (s, 1H, CONHCS). Anal. (C12H16N2O2S)

theoretical: 57.12 C, 6.39 H, 11.10 N, 12.70 S. Found: 57.51 C,

6.50 H, 11.23 N, 12.78 S.

5.1.5.16. N-Sec-butyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)thiourea

(15p). White powder (42%); mp 79 °C; IR (KBr) m: 3308 (N–H),

2926 (C–H aliphatic), 1656 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6,

500 MHz) d: 0.91 (t, 3H, (CH3CH2)CH3CH), 1.22 (d, 3H,

(CH3CH2)CH3CH), 1.63 (m, 2H, (CH3CH2)CH3CH), 3,91 (s, 3H,

OCH3), 4.27 (m, 1H, (CH3CH2)CH3CH), 7.12 (t, 1H, 5-H), 7.25 (d,

1H, 3-H), 7.61 (t, 1H, 4-H), 7.88 (dd, 1H, 6-H), 10.66 (d, 1H,

NHCHCH3(CH2CH3)), 10.94 (s, 1H, CONHCS). Anal. (C13H18N2O2S)

theoretical: 58.62 C, 6.81 H, 10.52 N, 12.04 S. Found: 58.80 C,

6.88 H, 10.66 N, 11.88 S.

5.1.5.17. N-Phenyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)thiourea

(15q). White powder (55%); mp 154 °C; IR (KBr) m: 3325 (N–H),

1655 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 3.90 (s, 3H,

OCH3), 6.98–7.50 (m, 9H, H arom), 8.65 (s, 1H, NHC6H5), 9.79 (s,

1H, CONHCS). Anal. (C15H14N2O2S) theoretical: 62.92 C, 4.93 H,

9.78 N, 11.20 S. Found: 62.90 C, 4.91 H, 9.80 N, 11.18 S.

5.1.5.18. N-Benzyl-N0-(2-methoxybenzenecarbonyl)thiourea

(15r). White powder (62%); mp 93–93.5 °C; IR (KBr) m: 3333

(N–H), 1657 (C@O) cmÿ1; 1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz) d: 3.99

(s, 3H, OCH3), 4.87 (d, 2H, CH2), 7.14 (t, 1H, 5-H), 7.26 (d, 1H, 3-

H), 7.29–7.42 (m, 5H, CH2C6H5), 7.64 (t, 1H, 4-H), 7.87 (dd, 1H, 6-

H), 7.87 (d, 1H, NHCH2), 11.06 (s, 1H, CONHCS). Anal.

(C16H16N2O2S) theoretical: 63.98 C, 5.37 H, 9.33 N, 10.67 S.

Found: 63.80 C, 5.35 H, 9.61 N, 10.50 S.

5.1.5.19. N-Benzyl-N0-(2-propyloxybenzenecarbonyl)thiourea

(15s). White powder (67%); mp 86–87 °C; IR (KBr) m: 3320,

3238 (N–H), 2966 (C–H aliphatic), 1661 (C@O) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 1.08 (t, 3H, CH3CH2CH2), 1.92 (m, 2H,

CH3CH2CH2), 4.20 (t, 2H, CH3CH2CH2), 4.88 (d, 2H, NHCH2), 7.15

N. Bouider et al. / Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 1735–1746 1743



(t, 1H, 5-H), 7.27 (d, 1H, 3-H), 7.30 (t, 1H, 40-H), 7.38 (m, 4H, 20,30, 50,

60-H), 7.64 (t, 1H, 4-H), 7.96 (dd, 1H, 6-H), 11.11 (t, 1H, NHCH2),

11.18 (s, 1H, CONHCS). Anal. (C18H20N2O2S) theoretical: 65.83 C,

6.14 H, 8.53 N, 9.76 S. Found: 66.03 C, 6.35 H, 8.75 N, 9.97 S.

5.1.5.20. N-Phenyl-N0-(2-propyloxybenzenecarbonyl)thiourea

(15t). White powder (57%); mp 72–73 °C; IR (KBr) m: 3446,

3204 (N–H), 3035 (C–H aromatic), 1651 (C@O) cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 0.99 (t, 3H, CH3CH2CH2), 1.80 (m, 2H,

