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INTRODUCTION

Le monoxyde d’azote (NO) est un polluant atmosphérique émis, par exemple, par les
installations de chauffage, les centrales thermiques de production électrique et les
automobiles. En parallele, c’est un neurotransmetteur gazeux connu chez les
mammiféres. Il est synthétisé dans l'organisme a partir d'un acide aminé, la L-
arginine, grace a l'intervention d’'une famille d’enzyme, les nitric oxide synthase. Sa

nature de radical libre lui permet d’interagir avec de nombreuses molécules.

En 1986, Louis Ignarro montre que le NO est le facteur de dilatation provenant de
'endothélium artériel, EDRF. En effet, le NO est un puissant vasodilatateur artériel et
veineux. Cette propriété lui permet d’intervenir dans de nombreuses pathologies
telles que I'angine de poitrine et 'hypoxémie présente dans I'hypertension artérielle
pulmonaire persistante du nouveau-né. Pour certains spécialistes en neurobiologie,
le NO interviendrait au niveau synaptique et plus particulierement au niveau de la
signalisation du glutamate. Ces constatations ont mené a des études cliniques,
notamment dans le traitement de la schizophrénie. L’'activité du NO sur la pression
intraoculaire de I'ceil, quant a elle, a mené a I'étude d’un nouveau donneur de NO
dans le traitement du glaucome a angle ouvert. Enfin, son activité anti-inflammatoire
au niveau musculaire a conduit a I'étude de nouveaux donneurs de NO dans le

traitement de I'hypercholestérolémie et des dystrophies musculaires.

L’objectif de cette thése est de répertorier les donneurs de NO déja existants en
thérapeutique et de présenter quelques exemples de nouvelles molécules hydrides
donneuses de NO. Le NO peut étre utilisé directement sous sa forme gazeuse, mais
également sous forme de dérivés nitrés. Les molécules hydrides donneuses de NO
sont constituées d’'une molécule déja commercialisée sur laquelle a été greffé un

groupement donneur de NO.

La premiére partie de ce travail présentera le NO, ses caractéristiques
physicochimiques, ses origines exogéne et endogéne, son métabolisme et ses
mécanismes d’action dans [l'organisme. Mais également son utilisation
pharmacologique sous forme gazeuse dans le traitement de I'hypertension artérielle
pulmonaire persistante du nouveau-né. La seconde partie nous permettra de détailler

les donneurs de NO déja existants et leurs indications dans I'angine de poitrine. Pour
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finir, la troisieme partie nous permettra de développer quelques exemples de
nouvelles molécules hydrides donneuses de NO actuellement a I'étude dans le
traitement de I'hypercholestérolémie, du glaucome a angle ouvert et des dystrophies
musculaires. Dans cette derniére partie, seules les études les plus avancées seront

présentées.
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1.Généralités sur le monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est un neurotransmetteur présent naturellement dans

I'organisme. C’est le seul gaz incolore et inodore a avoir un réle de messager.

1.1. Généralités

Dans cette partie, quelques bréves généralités concernant le NO vont étre abordées,
telles que sa découverte, ses caractéristiques physico-chimiques, son origine

exogene et endogéne ainsi que son métabolisme.

1.1.1.Découverte du NO en physiologie

1977 Ferid Murad étudie les composés vasodilatateurs utilisés dans les
traitements des patients atteints d’angine de poitrine. Ses nombreuses
études montrent que ces composés libérent du NO aprés métabolisation
par l'organisme. Ce phénoméne entraine une augmentation de I'activité
d’une enzyme, la guanylate cyclase’.

1980 Robert Furchgott met en évidence la présence d'une substance
vasodilatatrice produite par les cellules endothéliales. Il la nomme
« Endothelium derived relaxing factor », EDRF?.

1986  Robert Furchgott montre que le NO est un médiateur cellulaire gazeux®.
Louis Ignarro montre que le NO est en réalité le facteur de transmission
EDRF".

1998 Ferid Murad, Robert Furchgott et Louis Ignarro recoivent le prix Nobel de

physiologie et de médecine pour leurs travaux sur I'endothélium et le NO™.

1.1.2.Caractéristiques physico-chimiques du NO

Le NO (Figure 1) est une molécule constituée de deux atomes (azote et oxygéne)
liés par une double liaison. La nature radicalaire du NO est due a la présence d’'un
électron libre non apparié. Par conséquent, c’est une molécule instable qui peut

réagir avec de nombreux composés®.
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Figure 1 : Formule semi-développée du monoxyde d’azote. Formule brute : NO. Masse molaire :
30 g/mol. Le NO est constitué d’'un atome d’azote (N) lié & un atome d’oxygéne (O) par une double

liaison. La nature radicalaire du NO est due a la présence d’un électron libre non apparié.

Le NO a une faible solubilité dans I'eau, 57 mg/L & 20°C*. Cependant, il est soluble
dans les solvants apolaires ce qui lui permet de traverser les membranes cellulaires®.
Il diffuse rapidement & travers les tissus ou il réagit avec de nombreuses espéces®.
Dans les milieux biologiques, le NO a une demi-vie trés courte allant de 1 a 5
secondes®. Sa faible solubilité et sa demi-vie courte expliquent son action locale,

notamment au niveau pulmonaire lorsqu'il est inhalé>®.

1.1.3.0rigine exogéne et endogene du NO

Comme nous allons le voir dans la partie suivante, la synthése endogéne du NO a
lieu a partir d’'un acide aminé grace a une famille d’enzyme, les nitric oxide synthase
(NOS)". Il peut également provenir de la réduction des ions nitrites déja présents

dans I'organisme®.

Toutefois, dans I'environnement extérieur, I'air peut étre un vecteur exogéne du NO.
En effet, il peut provenir des installations de chauffage, des centrales thermiques de
production électrique, des usines d’incinération et des automobiles®. A température
ambiante, le NO est instable et réagit avec I'oxygéne pour former du dioxyde d’azote

selon la réaction suivante,
2 NO + O, ->2 NO,

Le dioxyde d’azote, NO,, est une molécule toxique. Elle est présente dans la phase
aqueuse de l'atmosphére et réagit avec les radicaux hydroxyles afin de former

I'ozone®.

Dans I'air, le taux de NO varie en fonction des zones, allant de quelques parties par

milliard (ppb) en zone rurale a 100 ppb en zone urbaine. Les zones urbaines et
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industrielles sont d’autant plus concernées par ce phénoméne que la présence

d’axes routiers est importante®.

1.1.4.Métabolisme du NO

Dans cette sous-partie, nous allons brievement détailler la synthése endogéne du

NO, son transport, son mécanisme d’action et pour finir son catabolisme.

1.1.4.1. Syntheése endogéne du NO

Le NO est synthétisé a partir d’'un acide aming, la L-arginine'®. Cette réaction a lieu
grace a une famille d’enzymes héminiques, les NOS, et a des cofacteurs''. En effet,
sous l'action des NOS, la L-arginine est transformée en N-hydroxyarginine qui aprés
réduction donne du NO et de la L-citrulline® (Figure 2). La L-arginine est un acide
aminé non essentiel sur le plan nutritionnel chez I'adulte mais indispensable durant la

croissance'.

NADPH+ 0>
L-arginine k\; * N-hydroxyarginine T’ L-citrulline
NADP* monoxyde d’azote (NO)
nitric oxide synthase nitric oxide synthase

Figure 2 : Synthése du monoxyde d’azote (NO). Le NO est synthétisé a partir de la L-arginine,
grace a la « nitric oxide synthase » (NOS). La L-arginine est transformée en N-hydroxyarginine puis

réduit en NO et L-citrulline.

La NOS a été identifiee et décrite pour la premiére fois en 1989. Trois isoformes
majeures ont été clonées et purifiées entre 1991 et 1994 (Tableau 1)'% 1l existe deux
types d’expression de NOS : constitutive et inductible. Les NOS sont apparentées a
la famille des cytochromes P450, par conséquent ce sont des protéines ayant

comme cofacteur 'héme.

NOS constitutives

Les deux isoformes constitutives sont les suivantes ; le type | [NOS neuronale
(nNOS)] et le type 3 [NOS endothéliale (eNOS)]. Ces deux isoformes sont exprimées

continuellement dans la cellule’. L’activité enzymatique de ces deux isoformes est
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calcium et calmoduline dépendante™. Lors de I'élévation de la concentration calcique
intracellulaire, ce dernier active la NOS (Figure 3). La conséquence de cette
activation est une libération immédiate de NO a des concentrations picomolaires et

de courte durée’. Il agit en tant que médiateur physiologique.

Ca*

/
0 Caz‘ / h
T Ca®

L - Citrulline

L - Arginine / LS Pl » NO
NOS
O,

. 4 J

Figure 3 : Expression constitutive de la nitric oxide synthase (NOS).Le monoxyde d’azote (NO)
est synthétisé en présence de dioxygéne (O,) a partir d’'un acide aminé, la L-arginine, grace a la

famille des nitric oxide synthase (NOS).

NOS inductible

La NOS de type Il (iNOS) a une expression inductible. C'est-a-dire qu’elle n’est pas

exprimée en continu dans les cellules. Son expression a lieu aprés induction par des
stimuli pathogénes ou par des cytokines pro inflammatoires (interleukine 1, tumor

necrosis factor, interferon gamma, lipopolysaccharide)” .
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Tableau | : Lieux d’expression et roles des différentes isoformes de la nitric oxide synthase™.

Type nNOS eNOS iNOs
I 1] Il
NOS constitutive NOS constitutive ~ NOS inductible
Principaux 1. Neurones du systéeme Endothélium Macrophages
lieux nerveux central
d’expression 2. Neurones du syteme
nerveux périphérique
Roles 1. Plasticité synaptique, Vasodilatation Défense
Régulation de la Vasoprotection immunitaire non
pression artérielle Prevention de spécifique.
2. Vasodilatatation, 'athérosclérose. Médiation de
Erection pénienne. l'inflammation

1.1.4.2. Transportdu NO : couplage a des protéines et a des peptides
Dans les conditions physiologiques, le transport du NO s’effectue par couplage a des

protéines ou a des peptides porteurs de groupements thiols. Ce couplage permet de

le stabiliser et de former des molécules biologiquement actives’. Comme nous

'avons vu précédemment, sa faible solubilité lui permet de diffuser a travers les

membranes cellulaires.

S-nitrosohémogqlobine

S-nitrosoglutathion

La S-nitrosohémoglobine est produite par S-nitrosation. Le
groupement NO se fixe sur un groupement thiol de
’hémoglobine par une liaison covalente. L’hémoglobine
est une protéine présente a l'intérieur des globules rouges.
En 1996, Stamler et coll découvrent que 'hémoglobine fixe
le NO au niveau des poumons ou elle est nitrosée. Le NO

est libéré dans le systéme cardiovasculaire'.

Le S-nitrosoglutathion est un tripeptide composé d’un
résidu L-y-glutamyl, d’un résidu glycine et enfin d’'un résidu
L-cystéinyl ou se trouve le groupement thiol. Il peut étre
obtenu par métal-nitrosation ou par addition directe du NO

sur le glutathion réduit'®.Le tripeptide est dégradé dans le
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sang gréace a une cascade de réactions. Il en découle une
libération du NO. Le glutathion sert de réservoir endogéne
de NO™.

S-nitrosoalbumine La S-nitrosoalbumine est formée par fixation du NO sur un

résidu cystéine de I'albumine. En 1992, Stamler et coll ont
montré que la S-nitrosoalbumine est un S-nitrosothiol
possédant une demi-vie de quelques heures et une
activité vasodilatatrice. Ce complexe est le principal

réservoir de NO au niveau du plasma’.

1.1.5.Mécanisme d’action du NO

Le NO peut agir selon les trois mécanismes d’actions suivants. Il peut agir par métal-
nitrosylation pour réguler l'activité enzymatique. Il peut également former des S-

nitrosothiols ou du péroxynitrite lorsqu’il réagit avec I'anion superoxyde.

1.1.5.1. Métal-nitrosylation et guanylate cyclase
La métal-nitrosylation est une réaction réversible qui met en jeu le NO et une

métalloprotéine afin de créer un complexe métal-nitrosyl. Par exemple, la guanylate

cyclase est une enzyme héminique activée par métal-nitrosylation™”.