CH3CH2CH2), 4.07 (t, 2H, CH3CH2CH2), 4.87 (d, 2H, CH2), 7.12 (t,

1H, 5-H), 7.25 (d, 1H, 3-H), 7.61 (t, 1H, 4-H), 7.88 (dd, 1H, 6-H),

8.61 (s, 1H, NHCH2), 9.85 (s, 1H, CONHCS). Anal. (C17H18N2O2S)

theoretical: 64.94 C, 5.77 H, 8.91 N, 10.20 S. Found: 65.07 C, 5.77

H, 9.03 N, 9.98 S.

5.1.5.21. N-Benzyl-N0-(2-benzyloxybenzenecarbonyl)thiourea

(15u). White powder (47%); mp 100–101 °C; IR (KBr) m: 3290

(N–H); 3030 (C–H aromatic); 1648 (C@O), cmÿ1; 1H NMR

(DMSO-d6, 500 MHz) d: 4.85 (s, 2H, NHCH2), 5.35 (s, 2H, OCH2),

7.14 (t, 1H, 5-H), 7.19 (d, 1H, 3-H), 7.28–7.45 (m, 10H, CH2C6H5),

7.55 (t, 1H, 4-H), 7.72 (dd, 1H, 6-H), 11.10 (t, 1H, NHCH2), 11.16

(s, 1H, CONHCO). Anal. (C22H20N2O2S) theoretical: 70.19 C, 5.35

H, 7.44 N, 8.52 S. Found: 69.93 C, 5.24 H, 7.54 N, 8.71 S.

5.2. pKa determination

Determination of the pKa value of selected compounds was per-

formed by a spectrophotometric method.43 UV–visible spectra

were recorded on a Hitachi U 3010 Spectrophotometer.

Compounds were dissolved in water to provide mother solutions

at 2.5. 10ÿ4 M, and a series of borate and phosphate buffers, rang-

ing from pH 3 to pH 10, were prepared according to Sorensen. The

samples were obtained by mixing 5 mL of the mother solution with

20 mL of the appropriate buffer. UV–visible spectra were recorded

at ambient temperature with respect to a control consisting of

5 mL H2O and 20 mL of the same buffer. The wavelength was

selected to record a maximum absorbance difference between

the ionized and the non-ionized forms. The absorbance of the

neutral and ionic species of the drug was determined in a similar

way, using a solution of equal drug concentration in 0.1 N HCl

and 0.1 N NaOH. After each shot spectrum, the exact pH of the

solution was measured by means of a pH meter and the pKa was

calculated using the formula of Albert and Serjeant.40

5.3. Biological assays

5.3.1. Measurements of tension in rat aorta rings

Diazoxide was tested as the reference compound. Experiments

were performed with aorta removed from adult Wistar rats

(Elevages Janvier 2010, France). A section of the thoracic aorta

was cleared of adhering fat and connective tissue and was cut into

transverse rings (2–3 mm long). The segments were suspended

under 1.5 g tension by means of steel hooks in an organ bath con-

taining a physiological solution (in mM: NaCl 118, KCl 4.7, CaCl2
2.5, MgCl2 1.2, KH2PO4 1.2, NaHCO3 25, glucose 5, pH = 7.36). The

physiological solution was maintained at 37 °C and continuously

bubbled with a mixture of O2 (95%) and CO2 (5%). Isometric

contractions of the aortic rings were measured with a force-

displacement transducer. After 60 min of equilibration, contractile

activity was induced by increasing the extracellular concentration

of K+: 30 or 80 mM KCl. High KCl was applied until the end of the

experiment. When the tension had stabilized, increasing concen-

trations of the tested drug were cumulatively added to the bath

until maximal relaxation. Some experiments were performed in

the presence of 10 lM of the KATP channel blocker glibenclamide.

The relaxation response was expressed as percentage of the

contractile response to KCl. The EC50 values (concentration evoking

50% inhibition of the plateau phase induced by KCl) were assessed

from concentration-response curves.

5.3.2. Aortic smooth muscle cell culture

The protocol was adapted from a previously published

method.41 6 month-old rats were anaesthetised by intraperitoneal

injection of pentobarbital (60 mg/kg). The abdominal aorta (taken

from the diaphragm to the iliac bifurcation) was harvested and

cleaned of adhering fat before being washed twice in saline buffer

HBSS (Invitrogen-Life Technologies Ltd, Paisley, UK, reference

#14025-100) supplemented with amphotericin-B (2.5 lg/mL).

The vessel was pre-digested in a P35 Petri dish containing 2 mL

of a 1 mg/mL collagenase II (Whorthington Biochemical Corp.,

Lakewood, NJ, USA, reference #CLS2 LS004176) for 50 min (37 °C,

5% CO2). The aorta was then washed in HBSS-amphotericin-B solu-

tion, before the enzymatically-altered adventitia was removed by

using tweezers. The rest of the vessel, that is intima + media, was

cut into small pieces which were then digested in a 5 mL tube

for 1 h in 2 mL of a mix containing 0.5 mg/mL sterile elastase

(Whorthington Biochemical Corp., reference # ESL LS002292) and

1 mg/mL collagenase II. The digestion product was centrifuged at

1200 rpm (350�g) for 10 min, and then re-suspended in 3 mL

HBSS-amphotericin-B solution. The digested tissue was then

mechanically dissociated by flushing the solution several times

through a 1 mL pipette, while avoiding the formation of air bub-

bles. The 3 mL digested tissue suspension was then centrifuged

again at 1200 rpm for 10 min, and the pellet was re-suspended in

100 lL culture medium DMEM (Invitrogen-Life Technologies Ltd,

reference #31966021) supplemented with 20% fetal calf serum

(FCS), 1% Penicillin/Streptomycin, in two wells-pre-coated with

0.1% gelatin of a P24 plate (Merck, Darmstadt, Germany, reference

#1.04078.1000). A 30 min period was left for vascular smooth

muscle cell (VSMC) adhesion (at 37 °C, 5% CO2), before the volume

was completed up to 500 lL with culture medium. The well con-

tent was left for 3 days before the first culture medium change.

The culture medium was then replaced every two days, until cell

confluence was reached, which was about 6–7 days after the cells

were seeded. Amplification of the cell culture was then performed

by cell trypsinisation and seeding in several 0.1% gelatin-coated

wells.

5.3.3. Measurement of insulin release from incubated rat

pancreatic islets

Experiments were performed with pancreatic islets isolated

from adult fed Wistar rats. Groups of 10 islets, each derived from

the same batch of islets, were preincubated for 30 min at 37 °C in

1 mL of a physiological salt medium (in mM: NaCl 115, KCl 5,

CaCl2 2.56, MgCl2 1, NaHCO3 24) supplemented with 2.8 mM

glucose, 0.5% (w/v) dialysed albumin (fraction V, Sigma) and

equilibrated against a mixture of O2 (95%) and CO2 (5%). The islets

were then incubated at 37 °C for 90 min in 1 mL of the same

medium containing 16.7 mM glucose and, in addition, the

reference or the required compound. The release of insulin was

measured radioimmunologically using rat insulin as a standard.42

Residual insulin secretion was expressed as a percentage of the

value recorded in control experiments (100%); that is in the

absence of drug and presence of 16.7 mM glucose.

5.3.4. Measurement of glucose level in rat blood

Animals (adult fed Wistar albino rats) had free access to water

and received a standard pellet diet. Conscious rats were placed for

60 min prior blood sampling and throughout the duration of the
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study in a small cabinet. At zero time, drugs dissolved in DMSO