Deux formes de guanylate cyclase ont été découvertes au milieu des années 1970.
La premiere forme nommée « soluble GC » ou « cytosolic GC » est soluble. La
seconde forme, appelée « NO sensitive » est associée & une membrane cellulaire™®.
Nous allons tout d’abord décrire I'activation de la guanylate cyclase par le NO, puis
les réactions qui en découlent. Pour finir, nous détaillerons brievement les

conséquences de cette activation au niveau de I'organisme.

Activation de la guanylate cyclase par le NO

Le NO se lie réversiblement a I'atome de fer de la guanylate cyclase et I'active
(Figure 4). Son activation induit la réduction de la guanosine trisphosphate (GTP) en

guanosine mono phosphate cyclique (GMPc).
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Figure 4 : Fixation du monoxyde d’azote (NO) sur la guanylate cyclase. Le NO se fixe par métal-
nitrosylation sur I'atome de fer (Fe) présent sur le groupement héme de la guanylate cyclase. La

métal-nitrosylation permet d’activer la guanylate cyclase.

Cascade de réactions induite par cette activation

Le GMPc est un second messager cellulaire qui active sélectivement les protéines
kinase (PK) (Figure 5). Les PK sont des médiateurs intracellulaires de la voie de

signalisation de GMPc'®. Il en existe deux types, PKG et PKA.

PKG La PKG est une sérine/thréonine kinase. Deux sous-types de protéines
existent, PKG | et PKG 1. La PKG | est exprimée dans les tissus,
notamment au niveau des muscles lisses, du cervelet et des plaquettes. La
PKG II est un homodimeére lié a la membrane, également appelé protéine
membranaire. Elle est absente du systéme cardiovasculaire, cependant elle
est exprimée au niveau du cerveau, des cartilages et de [I'épithélium
intestinal®®.

PKA La PKA est semblable a la PKG, cependant son activité est dépendante du

niveau d’AMPc dans la cellule et non de celui du GMPc.
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L-arginine ‘TV L-citrulline

NO

Guanylate cyclase soluble

Guanosine triphosphate » Guanosine monophosphate
(GTP) (GMPc)

Protéine kinase (PK)

Figure 5 : Cascade de réactions impliquant le monoxyde d’azote (NO) et la guanylate cyclase
soluble. Le NO est produit a partir de la L-arginine. Il se lie a la guanylate cyclase et I'active. Cela
induit la formation de guanosine monophosphate (GMPc) a partir de guanosine triphosphate (GTP).
Le GMPc est un messager cellulaire qui a son tour peut activer un médiateur intracellulaire, la

protéine kinase (PK).

Effets de I’activation de la quanylate cyclase au niveau de I’organisme
(Tableau 1)

Le NO est un activateur de la guanylate cyclase soluble. Dans les cellules
musculaires lisses vasculaires, I'accumulation de GMPc induit une vasodilatation via
les PKG?",

Dans les plaquettes, le NO provient de I'endothélium vasculaire ou des plaquettes
elles-mémes. Une accumulation de GMPc conduit a l'inhibition de I'agrégation des
plaquettes. Cette fonction biologique sera évoquée dans la partie concernant les NO-

statines a I'étude dans le traitement des hypercholestérolémies?’.

Dans le systéeme nerveux central (SNC), le NO est formé dans les cellules post-
synaptiques des nerfs aprés activation des récepteurs NMDA (N-méthyl-D-
aspartate). Il agit comme messager rétrograde et diffuse dans les cellules nerveuses

présynaptiques.

Le NO joue également un role essentiel sur le volume cellulaire. Cette fonction
intervient en ophtalmologie, au niveau des cellules constituant le frabeculum et le

canal de Schlemm afin d’améliorer I'écoulement de 'humeur aqueuse?.
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Enfin, dans les réactions inflammatoires et immunologiques, le NO est produit par les
macrophages et les neutrophiles. Ainsi, lorsqu’il est produit en grande quantité, le
NO est cytotoxique?".

Tableau Il : Effets physiologiques de I'activation de la guanylate cyclase par le monoxyde

d’azote. D’aprés’® 2" %,

Localisation Effet physiologique
Cellule musculaire lisse Relaxation
Plaquette Inhibition de I'agrégation plaquettaire
Membrane synaptique Modulation de la transmission synaptique
Macrophage Réponse immunitaire non spécifique
Cytochrome C oxydase (CcOX) Inhibition réversible de la CcOX

1.1.5.2. Formation de S-nitrosothiols a partir du NO

La S-nitrosation peut impliquer des acides aminés, des peptides et des protéines.
Elle est caractérisée par la formation réversible d’'une liaison covalente entre le NO et
'atome de soufre d’'un résidu cystéine (Figure 6). Le mécanisme de S-nitrosation

peut impliquer des métalloprotéines, comme I'hémoglobine.

NO

SH \ * S-NO

(Substrat pour la S-nitrosylation) (S-nitrosothiol)

Figure 6 : S-nitrosation. Formation réversible d'une liaison covalente entre le monoxyde d’azote

(NO) et I'atome de soufre (S) d'une protéine. Il en découle la formation d'un S-nitrosothiol.

Un autre mécanisme de S-nitrosation existe, la transnitrosation. |l consiste a
échanger directement un groupement NO* d’'une protéine S-nitrosée sur un thiolate
réactif d’'une seconde protéine. Cette réaction permet comme pour la S-nitrosation de

former un nitrosothiol .

1.1.5.3. Formation de peroxvnitrite a partir du NO et de I’anion superoxvde

La formation de peroxynitrite est une réaction rapide mettant en jeu deux espéces

radicalaires : le NO et I'anion superoxyde (O;)".
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'NO + O,"-> ONOO’

La formation de cet ion peroxynitrite entraine la nitration et 'oxydation des protéines,
la peroxydation des lipides et une altération de 'ADN. Ceci peut conduire a une
apoptose et une nécrose cellulaire qui se manifeste par des Iésions cellulaires et

tissulaires.

La nitration est une réaction chimique qui permet d’introduire un groupement NO
dans une molécule. Selon 'atome sur lequel se greffe le groupe nitro-, la nitration
peut étre de plusieurs types : C-nitration, O-nitration, N-nitration et Tyr-nitration. La

Tyr-nitration entraine une diminution de I'activité catalytique de la NOS 1.

1.2. Utilisation du NO sous forme de gaz dans le traitement
de I'hypertension artérielle pulmonaire persistante

du nouveau-né

Le NO est un puissant vasodilatateur utilisé sous sa forme originelle dans le
traitement de I'hypertension artérielle pulmonaire persistante (HTAPP) du nouveau-
né. Quelques généralités concernant ’THTAPP vont étre abordées dans cette partie
afin de mieux comprendre I'implication et I'utilisation du NO dans le traitement de

cette pathologie.

1.2.1.L’hypertension artérielle pulmonaire persistante du nouveau-

4

ne

L'HTAPP est due a une anomalie lors de I'adaptation post natale de la circulation
pulmonaire. Le NO est un puissant vasodilatateur, il est impliqué dans ce processus
d’adaptation. La circulation foetale et son passage a la circulation post-natale vont
étre expliqués brievement dans cette partie afin de mieux comprendre cette

pathologie®.

La circulation foetale

La circulation fcetale (Figure 7) est caractérisée par des résistances vasculaires
pulmonaires élevées et un shunt droite-gauche®®. Elle dépend entiérement du

placenta. Le sang quitte le placenta par la veine ombilicale, puis rejoint la veine cave
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inférieure, afin d’arriver dans l'oreillette droite du cceur. La majeure partie du sang
passe ensuite dans l'oreillette gauche grace a un court-circuit (shunt) : le foramen
ovale. La valvule mitrale permet au sang de passer dans le ventricule gauche afin
d’étre éjecté dans l'aorte. Un deuxiéme shunt, le canal artériel, permet d’oxygéner le
cerveau et les autres organes. Le sang, enrichi en CO; et pauvre en nutriments, se

mélange en grande partie au sang enrichi en O, par la veine cave inférieure.

Canal artériel

POUMONS

faiblement alimentés

COEUR

Canal d'Arentius

Veine ombilicale

Placenta

Cordon ombilical Les 2 artéres ombilicales

Figure 7 : La circulation foetale. La circulation foetale est dépendante du placenta et a lieu grace au
cordon ombilical. Les poumons sont faiblement alimentés. Le foramen ovale permet au sang de
passer de l'oreillette droite a l'oreillette gauche. Le canal artériel permet 'oxygénation du cerveau et

des autres organes®.

Il est d’abord important de comprendre que la circulation foetale est possible grace a
des résistances pulmonaires élevées. Ce sont des forces qui s’opposent a
I'écoulement du sang dans les vaisseaux sanguins. La loi de Poiseuille, découverte
par le médecin Jean-Léonard-Marie Poiseuille, est la relation mathématique entre le

débit d’écoulement du sang dans un vaisseau sanguin en fonction de son diameétre,
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de sa longueur, la viscosité du sang et la différence de pression dans le vaisseau. Le
diamétre des vaisseaux sanguins est le principal facteur modulateur des résistances.
Les résistances vasculaires pulmonaires périnatales sont modulées par des facteurs
vasoconstricteurs (hypoxie) et des facteurs vasodilatateurs (ventilation alvéolaire,
forces de cisaillements, oxygéne)®. L’endothélium vasculaire est un site de
production de composés vasoconstricteur (endothéline-1) et vasodilatateur (NO)®.
Les résistances deviennent persistantes lorsque la vasodilatation est absente ou

insuffisante.

La circulation néonatale normale

Lors de la naissance, le placenta se sépare brusquement de la circulation (Figure 8).
Les poumons sont désormais la principale source d’oxygéne. Les premiers
mouvements respiratoires permettent I'ouverture des poumons et des vaisseaux
pulmonaires®. Les résistances pulmonaires, plus élevées que les résistances
systémiques en période feetale, chutent de moitié. Cette chute des résistances est un
élément essentiel dans I'adaptation de la circulation néonatale. En effet, cela permet
de multiplier le débit pulmonaire par 10%%. Ce phénoméne induit une augmentation
de la pression et donc la fermeture du foramen ovale par une valvule. Une fois la
circulation pulmonaire installée, la fermeture du canal artériel permet une séparation

définitive avec la circulation systémique.
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fermeture du
foramen ovale
et du canal
arterel

Figure 8 : La circulation post-natale. La circulation post-natale dépend entierement des poumons.
Le cordon ombilical est rompu, le placenta n’intervient plus dans la circulation. A la naissance, les
modifications hémodynamiques et I'établissement de la ventilation pulmonaire entrainent la fermeture

du foramen ovale et du canal artériel®.

La circulation néonatale chez le nouveau-né atteint d’HTAPP

Dans I'HTAPP du nouveau-né, la baisse rapide et physiologique des résistances
pulmonaires est retardée voire absente. Par conséquent, le foramen ovale ainsi que
le canal artériel persistent et provoquent un shunt droite-gauche extra pulmonaire®.
Il en découle une hypoxémie sévere associée le plus souvent a une diminution de la

pression systémique ainsi que du débit cardiaque®® #’.

L’hypoxie est I'un des signes majeurs de 'HTAPP. Une échographie cardiaque
permet de diagnostiquer cette pathologie ainsi que d’évaluer le shunt et la fonction

cardiaque. Elle permet également d’éliminer une possible cardiopathie cyanogéne®.
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1.2.2.Le NO inhalé dans le traitement de 'HTAPP

Le NO est un puissant vasodilatateur utilisé dans le traitement de 'HTAPP. Nous
allons tout d’abord détailler le mode d’action du NO gazeux dans le traitement de
cette pathologie. Il est important d’utiliser ce gaz inhalé a des doses optimales afin

d’éviter une potentielle toxicité?®.

1.2.2.1. Mode d’action du NO inhalé
Le NO inhalé (iNO) a des effets semblables a ceux du NO endogéne?. Le iNO a une
demi-vie courte de quelques secondes et diffuse a travers la paroi des alvéoles
pulmonaires vers les cellules musculaires lisses des artérioles. Une fois dans la
circulation sanguine, le NO se lie & 'hémoglobine pour étre inactivé®®. Cela explique
'absence d’effets au niveau systémique. De ce fait il n’'y a aucun risque d’avoir une
hypotension systémique®. Il dilate sélectivement les vaisseaux pulmonaires

vasoconstrictés et améliore 'oxygénation?,

Le NO est synthétisé dans la cellule endothéliale grace a eNOS (Figure 9). Il diffuse
a I'extérieur de la cellule endothéliale vers I'endothélium en passant par la lumiére
vasculaire?®. Le NO active la guanylate cyclase soluble de la cellule musculaire lisse
et permet la synthése du GMPc a partir du GTP. A son tour, le GMPc active la PKG
qui peut controler directement ou indirectement la contraction de la cellule
musculaire lisse. Les PKG diminuent les concentrations calciques intracytosoliques
grace a des mouvements de recapture et/ou d’extrusion du calcium entre le réticulum
et le cytosol®*. Elles peuvent également induire 'ouverture des canaux potassiques
calcium dépendant (Kca) et inactiver les canaux calciques voltage-dépendant. La
diminution de la concentration calcique inhibe les interactions entre 'actine et les
chaines légéres de myosine qui aboutit a une vasodilatation. Cette dilatation apparait
lorsque la concentration en calcium est inférieure a 500mM. En effet, le calcium ne
peut plus former de complexe avec la calmoduline. |l en découle une inactivation des
kinases des chaines légeres de la myosine ainsi qu’'une déphosphorylation de ces
chaines qui empéche les tétes de myosine de se lier a I'actine. Cette cascade de
réactions méne a une relaxation vasculaire qui a pour effet de diminuer

I'hypertension pulmonaire et ’hypoxie.
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Figure 9 : Mécanisme d’action du monoxyde d’azote (NO) pour induire une vasodilatation. Le
NO est synthétisé grace a la NO-synthase dans la cellule endothéliale a partir de I'acide aminé, la L-
arginine. |l diffuse vers la cellule musculaire lisse en passant par la lumiére vasculaire. Une fois dans
la cellule musculaire lisse, le NO active la guanylate cyclase afin de former du GMPc. Ce dernier

induit une vasodilatation grace a la NO-signalisation®*.

1.2.2.2. Doses optimales et potentielle toxicité du NO inhalé
Le NO est utilisé sous forme inhalé dans le traitement de 'HTAPP du nouveau-né

chez les enfants venus au monde aprés la 34°™ semaine de grossesse®. Il permet
d’améliorer rapidement I'oxygénation et de diminuer le risque de mortalité®®. Du fait
de sa courte demi-vie, 2 a 6 secondes, il est administré en continu car ses effets

vasodilatateurs pulmonaires sont transitoires®’.

La dose optimale d’utilisation a été déterminée lors d’une étude clinique de phase I,
elle est comprise entre 5 a 20 parties par million (ppm). Les doses de NO inhalé
pouvant étre utilisées sont comprises entre 1 et 80 ppm. La dose maximale
recommandée pour débuter un traitement est de 20 ppm et provoque une réponse
en moins de trente minutes. Si il N’y a pas de réponse visible, la dose peut étre
augmentée par palier de 5 & 10 ppm, jusqu’a 40 ppm?®. Cependant, une potentielle
toxicité est possible a partir de ce seuil®'.



Un arrét graduel doit étre effectué afin d’éviter un effet rebond, telle qu'une
hypoxémie sévére. L’oxygénation doit étre stabilisée durant 4 a 6 h pour débuter le
sevrage. La dose est diminuée de 50 % toutes les 4 a 6 h jusqu’a I'obtention d’'une
dose de 5 ppm. Une fois cette dose atteinte, elle est progressivement diminuée de 1

ppm toutes les 4 h'.

La toxicité du NO inhalé concerne essentiellement la production de dioxyde d’azote

(NOy) et de méthémoglobine.

Production de NO, Elle a lieu lorsque le NO est en présence de forte

concentration d’'oxygéne. C’est pour cette raison que le NO est
conservé dans de I'azote ou dans un gaz inerte. Le NO; est
toxique a partir de 5 ppm et peut induire des Iésions
pulmonaires. Il augmente [I'expression des cytokines
inflammatoires et altére [I'épithélium respiratoire. Lors des

essais cliniques, la dose en NO, n’a jamais atteint 5 ppm?°.

Production La methémoglobinémie correspond a un taux important de

de méthémoglobine methémoglobine dans le sang. Les agents oxydants tels que

les nitrates peuvent oxyder le fer ferreux (Fer?*) de 'héme en
fer ferrique (Fe*") le rendant incapable de se lier a I'oxygéne.
Des études ont montré un niveau de pointe en
méthémoglobine de 2,4 % + 1,9 %*' .Cependant, les niveaux

de méthémoglobine ne sont jamais éleves.

1.2.3.INOmax®

Le principe actif du médicament INOmax® est du NO inhalé (iNO). C’est un mélange
gazeux contenant 400 ppm de NO dans de I'azote. |l a obtenu son AMM le 1°" ao(t
2001 pour l'indication suivante : «INOmax est indiqué en association a la ventilation
assistée et au traitement conventionnel en traitement des nouveau-nés d’age
gestationnel > 34 semaines, présentant une détresse respiratoire hypoxémiante
associéee a des signes cliniques ou électrocardiographiques d’hypertension artérielle
pulmonaire, dans le but daméliorer l'oxygénation et d‘éviter le recours a

I'oxygénation par circulation extracorporelle. »*® 3. C’est le seul médicament ayant
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cette indication. Dans le cadre du traitement de I'HTAPP du nouveau-né, la
prescription d’INOmax® est limitée aux services de néonatalogie3°. Nous allons
détailler le brevet ainsi que I'étude de phase Il qui démontre l'efficacité du NO inhalé
dans le traitement de 'HTAPP.

1.2.3.1. Brevet concernant le NO inhalé
Un brevet protégeant le systéme de distribution du iNO a été déposé en novembre
1993 et publié en septembre 1996 (brevet n°US5558083). Il évoque I'utilisation du
NO pour son effet vasodilatateur pulmonaire sur les patients et plus particulierement
chez les nouveau-nés atteints dHTAPP. Le systéme de délivrance du NO est
utilisable avec différents types de respirateurs : a débit continu mais également a
débit discontinu?®. Il permet de fournir une concentration prédéterminée de NO au

patient.

1.2.3.2. Etude clinique de phase II du NO inhalé dans le traitement de

I'HTAPP du nouveau-né
Des études précliniques ainsi que des études cliniques ont été effectuées. Dans
cette partie, seule I'étude clinique de phase Il qui prouve lefficacité du NO est
décrite. En effet, le INO permet d’obtenir une meilleure oxygénation systémique chez
les nouveau-nés atteints d’HTAPP. Cette étude clinique de phase Il est effectuée sur

des nouveau-nés recrutés selon des critéres d’exclusion et d’inclusion suivants®.

Critéres - Hypertension artérielle  pulmonaire  diagnostiquée par
d’inclusion échocardiographie

- Pression partielle de 'oxygene artériel(PaO;) de 55 mmHg

- Ventilation mécanique (FiO;) de 1,0

- Gestation a terme

- Cathétérisme permettant de mesurer les gaz du sang, le pH et

la pression artérielle

Critéres - Traitement antérieur par oxygénation extracorporelle
d’exclusion - Hernie diaphragmatique congénitale

- Lésions cardiaques structurelles

- Pression aortique moyenne < 40 mmHg

- Anomalie chromosomique létale

- Pneumothorax
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Cinquante-huit nouveaux nés ont été recrutés pour cette étude qui s’est déroulée
entre juillet 1992 et octobre 1995. lls sont divisés en deux groupes, un groupe témoin
(28 nouveaux-nés) et un groupe traité par iNO (30 nouveaux-nés). Des effets a court

et a long terme sont constatés.

Effet a court terme

L’oxygénation, la pression artérielle en oxygéne (PaO,) et I'indice d’oxygénation sont
mesurés dans les deux groupes et comparés. La PaO, (mmHg) est la pression
partielle exercée par I'O, dissous dans le sang artériel ; sa valeur normale se situe
entre 80 et 90 mmHg. L'index d'oxygénation (1O) est évalué en fonction de la fraction
inspirée en oxygene (FiO, en mmHg), la pression moyenne dans les voies aériennes
(Paw en cmH0) et la pression partielle artérielle en oxygéne (PaO, en mmHg). La
formule est la suivante : 10 = FiO, x Paw / PaO,. Un faible 10 est signe d’'une
augmentation de la PaO,. Par conséquent, une diminution de I'lO signifie une

amélioration de I'état du patient.

Oxygénation

INO permet d’augmenter I'oxygénation chez 53 % des nouveau-nés (16 patients/30),
alors que le gaz témoin n’augmente I'oxygénation que chez 7 % des nouveau-nés (2
patients/28) (P0,002). Le ratio entre le nombre de cas d’inhalation d’iNO et le nombre

de cas d’oxygénation extracorporelle est de 14,9 (intervalle de confiance de 95 %).

PaO- et indice d’oxygénation

Dans le groupe traité par iNO, il est constaté une augmentation de la PaO, de 41 £ 9
mm Hg a 89 + 70 mmHg (Figure 10) ainsi qu’une diminution de l'indice d’oxygénation
de 43 + 17 a 25 = 14 (P0,001) (Figure 11). Dans le groupe témoin, aucune

augmentation significative de la PaO, et aucune diminution de I'lO ne sont visibles.
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Figure 10 : Pression partielle de I'oxygéne artériel (Pa0O,) avant et apreés le traitement par du

monoxyde d’azote inhalé (iNO).
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Figure 11 : Index d'oxygénation (10) avant et aprés le traitement par du monoxyde d’azote

inhalé (iNO).

Effet a long terme

La moitié des nourrissons ont eu besoin de moins de 2 jours de traitement. Le
traitement le plus long a duré 8,5 jours. Deux nouveau-nés de chaque groupe sont
décédés durant I'étude. La nécessité d’'oxygénation extracorporelle dans le groupe
traité par INO est de 40 % (12 nourrissons/30) contre 71 % (20 nourrissons/28) dans
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le groupe témoin. Le ratio entre I'utilisation d’INO et la diminution de ['utilisation

d’oxygénation extracorporelle est de 3,8 avec un intervalle de confiance de 95 %.

Aucune hypotension systémique n’a été visible chez ces nourrissons. Une légére
augmentation des taux de méthémoglobine est observable, cependant 90 % des

nouveau-nés ont des valeurs inférieures a 10 %?°.

Pour conclure, un réel bénéfice d'iNO est observable dans le traitement de THTAPP
du nouveau-né. Ce vasodilatateur accroit la PaO, en dilatant les vaisseaux
pulmonaires dans les zones les mieux ventilées du poumon. Cela permet de mieux
redistribuer le débit sanguin vers les zones les moins perfusées. La vasodilatation
est obtenue grace a la liaison du NO a la guanylate cyclase. L’hypoxémie induite par
'HTAPP du nouveau-né est alors corrigée, en effet une nette amélioration de

I'oxygénation est visible.
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2.Les donneurs de NO déja existants en

thérapeutique

Comme nous l'avons vu dans la premiéere partie, le NO est utilisé en cardiologie dans
le traitement de 'HTAPP chez les nouveau-nés. Cependant, sous sa forme gazeuse,
le NO a une demi-vie courte de quelques secondes. Des donneurs de NO sont

également utilisés en thérapeutique cardiovasculaire®*. Par exemple.

Le nitroprussiate de sodium est utilisé dans le traitement des urgences hypertensives
et des insuffisances cardiaques aigués. Nous ne détaillerons pas cette utilisation qui
a une valeur plutét « historique ». Toutefois nous devons signaler qu’il a été a I'étude

dans la schizophrénie en 2014%.

En effet, le nitroprussiate de sodium se décompose dans I'organisme au niveau des
erythrocytes et des tissus en cyanure (CN’), qui est ensuite transformé en
thiocyanate (SCN’) et en NO. Le NO agit en aval des récepteurs N-méthyl-D-
aspartique « NMDA » et module la libération de neurotransmetteurs tels que le
glutamate, I'acide y-aminobutyrique « GABA » et la dopamine. Les patients atteints

de schizophrénie ont un faible taux sérique de NO°.