(0.2 mL) were orally administrated at a dose of 50 mg/kg. Control

animals received an equivalent volume of DMSO (0.2 mL). A drop

of blood was taken from the tail at time 0, 1, 2, 3 and 4 h. Blood

glucose concentration was measured using a reagent strip in

combination with a glucometer (ACCU-CHEK Active, Roche,

Mannheim).43

5.3.5. Measurement of the extracellular elastin content by ELISA

The protocol used here was adapted from a previously pub-

lished method.44,45 Vascular smooth muscle cells were deprived

of serum overnight in DMEM containing only 1% FCS, in order to

limit cell proliferation, before trypsinisation and seeding at

25,000 cells/well in a P96 plate, where the cells were left to adhere

for another night. The culture medium was then removed and

replaced by fresh 1% FCS-DMEM into which the molecules to be

tested (in solution in DMSO) were added.For each concentration

of each molecule, 3–9 wells were used. In addition, the cells of 8

wells were bathed in 1% FCS-DMEM containing DMSO only, as

the negative control. The cells of other wells were bathed in 1%

FCS-DMEM containing 1 mM of the KATP channel opener minoxidil

as the positive control which has previously been shown to induce

a strong increase in extracellular elastin.44 The effect of the KATP

channel opener diazoxide (50 lM), used as a reference in the vas-

cular pharmacology experiments, was also studied. The cells of

additional wells were bathed in 1% FCS-DMEM (without DMSO)

as the negative control for minoxidil effect since minoxidil was sol-

ubilized in water at the concentration used. In some wells, 10 lM
of the KATP channel blocker glibenclamide was added to the tested

molecules during the whole experiment in order to verify that the

effects of the designed compounds were mediated by activation of

the KATP channels. Each experiment, that is, each test performed on

each concentration of each synthesized molecule, was at least tri-

plicated in cells from different cultures (n = 3–4). Control experi-

ments (medium plus DMSO or water, diazoxide, minoxidil) were

performed in each plate used for the ELISA tests, leading to more

wells (n = 8–9). The cells used in our experiments originated from

6 separate cell cultures. In all cases, DMSO concentration exposed

to the cells was <1%. After 48 h, that is, the time to allow for elastin

synthesis and excretion, the cells were washed 3 times with PBS

(Invitrogen-Life Technologies Ltd, reference #14040174), then

fixed for 10 min in 4% paraformaldehyde at room temperature.

The wells were washed again 3 times with PBS, before blockade

of the non-specific binding sites with 2%BSA containing-PBS for

30 min at 37 °C, then washed 3 times with 0.1% Tween-containing

PBS. After this step, the cells were incubated with the primary anti-

body to elastin (Elastin Products Company Inc., Owensville, MO,

USA, reference #RA75) at 1:1000 in 2% BSA containing-PBS for

1 h at 37 °C. The cells were then washed 3 times with 0.1%

Tween-containing PBS before incubation with the secondary anti-

body coupled to horseradish peroxidase (HRP) (Abcam, Paris,

FRANCE, anti-goat antibody, reference #6741) at 1:50,000 for 1 h

at 37 °C in the dark. The cells were then washed 3 times with

0.1% Tween-containing PBS, before 100 lL 3,30,5,50-tetramethyben-

zidine (TMB) (Millipore, Billerica, MA, USA, reference #ES022), the

substrate of HRP, were added to each well for 30 min in the dark at

room temperature. The reaction was then stopped by addition of

100 lL 0.3 M sulfuric acid to each well. After 10 min, the absor-

bance of each well—a function of extracellular elastin quantity-

was measured at 450 nm.

Each concentration of each molecule was tested in different cell

cultures. The statistical significance of the differences between

groups was assessed by using 2-way ANOVA for analysis of the

effects of the molecule and concentration, and 1-way ANOVA for

the comparison to the effect of 1 mM minoxidil. Unless otherwise

indicated, P 6 0.05 was considered as statistically significant.

Acknowledgements

This study was supported by grants from the Algerian Ministry

of Higher Education and Scientific Research, the French CMEP-

Tassili and the National Fund for Scientific Research (F.N.R.S.,

Belgium) from which P. Lebrun is Research Director. The authors

gratefully acknowledge the technical assistance of Stéphane

Counerotte, Fabienne Leleux, Aibech Riad and Bouraoui Hadia.

References and notes

1. Ashcroft, F. M. Am. J. Physiol. 2007, 293, E880.
2. Ashcroft, F. M. J. Clin. Invest. 2005, 115, 2047.
3. Standen, N. B.; Quayle, J. M.; Davies, N. W.; Brayden, J. E.; Huang, Y.; Nelson, M.

T. Science 1989, 245, 177.
4. Kane, G. C.; Liu, X. K.; Yamada, S.; Olson, T. M.; Terzic, A. J. Mol. Cell. Cardiol.

2005, 38, 937.
5. Quast, U. Naunyn. Schmiedebergs Arch. Pharmacol. 1996, 354, 213.
6. Yamada, K.; Ji, J. J.; Yuan, H. J.; Miki, T.; Sato, S.; Horimoto, N.; Shimizu, T.; Seino,

S.; Inagaki, N. Science 2001, 292, 1543.
7. Shyng, S. L.; Nichols, C. G. J. Gen. Physiol. 1997, 110, 655.
8. Inagaki, N.; Gonoi, T.; Clement, J. P., 4th; Namba, N.; Inazawa, J.; Gonzalez, G.;

Aguilar-Bryan, L.; Seino, S.; Bryan, J. Science 1995, 270, 1166.
9. Aguilar-Bryan, L.; Nichols, C. G.; Wechsler, S. W.; Clement, J. P., 4th; Boyd, A. E.;

Gonzalez, G.; Herrera-Sosa, H.; Nguy, K.; Bryan, J.; Nelson, D. A. Science 1995,
268, 423.

10. Nichols, C. G.; Koster, J. C.; Enkvetchakul, D.; Flagg, T. P. Biol. Membr. 2006, 23,
101.

11. Aguilar-Bryan, L.; Bryan, J. Endocr. Rev. 1999, 20, 101.
12. Ashcroft, F. M.; Gribble, M. Trends Neurosci. 1998, 21, 288.
13. Edwards, G.; Weston, A. H. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 1993, 33, 597.
14. Aguilar-Bryan, L.; Clement, J. P., 4th; Gonzalez, G.; Kunjilwar, K.; Babenko, A.;

Bryan, J. Physiol. Rev. 1998, 78, 227.
15. Zingman, L. V.; Hodgson, D. M.; Bast, P. H.; Kane, G. C.; Perez-Terzic, C.;

Gumina, R. J.; Pucar, D.; Bienengraeber, M.; Dzeja, P. P.; Miki, T.; Seino, S.;
Alekseev, A. V.; Terzic, A. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002, 99, 13278.

16. Lebrun, P.; Antoine, M.-H.; Herchuelz, A. Life Sci. 1992, 51, 795.
17. Quast, U. Trends Pharmacol. Sci. 1993, 14, 332.
18. Coghlan, M. J.; Carroll, W. A.; Gopalakrishan, M. J. Med. Chem. 2001, 44, 1627.
19. Mannhold, R. Med. Res. Rev. 2004, 24, 213.
20. Richer, C.; Pratz, J.; Mulder, P.; Mondot, S.; Giudicelli, J. F.; Cavero, I. Life Sci.

1990, 47, 1693.
21. Dunne, M. J.; Aspinall, R. J.; Petersen, O. H. Br. J. Pharmacol. 1990, 99, 169.
22. Weir, S. W.; Weston, A. H. Br. J. Pharmacol. 1986, 88, 121.
23. Hamilton, T. C.; Weir, S. W.; Weston, A. H. Br. J. Pharmacol. 1986, 88, 103.
24. Quast, U.; Cook, N. S. J. Pharmacol. Exp. Ther. 1989, 250, 261.
25. de Tullio, P.; Becker, B.; Boverie, S.; Dabrowski, M.; Wahl, P.; Antoine, M. H.;

Somers, F.; Sebille, S.; Ouedraogo, R.; Hansen, J. B.; Lebrun, P.; Pirotte, B. J. Med.
Chem. 2003, 46, 3342.

26. Pirotte, B.; de Tullio, P.; Lebrun, P.; Antoine, M.-H.; Fontaine, J.; Masereel, B.;
Schynts, M.; Dupont, L.; Herchuelz, A.; Delarge, J. J. Med. Chem. 1993, 36, 3211.