En 2014, une étude clinique de phase |l a dailleurs été effectuée au
« Massachusetts General Hospital » sur 20 patients schizophrénes en double
aveugle. Une perfusion intraveineuse unique de nitroprussiate de sodium est
administrée a la posologie de 0,5 pg/kg/min pendant 4 h. Les psychiatres évaluent
les signes cliniques a l'aide d'une échelle de cotation psychiatrique breve
« BPRS »¥". Cette étude clinique montre une évolution rapide et significative des

symptomes. L’effet a lieu dés la 2°™ h de traitement et persiste pendant 1 mois®® >’

Les dérivés nitrés et les sydonimines sont deux autres familles de donneurs de NO,
qui sont utilisés en cardiologie depuis les années 1980, principalement dans le
traitement de l'angor. Les différentes formes galéniques permettent d’obtenir des
traitements de fond et de crise. Nous allons tout d’abord aborder I'angor, puis les

principes actifs.
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2.1. L'angor

L’angor est une maladie coronarienne qui touche 25 % de la population aprés 65
ans. C’est une maladie qui résulte d’'un déséquilibre transitoire entre I'apport d’O; et
les besoins en O, du myocarde. Dans |la majorité des cas, ceci est d0 a la formation
d’'une plaque athéromateuse au niveau des coronaires qui conduit a un
rétrécissement de la lumiére. Cette pathologie se manifeste par des crises avec
comme symptdbmes une douleur et/ou une sensation d’oppression thoracique.

Plusieurs types d’angor existent :

Angor stable L’angor stable chronique est la forme la plus courante.
L’effort, le froid, le stress ou encore un repas peuvent
déclencher une crise. Cette forme est liée a la présence de
plaques d’athérome qui obstruent partiellement la lumiére
coronaire et diminuent le flux sanguin.

Angor instable C’est une aggravation de I'angor stable. Cette forme est due

a l'apparition de fissures ou d’une érosion de I'endothélium
qui recouvre la plaque d’athérome.

Angor de Prinzmetal C’est la forme la plus rare dangor. Les symptomes

surviennent au repos ou le matin. Dans cette forme, les

artéres coronaires se contractent brutalement par spasme.

2.2. Implication du NO dans l'angor

Le NO joue un role important au niveau des cellules musculaires lisses vasculaires. |l
se fixe sur les groupements sulfydryles et forme des groupements nitroso-thiols. Cela
active la guanylate cyclase et induit la production de GMPc. Une relaxation des fibres
musculaires lisses a lieu par expulsion du calcium vers I'extérieur de la cellule et par
déphosphorylation des chaines légéres de la myosine. Cette action vasorelaxante se
produit aux niveaux artériel, artériolaire et veineux®. Il en résulte une réduction du
retour veineux et une baisse de la pression artérielle. Une redistribution de la
circulation coronaire et une réduction de la consommation cardiaque en oxygeéne

permettent une action bénéfique sur I'angor.
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2.3. Traitement de I'angor : les dérivés nitrés et les
sydnonimines

L’effet vasodilatateur veineux et artériel des donneurs de NO explique leur utilisation
dans le traitement de l'angor. lls permettent de diminuer la pré et post-charge.
Difféerentes formes galéniques sont utilisées dans le but de traiter les crises
angineuses ou de les prévenir avec un traitement de fond. Quatre molécules sont
utilisées dans cette indication (Tableau lll); la trinitrine, le dinitrate d’isosorbide, le

mononitrate d’isosorbide et la molsidomine.

2.3.1.Molécules utilisées : lien entre la galénique et la

pharmacocinétique

34



Tableau Ill : Dénomination commune internationale (DCI), nom de spécialités et date
d’obtention des autorisations de mise sur le marché (AMM) des traitements utilisés dans

I’angor.

Traitement de la crise (dérivés nitrés d’action rapide)

DCI Nom de spécialités Date d’obtention AMM
Trinitrine Natispray® 1987 (0.15 mg/dose)
1997 (0.30 mg/dose)
Nitronal spray® 2005
Dinitrate d’isosorbide Isocard® 1986

Prévention de la crise et traitement de fond (dérivés nitrés d’action prolongée)

Trinitrine Cordipatch® 1987
Diafusor ® 1994
Discotrine ® 1989 (5 et 10 mg/24h)
1995 (15 mg/24h)
2002
Epinitril ® 1984 (5 mg/24h)
1985 (10 mg/24h)
Nitriderm ® 1996 (15mg/24h)
1994 (5 et 10 mg/24h)
Trinipatch ® 1998 (15 mg/24h)
Dinitrate d’isosorbide Langoran® 1980 (20 mg)
1988 (80 mg)
Risordan ® 1980
Mononitrate Monicor ® 1985 (20 mg)
d’isosorbide 1986 ( 40 et 60 mq)
Molsidomine Corvasal® 1980 (2 mg)
1987 (4 mq)

2.3.1.1. La trinitrine
La trinitrine (Figure 12), également connue sous le nom de nitroglycérine, a été
découverte en 1847 par Ascanio Sobrero. Ce composé chimique liquide et incolore

est utilisé dans la fabrication d’explosifs et plus particuliérement de la dynamite. |l est
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également utilisé dans le domaine médical pour ses propriétés vasodilatatrices. Dans

les années 1860, Alfred Nobel élabore son processus de fabrication industrielle, la

nitration de la glycérine.

Hzlil: —0—NO,
HILl': —0—NO,
HEE _D — M‘C}E

Figure 12 : Formule semi-développée de la trinitrine. Formule brute : C3HsN30O9. Masse molaire :

227 g/mol.

Les différentes formes galéniques employées permettent a la trinitrine d’étre utilisée

dans le traitement de la crise angineuse et dans la prévention des crises avec le

traitement de fond de I'angor.

Dispositifs
transdermiques

Traitement de fond

Sprays

sublinquaux
Prévention ou

traitement de la

crise

Cette forme confére a la trinitrine des propriétés de dérivé nitré
d’action prolongée. Son indication est le traitement de fond de
'angor. Cette forme galénique permet d’obtenir une
concentration plasmatique constante aprés I'application du
dispositif transdermique. Le taux plasmatique de trinitrine
devient négligeable 1 h aprés son retrait®®.

La trinitrine est un dérivé nitré d’action rapide et courte
lorsqu’elle se trouve sous cette forme galénique. En effet, les
sprays administrés par voie sublinguale sont utilisés
spécifiguement au moment de la crise. lls peuvent également
étre utilisés pour prévenir la crise dans des situations a risque
comme un effort. lls permettent d’obtenir un effet en moins de 5
minutes. Le taux plasmatique en trinitrine diminue ensuite tres

rapidement®®.

2.3.1.2. Le dinitrate d’isosorbide

Le dinitrate d’isosorbide (Figure 13) est un nitrate organique utilisé dans I'angor et

dans linsuffisance cardiaque. Les formes galéniques utilisées lui conférent des

propriétés de dérivé nitré d’action prolongée et d’action rapide.
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Figure 13 : Formule semi-développée du dinitrate d’isosorbide. Formule brute : C¢HgN,Og  Masse

molaire : 236 g/mol.

Le dinitrate d’isosorbide est rapidement et totalement métabolisé en deux

métabolites par une famille d’enzyme, les glutathion S transferases. Ces métabolites

sont le 2-mononitrate

isosorbide et le 5-mononitrate isosorbide. Le dinitrate

d’isosorbide a une demi-vie de 4 a 5 h et son élimination est a 99 % urinaire™®.

Voie
sublinquale
Prévention ou
traitement de la
crise

Voie orale
Traitement de
fond

Voie injectable
Traitement
angor instable

Le spray sublingual permet au dinitrate d’isosorbide d’étre un
dérivé nitré d’action rapide et courte. Il est utilisé dans le
traitement curatif de la crise angineuse ainsi que dans le
traitement préventif a trés court terme de la crise*®. Son nom de
spécialité est I'lsocard®. Ce dernier a une absorption immédiate et
un temps de demi-vie de 19 minutes™°.

Les spécialités Langoran® LP et Risordan® sont des dérivés
nitrés d’action prolongée. Le Langoran® LP est utilisé par voie
orale dans le traitement de fond de I'angor*'. Son temps de demi-
vie est de 30 minutes : cependant, sa forme galénique a libération
prolongée permet une libération du principe actif pendant au
moins 8h*°. Le Risordan® est également utilisé en prévention de
la crise angineuse*?. Sa demi-vie est de 40 minutes™°.

Le Risordan® injectable (voie intraveineuse, voie intracoronaire)
est utilisé dans le traitement de I'angor instable. Mais également
dans l'insuffisance ventriculaire gauche, 'cedéme aigu pulmonaire
cardiogénique, la levée d'un spasme artériel coronaire et la
recherche d'une vasodilatation coronaire lors  dune
coronographie®. Son usage est strictement hospitalier et sa demi-

vie est de 65 minutes.
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2.3.1.3. Le mononitrate d’isosorbide
Le mononitrate d’isosorbide (Figure 14) est le principal métabolite actif du dinitrate
d’isosorbide, le 5-isosorbide mononitrate. Il a une biodisponibilité de 100 %. Il est
connu sous le nom commercial de Monicor®. C’est un dérivé nitré d’action prolongée
utilisé dans I'angor et dans linsuffisance cardiaque. La forme galénique libération
prolongée du Monicor® permet une diffusion lente et continue. Cette propriété lui

permet de couvrir une grande partie du nycthémere®.

HaC
HC—O—NO, |
CH T
HC
H—O—CH

CH,

Figure 14 : Formule semi-développée du mononitrate d’isosorbide. Formule brute : CgH1qO4.

Masse molaire : 146 g/mol.

2.3.1.4. Lamolsidomine
La molsidomine (Figure 15) est connue sous le nom commercial de Corvasal®. Cette
spécialité est administrée par voie orale. Elle appartient a la classe des
sydnonimines. La molsidomine est une pro-drogue qui doit étre métabolisée en
dérivé actif. Elle libére le NO lors du métabolisme hépatique grace aux estérases

hépatiques.

2:21-
/,"'

N /7
O
Figure 15 : Formule semi-développée de la molsidomine. Formule brute : CgH{4N,O, Masse

molaire : 242 g/mol.
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D’un point de vue cinétique la molsidomine est absorbée au niveau intestinal. La
concentration plasmatique maximale est atteinte en 30 a 60 minutes. La demi-vie
varie entre 1 a 2 h. L’élimination de la molsidomine et de ses métabolites est

rénale®.

Selon le dosage utilisé, l'indication de ce donneur de NO differe. En effet, le
Corvasal® 2 mg est utilisé dans la prévention de la crise angineuse alors que le

Corvasal® 4 mg est utilisé dans le traitement de 'angor sévére rebelle®.

2.3.2.Effets indésirables et surdosage

Les dispositifs transdermiques, les sprays sublinguaux et les comprimés ont des
effets indésirables semblables. Les plus fréquents sont liés a la vasodilatation :
céphalées, bouffées vasomotrices avec rougeur de la face, du cou et du thorax. Des
nausées et vomissement sont également rapportés. Une hypotension orthostatique

avec sensations de vertiges ainsi qu’une tachycardie réflexe peuvent survenir.

Le risque de surdosage est trés faible. Cependant, il peut survenir par exemple
lorsque plusieurs dispositifs transdermiques sont posés en méme temps. Des effets
indésirables systémiques surviennent tels que des nausées et des vomissements.

Ces symptdmes cessent lors du retrait des dispositifs transdermiques™.

2.3.3.Phénomene d’échappement thérapeutique

Les dérivés nitrés induisent en quelques heures un phénoméne d’échappement
thérapeutique avec diminution trés rapide de leurs effets. Cela se manifeste par la
diminution de la capacité d’exercice sans deéclenchement d'une crise. Il est
nécessaire d’'arréter le traitement de 8 a 12 h par jour pour restaurer une réponse

thérapeutique.

2.3.4.Recommandations pour le bon usage
Interactions

Les inhibiteurs de la phosphodiestérase de type 5 sont contre-indiqués avec des
dérivés nitrés. Il existe un risque d’hypotension importante pouvant aggraver I'état

ischémique myocardique.
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Les produits majorant le risque d’hypotension sont a utiliser avec prudence.

Conseils aux patients

Les dispositifs transdermiques sont appliqués sur une peau séche, propre et peu
pileuse (coté du thorax). lls doivent étre posés, par exemple, le matin et 6tés le soir
afin de respecter lintervalle libre de 8 h. Une pression de 10 secondes avec la
paume permet une bonne adhérence du dispositif. L’endroit de pose doit étre changé
chaque jour afin d’éviter une éventuelle irritation. Les patchs usagés contiennent
encore du principe actif. lls doivent étre repliés sur eux-mémes dans une pochette

spéciale et ramenés a l'officine.