27. Khelili, S.; Florence, X.; Bouhedja, M.; Abdelaziz, S.; Mechouch, N.; Yekhlef, M.;
de Tullio, P.; Lebrun, P.; Pirotte, B. Bioorg. Med. Chem. 2008, 16, 6124.

28. Groop, L. C. Diabetes Care 1992, 15, 737.
29. Pezet, M.; Jacob, M. P.; Escoubet, B.; Gheduzzi, D.; Tillet, E.; Perret, P.; Huber, P.;

Quaglino, D.; Vranckx, R.; Li, D. Y.; Starcher, B.; Boyle, W. A.; Mecham, R. P.;
Faury, G. Rejuvenation Res. 2008, 11, 97.

30. Ewart, A. K.; Jin, W.; Atkinson, D.; Morris, C. A.; Keating, M. T. J. Clin. Invest.
1994, 93, 1071.

31. Nickerson, E.; Greenberg, F.; Keating, M. T.; McCaskill, C.; Shaffer, L. G. Am. J.
Hum. Genet. 1995, 56, 1156.

32. Wu, Y. Q.; Sutton, V. R.; Nickerson, E.; Lupski, J. R.; Potocki, L.; Korenberg, J. R.;
Greenberg, F.; Tassabehji, M.; Shaffer, L. G. Am. J. Med. Genet. 1998, 78, 82.

33. Hayashi, A.; Suzuki, T.; Wachi, H.; Tajima, S.; Nishikawa, T.; Murad, S.; Pinnell,
S. R. Arch. Biochem. Biophys. 1994, 315, 137.

34. Tajima, S.; Hayashi, A.; Suzuki, T.; Nishikawa, T. Arch. Dermatol. Res. 1995, 287,
494.

35. Tsoporis, J.; Keeley, F. W.; Lee, R. M.; Leenen, F. H. J. Cardiovasc. Pharmacol.
1998, 31, 960.

36. Raveaud, S.; Mezin, P.; Lavanchy, N.; Starcher, B.; Mecham, R. P.; Verdetti, J.;
Faury, G. Clin. Exp. Pharmacol. Physiol. 2009, 36, 988.

37. Slove, S.; Lannoy, M.; Behmoaras, J.; Pezet, M.; Sloboda, N.; Lacolley, P.;
Escoubet, B.; Buján, J.; Jacob, M.-P. Hypertension 2013, 62, 794.

38. Bray, K. M.; Weston, A. H.; Duty, S.; Newgreen, D. T.; Longmore, J.; Edwards, G.;
Brown, T. J. Br. J. Pharmacol. 1991, 102, 337.

39. Faury, G. Pathol. Biol. (Paris) 2001, 49, 310.

N. Bouider et al. / Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 1735–1746 1745



40. Albert, A.; Serjeant, E.P. In The Determination of Ionization Constants, Chapman &
Hall: London, 1971; pp 44–64.

41. Golovina, V. A.; Blaustein, M. P. Nat. Protoc. 2006, 1, 2681.
42. Lebrun, P.; Antoine, M.-H.; Devreux, V.; Hermann, M.; Herchuelz, A. J. J.

Pharmacol. Exp. Ther. 1990, 255, 948.
43. Nguyen, Q. A.; Antoine, M. H.; Ouedraogo, R.; Hermann, M.; Sergooris, J.;

Pirotte, B.; Masereel, B.; Lebrun, P. Biochem. Pharmacol. 2002, 63, 515.

44. Giro, M. G.; Hill, K. E.; Sandberg, L. B.; Davidson, J. M. Coll. Relat. Res. 1984, 4, 21.
45. Davidson, J. M.; LuValle, P. A.; Zoia, O.; Quaglino, D., Jr.; Giro, M. J. Biol. Chem.

1997, 272, 345.
46. Pirotte, B.; Ouedraogo, R.; de Tullio, P.; Khelili, S.; Sommers, F.; Boverie, S.;

Dupont, L.; Fontaine, J.; Damas, J.; Lebrun, P. J. Med. Chem. 2000, 43, 1456.

1746 N. Bouider et al. / Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 1735–1746