La prise de médicaments par voie sublinguale doit étre effectuée sous la langue pour
que le produit passe plus rapidement dans le sang. En effet, cela permet d’éviter la

voie digestive et donc le 1°" passage hépatique.
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3.Exemples de nouvelles molécules hydrides

donneuses de NO

Les donneurs de NO existent sous plusieurs formes. Tout d’abord, les dérivés nitrés
[de formule générale RONO;], dont ceux commercialisés ont déja été présentés
précédemment. Puis les NONOate [R'R?N-(NO")-N=0], ou R" et R? sont des groupes
alkyles. Ces composés libérent le NO lorsqu’ils sont en contact avec I'eau. Et pour
finir, les nitrosothiols [R-S-N=0O], ou R est un groupe organique. Le S-
nitrosoglutathion (GSNO) est un S-nitrosothiol a I'étude pour ses propriétés de
vasodilatateur et d’antiagrégant plaquettaire. Il a été administré chez 'homme dans
plusieurs essais de phase | ou Il. Cependant, des problémes de stabilité n'ont pas

permis d’effectuer des essais cliniques de phase I1I**.

Les nouvelles molécules hybrides donneuses de NO sont constituées de molécules
déja commercialisées sur lesquelles un groupement donneur de NO est greffé. Du
fait de limportance physiologique de NO, il existe de nombreuses molécules
hybrides a I'étude. Dans le domaine cardiovasculaire, on retrouve par exemple : le S-
nitroso-captopril, les NO-sartans, un dérivé hydride de la prazocine, le NCX 4016 qui
est un dérivé de l'acide acétylsalicylique, ainsi que les NO-statines. D’autres
molécules sont a I'étude dans le but de limiter le risque gastro-intestinal des anti-
inflammatoires non stéroidiens : la NONO-indométacine, le S-NO-diclofenac, le NO-
ketoprofene, le NO-acétaminophéne, le NO-rofecoxib et le NO-celecoxib. Deux
autres molécules de cette classe pharmacologique sont a I'étude dans les

dystrophies musculaires : le naproxcinod et le NO-ibuproféne.

Nous pendrons 3 exemples qui abordent trois pathologies différentes. Tout d’abord
les NO-statines car les statines sont trés importantes sur le plan de la santé publique
et en volume de prescription. Cependant, leur observance n’est pas optimale a
cause de la toxicité musculaire. Puis, le latanoprosténe bunod qui est en essai
clinique dans le traitement du glaucome. Et pour finir, deux molécules hydrides
donneuses de NO dans le traitement des dystrophies musculaires ; le naproxcinod et
le NO-ibuproféne. Dans cette troisieme partie, seuls les essais cliniques les plus

avanceés sont développés.
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3.1. Les NO-statines

Comme nous avons pu le voir, le NO a un réle crucial en cardiologie, notamment
dans le traitement de l'angor. Des nouvelles molécules sont a I'étude dans le
traitement de I'’hypercholestérolémie, les NO-statines. Un groupement donneur de
NO est greffé sur des statines déja commercialisées. Ces molécules conservent
I'effet hypocholestérolémiant des statines. Cependant, des propriétés propres au
groupement donneur de NO sont présentes ; un effet antiagrégant plaquettaire ainsi

gu’une diminution de la myotoxicité.

Nous allons brievement détailler I'hnypercholestérolémie et son traitement actuel : les

statines. Puis, nous développerons les NO-statines et leurs propriétés.

3.1.1.L’hypercholestérolémie

L’hypercholestérolémie est caractérisée par un taux anormalement élevé de
cholestérol total dans le sang, supérieur a 6,45 mmol/L. Le taux total de cholestérol
dans le sang correspond au taux de cholestérol HDL (lipoprotéine de haute densité)
et LDL (lipoprotéine de faible densité). Les HDL captent le cholestérol en excés dans
le sang afin de le conduire des artéres vers le foie pour qu'il soit ensuite éliminé avec
la bile. Les LDL, lorsqu’ils sont en excés, peuvent induire une accumulation du
cholestérol dans les arteres et les veines. Une élévation du taux de LDL cholesterol
supérieur a 4,13 mmol/L nécessite une prise en charge diététique. En cas d’échec,
un traitement médicamenteux est mis en place. L’hypercholestérolémie peut étre due
a une mauvaise hygiene alimentaire mais elle peut également étre familiale, liée a

une maladie ou a un médicament.

3.1.2.Implication du NO dans I'athérosclérose

Aprés oxydation, les LDL ont une action suppressive sur la eNOS. Il y a donc une
plus faible production de NO. La conséquence est un déséquilibre de 'homéostasie,
en faveur des facteurs vasoconstricteurs tels que I'angiotensine Il et 'endothéline-1".
La faible production de NO induit une augmentation de I'adhésion et 'agrégation des
plaquettes ainsi que I'adhésion des leucocytes a I'endothélium®. Il en découle une

formation accrue de I'athérosclérose’.
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3.1.3.Traitement actuel de I'hypercholestérolémie

3.1.3.1. Les statines
A I'heure actuelle, le principal traitement de I'hypercholestérolémie est représenté par
la classe médicamenteuse des statines. Ce sont des inhibiteurs de 'HMG Co A
réductase, une enzyme qui catalyse I'étape précoce de la biosynthése du cholestérol
intracellulaire dans l'organisme. La synthése du cholestérol est diminuée, il en
découle une augmentation des récepteurs de LDL a la surface des hépatocytes et
par consequent une augmentation de la captation du LDL circulant. Le taux de

cholestérol LDL circulant est alors réduit.

Entre 1989 et 2005, plusieurs statines ont obtenues une AMM dans le traitement de

I'hypercholestérolémie(Tableau 1V)*.
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Tableau IV : Dénomination commune internationale (DCI) des statines commercialisées : leurs

noms de spécialités, leurs dosages et leurs dates d'obtention d'autorisation sur le marché.

DCI Nom Dosages Date d’obtention de
commercial 'AMM
Pravastatine Elisor®, 10 et 20 mg aolt 1989
Vasten® 40 mg juin 1999
Fluvastatine Lescol®, 20 mg, 40 mg septembre 1995
Fractal® LP 80 mg février 2001
Atorvastatine Tahor® 10,20et40mg mars 1997
80 mg octobre 2000
Simvastatine Lodales®, 20 mg mai 1998
Zocor® 40 mg septembre 2001
Rovustatine Crestor® 10, 20 mg juin 2003
5mg octobre 2005

3.1.3.1.1. Effets indésirables

Toutes les statines ont des effets indésirables semblables. De nombreux sont légers
et de courte durée tels que les troubles digestifs, les maux de téte et les éruptions
cutanées. Une fatigue, des insomnies et des manifestations allergiques peuvent

également étre présentes®’.

Les statines peuvent entrainer une hépatotoxicité. En effet, une élévation des
transaminases est fréquente. A l'heure actuelle, le mécanisme d’action reste

inconnu. Les cas d’atteinte hépatique symptomatique sont cependant rares.

Les statines peuvent également provoquer des troubles musculaires telles que des
douleurs, une sensibilité anormale et douloureuse a la palpation, une sensation de
fatigue et des crampes*’. Ces symptdmes sont le plus souvent localisés au niveau
des cuisses et des bras et se manifestent généralement dans les 3 premiers mois du

traitement*’

. Au niveau biologique, ces symptomes peuvent étre associés ou non a
une augmentation modérée des Créatine Phosphokinase (CPK) supérieure a 5 fois
la normale*®. L’atteinte musculaire peut étre plus sévére avec une rhabdomyolyse,
c'est-a-dire une destruction des cellules musculaires. Ce symptédme se manifeste par

des douleurs musculaires intenses et d’apparition brutale avec une difficulté a se
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mouvoir. Au niveau biologique, une augmentation des CPK est importante,

supérieure & 30 ou 40 fois la normale, conduisant & une myoglobinurie*®.

3.1.3.1.2. Recommandations pour le bon usage
Certaines associations augmentent le risque musculaire, la simvastatine et

I'atorvastatine sont contre-indiquées avec [litraconazole, le ketoconazole, la
delavirdine et les anti-protéases. Les concentrations de ces deux statines sont
augmentées en présence de ces molécules, le risque musculaire est alors

augmenté. La statine doit étre interrompue pendant la durée du traitement associé*®,

Les statines sont déconseillées avec les fibrates car leur association augmente le

risque de toxicité musculaire.

3.1.3.1.3. Rapport bénéfice / risque

D’un point de vue musculaire, le bénéfice obtenu grace au traitement par une statine
est démontré et supérieur au risque de développer un probleme musculaire. Il est

important de noter que les rhabdomyolyses restent exceptionnelles®’.

Les statines permettent de réduire la fréquence des accidents cardiovasculaires®’.

3.1.4.Avancée thérapeutique : Les NO-statines

Les NO-statines sont composées d’une statine sur laquelle un groupement donneur
de NO, le nitrooxy butyl ester, est greffé. Les statines concernées sont la

pravastatine, la fluvastatine et I'atorvastatine.

3.1.4.1. Molécules al'étude : les NO-statines

La pravastatine et la fluvastatine sont les deux premiéres statines a avoir obtenu une
AMM. D’un point de vue cinétique, elles sont rapidement absorbées et leur pic
sérique est obtenu au bout d’1h30. La demi-vie de ces molécules est de 2h. La
synthése du cholestérol étant maximale la nuit, 'administration de ces molécules est

recommandée le soir. L’élimination est principalement urinaire.

e pravastatine et NO-pravastatine

La NO-pravastatine (Figure 16), appelée NCX 6550, est une pravastatine sur

laquelle un groupement donneur de NO a été greffé.
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Figure 16 : A droite, formule semi-développée de la pravastatine. Au gauche, formule semi-

développée de la NO-pravastatine (NCX 6550).

o fluvastatine et NO-fluvastatine

La flusvastatine est la premiére statine entierement synthétique. La NO-fluvastatine
(NCX 6553) est une fluvastatine sur laquelle un groupement donneur de NO a été

greffé (Figure 17).

O(CH,) ,ONO,

fluvastatine NO-fluvastatine (NCX 6553)

Figure 17 : A gauche, formule semi-développée de la fluvastatine. A droite, formule semi-

développée de la NO-fluvastatine(NCX 6653).

e atorvastatine et NO-atorvastatine

L’atorvastatine a une cinétique différente des deux molécules précédentes. Elle est

également rapidement absorbée avec un pic sérique obtenu au bout de 1 a 2h.
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Cependant sa demi-vie est de 20 h. C’est pour cette raison qu'elle peut étre
administrée a tout moment de la journée. Elle est métabolisée au niveau hépatique
et extra-hépatique et éliminée par les voies biliaires. Le composé NCX 6560 (Figure

18) est une atorvastatine avec un groupement nitrooxy butyl ester.

= I OH OH O OH OH O
X D kK /\)\/K)L
OH N o ’WONO,
W
F F
atorvastatine NO-atorvastatine (NCX 6560)

Figure 18 : A gauche, formule semi-développée de I'atorvastatine. A droite, formule semi-

développée de I'atorvastatine donneuse de NO (NCX6560).

3.1.4.2. Propriétés des NO-statines

Les statines donneuses de NO conferent une meilleure protection cardiaque que les
statines seules. En effet, leur groupement donneur de NO leur confére des propriétés
supplémentaires aux statines seules; antiagrégant plaquettaire et anti-

inflammatoire.

3.1.4.2.1. Propriété due a la statine : Effet hypolipémiant

Dans le traitement des hypercholestérolémies, I'effet hypolipémiant est la principale
propriété recherchée. Il est directement lié au groupement statine des composés et

est obtenu lors de I'administration des statines et des NO-statines.

Les NO-statines possédent une activité hypolipémiante supérieure aux statines
seules* (Figure 19). En effet, des études in vivo sur des souris confirment que le
taux de cholestérol obtenu aprés traitement est plus faible avec une NO-statine
qu’avec une statine seule a dose équivalente®. Le taux de cholestérol sérique chez
les souris nourries avec un régime standard est de 2,19 £ 0,2 mmol/L. Quatorze
souris sont nourries pendant 20 semaines avec un régime enrichi en graisses afin
d’obtenir une hypercholestérolémie, le taux de cholestérol sérique s’éleve a 5,7 + 0,3
mmol/L. Dans le premier groupe de sept souris, le NCX6560 est administré une fois
par jour pendant 5 semaines a une posologie de 46,8 mg/kg. Le second groupe de

sept souris recoit de I'atorvastatine (40 mg/kg) une fois par jour pendant 5 semaines.
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Aprés le traitement, on constate que le taux de cholestérol sérique a diminué de 21

% dans le groupe 1 et de 14 % dans le groupe 2.

ehalesteral serigue (mmalil)
w &=

temain temain atervastatine

regime alimentaire regime alimentaire enrichi en graisses
standard

Figure 19 : Taux de cholestérol sérique des souris aprés traitement par NCX 6560 et

atorvastatine.*.

Ces données confirment que le NCX 6560 a une activité hypolipémiante supérieure
a la statine a dose équivalente, avec une diminution du taux de cholestérol sérique
de l'ordre de 21 % (groupe traité par la NO-atorvastatine) contre 14 % (groupe traité

par 'atorvastatine).

3.1.4.2.2. Propriétés liées au groupement NO

Les NO-statines possédent des propriétés supplémentaires liees au groupement
donneur de NO. En effet, une activité anti-thrombotique ainsi qu’'une diminution de la
pression artérielle et des risques thromboemboliques sont observables lors des
études précliniques*. De plus, ces nouvelles molécules possédent une activité anti-
inflammatoire. Cette propriété est essentielle étant donné que les statines
provoquent une inflammation au niveau musculaire pouvant conduire a des

rhabdomyolyses.
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o Effet du groupement donneur de NO au niveau cardiovasculaire.

Antiagrégant plaguettaire

Les NO-statines possédent une activité antiagrégant plaquettaire. Des études ex vivo
effectuées sur des souris confirment que I'adhésion plaquettaire est réduite lors de

I'administration d’'une NO-statine*®.

L’effet antiagrégant plaquettaire est évalué en mesurant I'adhésion plaquettaire sur
une surface revétue de collagéne. Le sang de dix souris avec un régime standard
conduit @ 41 £ 1 % de la surface de collagene couverte par les plaquettes. Cette
valeur est augmentée a 56 + 2 % lorsque les sous suivent un régime enrichi en
graisses. Les souris sont traitées par du NCX 6560 (46,8 mg/kg) ou, a dose

équivalente, par de I'atorvastatine (40 mg/kg)™*.

Les souris traitées par le NCX6560 recoivent dans un premier temps une
administration unique. Trois heures aprés cette administration, I'adhésion des
plaquettes au collagéne a diminuée, de maniére significative, de 31 £ 12 % par
rapport aux souris traitées par le véhicule (n=10, P0.001). Lorsque I'administration
est prolongée a 5 semaines de traitement, la réduction est de 28 + 1 % par rapport
au véhicule (n=14, P<0.05)*.

L’atorvastatine est administrée a dose équivalente. Lorsqu’elle est administrée en
dose unique, cette derniére est inefficace sur I'adhésion plaquettaire ex vivo. Au
contraire, lorsqu’elle est administrée de facon répétée pendant 5 semaines,
I'adhésion des plaquettes au collagéne diminue de 9 + 2 % par rapport au véhicule®.

Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau V.
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Tableau V : Adhésion plaquettaire, exprimée en pour cent, aprés administration de NCX 6560 et

d’atorvastatine.

Molécule Souris Souris Statine donneuse de Statine
administrée avecun avecun NO :NCX 6560 (atorvastatine)

régime régime (46,8 mg/kg) (40 mg/kg)

standard HFD
Administration unique 3h répétées : Unique répétées

avant 1fois/jour,
5 semaines

Surface de 41+1% 5612 % réduction reduction Inefficace  réduction
collagéne de de de
couvert par les 3122 % 281 % 9+2%

plaquettes

Afin de comparer les données, trois molécules sont administrées aux souris (
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Tableau VI), de I'aspirine (300 mg/kg en dose unique), du clopidogrel (75 mg/kg/j

pendant 5 jours) et le mononitrate d’isosorbide, ISMN, (20 mg/kg en dose unique)®.

L’aspirine en dose unique est inefficace sur 'adhérence des plaquettes, la réduction
de l'adhérence plaquettaire est inférieure a 5 %. Le clopidogrel induit une réduction
de I'adhérence plaquettaire de 35 £ 2 % par rapport au témoin (n=5, P 0,01). Pour
finir, 'ISMN réduit 'adhésion des plaquettes de 33 £ 4 % par rapport au témoin (n=6,
P0,01). L'effet de ce dernier est non significativement différent de celui du
NCX6560*.
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Tableau VI : Adhésion plaquettaire, exprimée en pour cent, aprés administration d’aspirine,
de clopidogrel et de mononitrate d’isosorbide (ISMN). L'adhésion plaquettaire est mesurée exvivo
sur une surface de collagéne. Elle est représentée par la surface de collagéne couverte par les
plaguettes. Les souris sont traitées par de I'aspirine (30 mg/kg), du clopidogrel (75 mg/kg) et de
'iSMN (20 mg/kg).

Molécule Aspirine Clopidogrel ISMN
administrée (300 mg/kg) (75 mg/kg) (20 mg/kg)
Administration Unique répétées unique,
1h avant le 1fois/jour, 3h avant le
prélevement 5 jours préléevement
sanguin
Adhésion moins de 5% réduction de Réduction
plaquettaire d’inhibition 'adhérence des de33+4 %
(inefficace) plaquettes
de35+2 %

Ces données montrent que la statine seule n'a pas d’activité significative au niveau
de la fonction antiagrégant plaquettaire. Par conséquent, cette fonction est propre au
groupement donneur de NO présent sur les NO-statine. En effet, I'adhésion
plaquettaire obtenue lors d’un traitement ponctuel (31 + 2 %) ou répété (28 £ 1 %)
par des NO-statines est proche de celle obtenue avec un antiagrégant plaquettaire
tel que le clopidogrel (35 + 2 %) ou un donneur de NO pur, 'SMN, (33 + 4 %)*.

Effets sur la thrombo-embolie pulmonaire chez la souris

Les NO-statines ont un réle dans la protection contre les embolies pulmonaires. En
effet, lors de 'administration d’'un stimulus thrombogéne, I'étude préclinique permet
de constater que la mortalité est moindre lorsqu’'une NO-statine a été administrée 3 h

avant.

Trois groupes de souris sont soumis a des stimuli thrombogénes différents. Le
premier groupe (25 souris) recgoit un analogue synthétique de prostaglandine,
'U46619, (Figure 20). Le second groupe (25 souris) est traité par de I'epinéphrine

(Figure 21). Pour finir le troisieme groupe (20 souris) est soumis a des micro-
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embolies pulmonaires mécaniques (Figure 22) ayant pour but le durcissement des
globules rouges. Les trois groupes de souris sont traités, 3 h avant d’étre soumis au

stimulus thrombogéne, par du NCX 6560 ou par I'atorvastatine®®.

Lors de l'injection d’U46619, on constate que la mortalité est moindre dans le groupe
traité par NCX6560. Cet effet est dose-dépendant. Dans des thrombo-embolies
pulmonaires induites par I'’épinéphrine, la mortalité est plus faible dans le groupe
traité par le NCX 6560. Ce dernier a un effet protecteur, contrairement a
I'atorvastatine. Pour finir, le NCX 6560 diminue de maniére significative la mortalité

consécutive aux micro-embolies pulmonaires mécaniques"’g.

L’effet vasodilatateur du groupement NO du NCX 6560 contribue a la protection. A
dose équivalente 'atorvastatine n’a pas cet effet.

100 +

*

Mortalité (%6)

20 4

o L
témoin Ato NCX Ato NCX Ato NCX
10 12 20 24 40 468

(mg/kg)
Ato = atorvastatine
NCX = NCX 6560

Figure 20 : Pourcentage de mortalité aprés injection d’un analogue synthétique de
prostaglandine (U46619, stimulus thrombogéne). Les souris sont ensuite traitées par différentes

doses équivalentes d’atorvastatine (10, 20 et 40 mg/kg) et de NCX 6560 (12, 24 et 46,8 mg/kg)49.
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témoin atorvastatine NCX 6560
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Figure 21 : Pourcentage de mortalité aprés injection d’épinéphrine chez les souris

traitées par du NCX 6560 et de I'atorvastatine. Les souris sont soumises a un stimulus
thrombogene, I'épinéphrine. Les souris sont traitées par de 'atorvastatine (40 mg/kg) et du NCX 6560

a dose équivalente (46,8 mg/kg)*.

~ -

W #

V
1

témoin  atervastatine NCYX 6560
(40make) (468 mgke)

Figure 22 : Pourcentage de mortalité aprés une micro-embolie mécanique chez les souris

Mortalité (%o)
2 =2 =
i i

L

traitées par du NCX 6560 et de I'atorvastatine. Les souris sont traitées par de I'atorvastatine (40
mg/kg) et du NCX 6560 & dose équivalente (46,8 mg/kg) *°.

Pression artérielle

Le groupement donneur de NO présent sur les NO-statines joue également un réle
au niveau de la pression artérielle (Tableau VII, Figure 23 et Figure 24). En effet, le
NO est un puissant vasodilatateur. Les études précliniques sur les souris mettent en
évidence le réle hypotenseur du NO. Pour cela, les souris sont soumises a un
véhicule afin d’étre en condition d’hypertension. Les souris de type sauvage « wild
type mice » ont une tension de 107 + 3 mmHg et les souris présentant une
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déficience en eNOS « eNOS knockout mice » ont une tension de 141 + 107 mmHg
(n=16, P 0,001)*.

Le NCX6560 réduit la pression artérielle systolique des « eNOs knockout mice »

118 £ 2 mmHg (n=16, P 0,001) mais pas des souris de type sauvage (106

I+
o - o

mmHg) (n=16). Au contraire, 'SMN réduit la pression artérielle systolique a 85 +
mmHg (n=5, P 0,04) pour les « wild type mice » et 113 £ 3 mmHg (n=5, P 0,0001

~—

pour les « eNOS knockout mice », L’atorvastatine n’a pas provoqué de changement
notable dans les deux groupes de souris, 136 + 3 mmHg pour les « eNOS knockout

mice » et 108 + 1 mmHg pour les « wild type mice »49.

Tableau VII : Pression artérielle systolique avant et aprés administration de NCX 6560,
mononitrate d’isosorbide (ISMN), atorvastatine en fonction du type de souris. Les « wild type
mice » sont des souris de type sauvage et les « eNOS knockout mice » sont des souris présentant

une déficience en eNOS.

Avant traitement NCX 6560 ISMN Atorvastatine
Wild 107 £ 3 mmHg 106 + 1 85 £ 6 mmHg 108 £ 1 mmHg
type mice mmHg
eNOS knockout 141 +107 mmHg 118 £ 2 113 £ 3 mmHg 136 £ 3 mmHg
mice mmHg
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Témeoin Atorvastatine NCX 6560 Mononitrate
(40 mg/kg) (46.8mgkg) d'isosorbide

(ISMIN)

(20 mg/kg)

Figure 23 : Pression artérielle systolique (PAS) des souris qui présentent une déficience en

eNOS

« eNOS knockout mice »

atorvastatine, NCX 6560 et mononitrate d’isosorbide (ISMN)*.

Téemoin Atorvastatine NCX 6560 Mononitrate
d'isosorbide

(40 mg/kg)

(46.8 mg/kg)

en fonction des substances administrées :

[ HHTH0

(1SMN)
(20 mg/kg)

témoin,

Figure 24 : Pression artérielle systolique (PAS) des souris de type sauvage « wild type

mice » en fonction des substances administrées : témoin, atorvastatine, NCX 6560 et

mononitrate d’isosorbide (ISMN)*.

Ces données montrent que la statine, atorvastatine, n’a aucun impact sur la pression

artérielle des souris. La diminution de la pression artérielle est directement liée au

groupement donneur de NO présent sur les NO-statines. En effet, le NCX 6560,

induit une diminution significative de la pression artérielle chez les souris déficientes

en eNOS. Le donneur de NO pur, ISMN, induit une plus forte diminution de la

pression artérielle, et ce, dans les deux types de souris™®.
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o Réduction des effets indésirables musculaires.

Des études précliniques in vivo montrent que lors de 'administration d’une statine ou
d’'une NO-statine, le taux de GMPc intracellulaire augmente. Cependant, seule la
NO-statine provoque une accumulation de GMPc dose-dépendante. La NO-statine
inhibe la libération du facteur inflammatoire TNFa, alors que la statine seule n’a pas
cet effet*.

Une étude montre que chez les souris, le taux de créatine phosphokinase (CPK)
sanguin est multiplié par 6 au bout de deux mois de traitement par atorvastatine. Un
taux élevé de cette enzyme est le signe d’'une atteinte musculaire. Une réduction de
'endurance musculaire est constatée grace au test du tapis roulant. Une atrophie
musculaire peut également étre observée. Au contraire, I'administration a dose
équivalente de NO-atorvastatine permet d’obtenir une fonction musculaire conservée
avec un taux de CPK qui n’a pas augmenté. Cela nous montre que les NO-statines

réduisent significativement I'apparition de myotoxicité*®.

Pour conclure, le groupement NO ajouté sur les statines confére a ces molécules
des propriétés supplémentaires. L’effet hypolipémiant est toujours présent grace a la
statine. L’étude préclinique montre que le groupement donneur de NO présent sur
les NO-statines leur confére une activité anti-thrombotique et anti-inflammatoire. A

I'heure actuelle, aucune suite n’a pour l'instant été donnée a ces études.
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3.2. Les prostaglandines donneuses de NO

Le NO est impliqué en ophtalmologie, et plus particulierement dans le glaucome.
Dans cette partie, nous allons tout d’abord voir quelques généralités sur I'ceil et le
glaucome ; puis limplication du NO dans cette pathologie. Pour finir, nous
détaillerons les traitements actuels et les collyres a I'étude dans le traitement du

glaucome : les prostaglandines donneuses de NO.

3.2.1.Généralités sur I'eil et le glaucome

3.2.1.1. L’oeil
L’'ceil est composé de deux parties: le globe oculaire et ses annexes. Le globe
oculaire est composé d’une cavité interne et de trois couches. La cavité interne est
composeée de trois éléments essentiels : 'humeur aqueuse, le trabeculum et le canal
de Schlemm. Les trois couches qui constituent le globe oculaire sont la couche
protectrice, la couche vasculaire ('uvée) et la couche visuelle. Les annexes sont les

muscles extra-oculaires, les nerfs, les paupiéres, le systéme lacrymal et I'orbite®.

L’humeur aqueuse est une composante essentielle du systéme oculaire. Ce liquide
transparent est constitué a 99,6 % d’eau®. Son renouvellement a lieu toutes les 2 a
3h et permet I'élimination des agents pathogénes. L’humeur aqueuse est évacuée de
facon constante et équilibrée afin de maintenir le tonus oculaire et I'équilibre de la
pression intraoculaire (Figure 25). Elle est sécrétée au niveau du corps ciliaire puis
traverse la pupille pour aller en direction de la chambre antérieure. Une fois dans
celle-ci, 'humeur aqueuse se dirige vers I'angle irido-cornéen pour finir dans les

veines épisclérales™.
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Figure 25 : Evacuation de I'’humeur aqueuse. L'humeur aqueuse est sécrétée au niveau du corps
ciliaire. Elle traverse la pupille puis se dirige vers la chambre antérieure puis vers I'angle irido-cornéen
afin de finir dans le plexus episcléral. Pour cela, elle passe par le trabeculum et le canal de

Schlemm’.

Les deux principales voies de passage de ’humeur aqueuse sont le frabeculum et le
canal de Schlemm. Le trabeculum est un tissu translucide situé dans 'angle irido-
cornéen. Il est constitué de fibres de collagénes. Il permet d’assurer la filtration de
'humeur aqueuse en dehors de I'ceil. Une augmentation de la pression oculaire
survient lors de son dysfonctionnement®’. Cette notion est essentielle pour la suite de

ce sujet.

3.2.1.2. Le glaucome a angle ouvert
Deux formes de glaucome existent ; le glaucome a angle ouvert et le glaucome a

angle fermé. Le glaucome a angle ouvert est une forme a survenue progressive liée
a la diminution de la perméabilité du trabeculum. La seconde forme, le glaucome a
angle fermé est une urgence ophtalmologique. Cette forme brutale est due a
'accolement de liris au filtre d’évacuation. Nous allons présenter le glaucome a

angle ouvert qui est une indication potentielle des nouveaux donneurs de NO®' %2,

Le glaucome chronique a angle ouvert est également connu sous le nom de
glaucome primitif a angle ouvert ; GPAO. Il touche plus de 800 000 patients en
France, essentiellement les plus de 40 ans®'. Cette neuropathie optique est la

seconde cause de cécité dans les pays développés.

59



Le GPAO est caractérisé par trois signes ; une élévation pathologique de la pression
intraoculaire (P10O), I'élargissement de I'excavation de la pupille, les altérations du

champ visuel®'

. Une destruction progressive du nerf optique caractérise cette
pathologie51. Une PIO normale s’éléve a 16 mmHg, au contraire elle est considérée
comme pathologique lorsqu’elle est supérieure a8 21 mmHg®'. Cette élévation de la
Pl1O est liée a une dégénérescence progressive du trabeculum. Ce dernier n’assure
plus les fonctions normales d’écoulement de I'humeur aqueuse®’. Chez certains
patients une altération caractéristique du champ visuel et de I'hypertonie peuvent

étre présentes®',

3.2.2.Implication du NO et d’eNOS

3.2.2.1. eNOS, un régulateur de la PIO
L’expression de la NOS est impliquée dans I'écoulement de I'humeur aqueuse.
L’isoforme endothéliale eNOS, est majoritairement présente dans le globe oculaire.
On la trouve principalement au niveau des sites de résistance a I'écoulement : les
fibres du muscle lisse et I'endothélium des vaisseaux sanguins situés a l'intérieur et
autour du muscle ciliaire. Elle est également présente en grande quantité au niveau
des fibres longitudinales qui s’insérent dans le trabeculum ainsi qu’au niveau des

cellules qui tapissent le canal de Schlemm?®® >,

Plusieurs observations ont conduit a 'étude de donneurs de NO dans le traitement

du glaucome.

Effet de la surexpression d’eNOS sur la PIO et la vitesse d’écoulement de la

I’humeur aqueuse.

Le NO est la molécule clé de la régulation du tonus vasculaire. Les forces de
cisaillement présentes dans le canal de Schlemm sont comparables a celles des
grandes artéres. Le NO joue un rdle mécano-régulateur au niveau de I'humeur

aqueuse.
PIO

Une étude effectuée sur des souris permet d’étudier le lien entre eNOS et la PIO
(Figure 26). Un premier groupe de souris transgéniques qui surexpriment une
protéine de fusion GFP-eNOS humain participe a I'étude « eNOS-GFP positive ».

Ces dernieres ont une activité eNOs élevée, ce qui permet d’augmenter de deux fois
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la concentration en NO dans les grandes arteres. Le second groupe de souris eNOS-
GFP est soumis a un inhibiteur direct d'eNOS, le NG-nitro-L-arginine (L-NAME) : il
s’agit du groupe des « eNOs-GFP negative ». Pour finir, des souris contrdles de type

sauvage, « WT », sont utilisées pour comparer les effets obtenus®°.

Cette étude montre qu’il n’y a pas de différence significative de la PIO entre la PIO
des 13 souris « WT » (11,5 = 2,7 mmHg) et celle des 45 souris « eNOS-GFP
negative » (11,4 £ 2,5 mmHg). La PIO est significativement réduite pour les 9 souris
« eNOS-GTP positive » (9,6 + 2,7 mmHg)®°.

u eNOS-GFP positif ( N=9souris)

@ eNOS-GFP négatif ( N=45 souris)
O WT ( N=13 souris)

12 |—0<005—|

10 1

P10 (mmHg)

Figure 26 : Pression intraoculaire (P1O) chez les souris exprimant I'isoforme eNOS « eNOS-
GFP positif », n’exprimant pas I’eNOS « eNOS-GFP negative » et les souris de types sauvage
«WT » %,

Vitesse d’écoulement de 'humeur agueuse

La vitesse découlement est comparée entre les souris surexprimant
eNOS (les eNOS-GFP positive) et le groupe contréle (WT) (Figure 27). Pour cela la
vitesse d’écoulement est exprimée par rapport a la pression mesurée, 0,015 £ 0,006

ML/min/mmHg pour les « eNOS-GFP positive » et 0,007 + 0,001 uL/min/mmHg pour
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les « WT », P = 0,002. La vitesse d’écoulement est plus élevée chez les souris qui

sur-expriment eNOS*®.
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Figure 27 : Vitesse d'écoulement de I'humeur aqueuse chez les souris exprimant eNOS et

les souris de type sauvage™.

Cette étude montre que la surexpression d’eNOS augmente I'écoulement de

I'humeur aqueuse a travers le trabeculum. Il en découle une diminution de la P10,

Le faible taux d’eNOS oculaire chez les patients atteints de glaucome.

Les patients atteints de glaucome ont un faible taux d’eNOS au niveau de la voie
d’écoulement et du muscle ciliaire. Par conséquent, la production de NO est plus
faible aux niveaux du trabeculum et du canal de Schlemm. Il en découle un
ralentissement du débit d'écoulement de I'humeur aqueuse et donc une
augmentation de la PIO. Un apport en NO permet d’améliorer le débit d’écoulement
de 'humeur aqueuse et donc de diminuer la P1O. Par conséquent, des donneurs de

NO ont été proposés dans le traitement du GPAO®.

3.2.2.2. Implication du NO dans la physiopathologie du GPAO
L’élévation de la PIO est due a une dégénérescence progressive du trabeculum. Ce

dernier n’assure plus correctement ses fonctions d’écoulement de '’humeur aqueuse.

Le NO a pour but de rendre possible I'écoulement de 'humeur aqueuse a travers le
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trabeculum® %°. Le mécanisme d’action exact du NO sur I'écoulement de I'humeur

aqueuse n’est pas connu, cependant I'hypothése suivante est émise :

L’augmentation du débit d’écoulement de ’humeur aqueuse grace au NO :

La principale voie d’écoulement de 'humeur aqueuse est le frabeculum associé au
canal de Schlemm. La paroi intérieure du canal de Schlemm est caractérisée par des
vacuoles géantes. Ces derniéres créent des espaces entre le trabeculum et la paroi
interne du canal de Schlemm. Ce sont des zones de résistance a I'’écoulement de
'humeur aqueuse. La PIO est contrblée et maintenue par un équilibre entre la
production d’humeur aqueuse et son évacuation. Les cellules endothéliales du
trabeculum et du canal de Schlemm détectent les variations de la PIO. Afin de
rétablir ’'homéostasie de la PIO, elles adaptent I'écoulement de 'humeur aqueuse
grace a la « NO signalisation ». Lorsque la PIO augmente, les cellules du canal de
Schlemm produisent plus de NO. Ce phénoméne implique une diminution de la

résistance a I'écoulement.

Les mécanismes d’action cellulaires et biochimiques impliqués dans ce phénoméne
sont inconnus, cependant une hypothése est émise. Elle concerne le volume
cellulaire des cellules du trabeculum et implique le NO, la guanylate cyclase soluble,
la GMPc, la PKG et le canal BKca. Pour le montrer, des cultures cellulaires ; SC14,
SC24 et SC25, sont effectuées a partir d’ceil humain afin de quantifier le volume

cellulaire®.

Les cellules sont exposées a différentes molécules (Tableau VIII). La premiére est un
inhibiteur de la NOS, L-NAME, a une posologie de 50 uM. La seconde molécule
utilisée est un donneur de NO, DETA-NO, a une posologie de 100 uM. Différents
milieux sont exploités, condition normale (milieu isotonique), milieu hypotonique et
milieu hypertonique. Les résultats sont résumés dans le tableau et les graphiques

suivants.
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Tableau VIl : Effets de I'inhibiteur de NOS (L-NAME) et du donneur de NO (DETA-NO) sur le

volume cellulaire dans divers milieux (isotonique, hypotonique et hypertonique).

L-NAME DETA-NO DETA-NO DETANO DETANO

50puM 100uM 100uM 100uM 100uM
% condition milieu milieu bolus
% normale hypotonique hypertoni
= que

Inhibiteur Donneur de NO
de NOS

Augmentation diminution augmentation diminutio amélioration
“E’ o de 7 %. significative en de 5 % a 2 min n de
% g 10a20min. etde16% a10 de15%a [I'écoulement
> § min. 1 min. visible a 20

min.

Le graphique suivant nous montre que le traitement par un inhibiteur de la NOS

induit une augmentation du volume cellulaire (Figure 28). Cela signifie que lorsque le

taux de NO diminue, le volume cellulaire augmente. La lumiére du trabeculum et du

canal de Schlemm est alors réduite. 1| en découle une mauvaise évacuation de

I'humeur aqueuse et une augmentation de la PIO.

Effet du monoxyde d'azrote sur le volume cellulaire

F 108 - m Témoin
.*E‘ B L-NAME (SOumM)
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Figure 28 : Variation du volume cellulaire en présence d’un inhibiteur de la nitric oxide

synthase, L-NAME. Ces données représentent la moyenne pour 68 cellules et sont exprimées en

pourcentage du volume initial au point de temps 0 minute et sans médicament.
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Dans des conditions normales, le volume cellulaire est sensible a 'osmolarité (Figure

29). En milieu hypotonique, le volume cellulaire augmente du fait de I'entrée d’eau

dans la cellule. En milieu hypertonique, I'eau sort de la cellule, il y a donc une

diminution du volume cellulaire. En présence d’'un donneur de NO et dans des

conditions normales, une diminution du volume cellulaire est observée (Figure 30).
Milieu
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Figure 29 : Variation du volume cellulaire des cellules en culture en fonction de I'osmolarité.
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Figure 30 : Variation du volume cellulaire en fonction de différentes concentrations d’un

donneur de monoxyde d’azote, DETA-NO.
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Lorsqu’ un bolus de DETA-NO, un donneur de NO, est administré, on peut observer
une amélioration de I'écoulement de 'humeur aqueuse. Nous pouvons déduire de
ces observations qu’eNOS et le NO ont un réle fonctionnel dans la régulation du

volume des cellules qui constituent le canal de Schlemm 2

Nous pouvons en conclure que le NO facilite 'écoulement de 'lhumeur aqueuse a
travers le trabeculum et canal de Schlemm en diminuant le volume des cellules les

composants?.

3.2.3.Traitement actuel du glaucome par voie oculaire

3.2.3.1. Les analogues des prostaglandines et les parasympathomimétiques
Les analogues des prostaglandines et les parasympathomimétiques permettent

d’augmenter I'évacuation de 'humeur aqueuse.

3.2.3.1.1. Collyres aux prostaglandines

Trois molécules représentent cette classe médicamenteuse, le latanoprost
(Xalatan®, Monoprost®), le travoprost (Travatan ®), le bimatoprost (Lumigan ®).
Elles diminuent la PIO en augmentant I'écoulement de 'humeur aqueuse. Cette
classe de collyre est souvent utilisée en premiére intention en raison de leur grande

efficacité.

Nous allons plus particulierement nous intéresser au latanoprost. En effet, 'avancée

thérapeutique concerne le latanoprost sur lequel est greffé un groupement NO.

Le latanoprost

Le latanoprost (Figure 31) a été commercialisé en 1996 par le laboratoire Pfizer. Les

études de toxicité montrent qu’il est bien toléré.
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Figure 31 : Formule semi-développée du latanoprost. Formule brute : CysH4005. Masse molaire :
432,59 g/mol.

Pharmacocinétique

Le latanoprost est une prodrogue absorbée par la cornée. La prodrogue pénétre en
totalité dans I'humeur aqueuse. Le pic de concentration du latanoprost dans I’humeur
aqueuse est atteint au bout de 2 h. L’hydrolyse en acide de latanoprost,
biologiquement actif, a lieu lors du passage trans-cornéen. Le métabolisme de I'acide

de latanoprost est hépatique et son élimination est urinaire.

La diminution de la PIO est obtenue 3 a 4 h aprés I'administration. L’effet maximal
est quant a lui obtenu au bout de 8 a 12 h. L'effet des analogues des prostaglandines
F2a est maintenu au moins 24 h. C’est pour cette raison que la posologie habituelle

de ces collyres est une instillation par jour, le soir.

Pharmacologie

Les analogues des prostaglandines F2a sont des agonistes sélectifs des récepteurs
aux prostanoides. lls permettent d’abaisser la PIO en augmentant I'écoulement de
I'humeur aqueuse par la voie uvéo-sclérale. De plus, I'écoulement par la voie usuelle

est facilité grace a une diminution des résistances.

Tolérance et effets indésirables

Le latanoprost est généralement bien toléré d’un point de vue oculaire et systémique.
Une légére augmentation de la fréquence respiratoire due a la broncho-constriction
est observable lorsque des doses équivalentes a 100 fois la dose thérapeutique sont

administrées a des singes.
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D’un point de vue oculaire, aucune toxicité n’est constatée. Cependant, une
augmentation de la pigmentation de [l'iris est un effet indésirable possible. Cela est

dd a la stimulation de la production de mélanine dans les mélanocytes de liris.

3.2.3.1.2. Collyres parasympathomimétiques

La molécule utilisée est la pilocarpine (lsopto-pilocarpine ®). Son action
cholinergique directe diminue la PIO en facilitant I'écoulement de 'humeur aqueuse
par le trabeculum. Cette classe est de moins en moins utilisée dans le traitement au

long cours car elle provoque un myosis qui géne I'adaptation.

3.2.3.2. Les béta-bloquants et les inhibiteurs de I'anhydrase carbonique
Les béta-bloquants et les inhibiteurs de I'anhydrase carbonique diminuent la

production d’humeur aqueuse.

3.2.3.2.1. Collyres béta-bloquants

La classe des collyres béta-bloquants est représentée par le bétaxolol (Bétoptic ®),
le cartéolol (Cartébak ®, Cartéol ®), le levobunolol (Betagan®) et le timolol (Geltim
®, Ophtim®, Timolol®, Timoptol®). lIs réduisent la PIO par diminution de la sécrétion
active d’humeur aqueuse et facilitent son écoulement par le trabeculum. lls sont
souvent prescrits en premiere intention en raison de leur bonne efficacité et de leur
rapport bénéfice/risque favorable. Cependant, ils sont contre-indiqués en cas
d’asthme, de BPCO, d’insuffisance cardiaque, de bradycardie et de syndrome de

Raynaud.

3.2.3.2.2. Collyres inhibiteurs de 'anhydrase carbonique

Deux molécules constituent cette classe thérapeutique : le dorzolamide (Trusopt ®)
et le brinzolamide (Azopt®). lls réduisent de fagon importante la formation de

’humeur aqueuse.

3.2.3.3. Les sympathomimétiques
Ce sont des collyres adrénergiques : I'apraclonidine (lodipine ®) et la brimonidine

(Alphagan®). lls réduisent la PIO par diminution de la production d’humeur aqueuse

et favorisent dans une certaine mesure son écoulement.
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3.2.4.Avancée thérapeutique dans le traitement oculaire du
glaucome : Le latanoprostene bunod

Les observations citées précédemment ont permis de mettre a I'étude un donneur de
NO associé au latanoprost, le latanoprosténe bunod. C’est un analogue de la
prostaglandine F2a donneuse de NO. Il est actuellement en développement dans le
traitement du glaucome et de I'hypertension oculaire et a obtenu une licence a
Bausch & Lomb en mars 2010. Une demande d’autorisation de mise sur le marché
aux Etats-unis auprés de la Food and Drug Adminstration (FDA) a été réalisée.

L’autorisation d’AMM est attendue pour mi-2016.

3.2.4.1. Molécule: le latanoprostene bunod
Le latanoprosténe bunod (Figure 32) a obtenu cinq brevets entre 2007 et 2011.

Il associe I'effet du latanoprost et d’'un donneur de NO. En effet, ’'homéostasie de la
pression oculaire est maintenue a l'aide du NO et des récepteurs aux
prostaglandines F2a. Or le latanoprosténe bunod est une prostaglandine donneuse
de NO a partir de laquelle 'acide de latanoprost libére le NO dans les compartiments
oculaires en quantités suffisantes pour obtenir une activit¢ pharmacologique.
L’activité du latanoprosténe bunod implique que le NO soit livré aux tissus oculaires
en quantité suffisante pour stimuler de facon puissante et efficace la voie de
signalisation de la guanylate cyclase soluble. Le traitement par latanoprosténe bunod
provoque une libération de NO suffisante pour stimuler la production GMPc et ainsi
induire une réduction de la PIO in vivo. L'activité du latanoprosténe bunod est
supérieure a celle du latanoprost, en raison de la contribution concomitante du NO et

de l'acide de latanoprost.
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Figure 32 : Formule semi-développée du latanoprosténe bunod. Formule brute C,7H41NOs.

3.2.4.2. Les Brevets
Les cing brevets obtenus entre 2007 et 2011 [le 15 novembre 2011 (US8058467), le
22 mars 2011 (US7910767), le 8 décembre 2009 (US7629345), le 11 novembre 2008 (
US7449469) et le 25 septembre 2007 (US7273946)] montrent que les prostaglandines
donneuses de NO ont une activité pharmacologique améliorée par rapport aux
prostaglandines simples. lls présentent une activité pharmacologique plus étendue

que leurs prédécesseurs avec une meilleure tolérance.

Les nouveaux composes nitrés sont utilisables comme médicament. lls sont destinés
a une voie d’administration topique. Leur indication est le traitement du glaucome et
de I'hypertension oculaire avec pour but la réduction de la pression oculaire et de

son maintien a un niveau réduit, <18 mmHg.

3.2.4.3. Etude du latanoprostene bunod dans le GPAO
Bausch & Lomb ont mené diverses études. Aprés les études précliniques et des

études cliniques de phase |, lla et lIb positives, des études de phase Ill ont été mises

en place en janvier 2013 au niveau mondial.

Etude de phase IIb
L’étude de phase IIb a été initiée en novembre 2010 afin d’identifier la dose la plus

stre et la plus efficace pour d’obtenir une réduction de la PIO. Pour cela, 413
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patients ont été recrutés en Europe et aux Etats Unis selon des critéres d’inclusion et

d’exclusion précis®®.

Cette étude comparative permettait de comparer I'effet du latanoprosténe bunod a
celui du latanoprost. Selon les groupes de patients, le latanoprosténe bunod est
administré a différentes concentrations : latanoprosténe bunod 0,006 % (n=82
patients), 0,012 % (n=85 patients), 0,024 % (n=83 patients) et 0,040 % (n=81
patients). Le latanopost est administré a la concentration de 0,005 % (n=82 patients).
Les collyres sont instillés tous les jours pendant 28 jour357’56.Des mesures de la PIO

ont été effectuées aj 7, 14, 28.

Détermination de la dose efficace de latanoprosténe bunod.

L’objectif de I'étude est de déterminer la dose efficace de latanoprosténe bunod.
Pour cela, la réduction de la PIO (Figure 33) est mesurée au bout de 28 jours en
fonction des différentes concentrations de latanoprosténe bunod administrées. Les
résultats sont représentés sur le graphique suivant. La dose efficace est le
latanoprosténe bunod 0,024 % car c’est a cette concentration que I'on obtient la plus

forte diminution de la PIO.

A dose équivalente de latanoprost 0,005 % et de latanoprosténe bunod 0,006 %, on
constate que la diminution de la PIO est presque identique. En effet, on obtient une
réduction de 7,81 mmHg avec le latanoprosténe bunod 0,006 % contre 7,77 mmHg
avec le latanoprost 0,005 %. Par conséquent, le latanoprosténe bunod ne montre

pas une efficacité significative supérieure au latanoprost 0,005%.
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Figure 33 : Variations de la pression intraoculaire (PIO) en fonction des différentes

concentrations de latanoprosténe bunod (LBN) et de latanoprost®’.

Efficacité du latanoprosténe bunod.

L’efficacité du latanoprosténe bunod est évaluée en fonction des différentes
concentrations administrées. Différentes concentrations de latanoprosténe bunod
(0,006 %, 0,012 %, 0,024 % et 0,040 %) sont administrées a des patients, ainsi que
du latanoprost 0,005%. La PIO est mesurée aprés 7, 14 et 28 jours de traitement. Le
graphique suivant récapitule le pourcentage de patients avec une PIO <18mmHg
(Figure 34). Au 7°™ jour de traitement, deux dosages ont une efficacité significative
(latanoprosténe bunod 0,024% et 0,040%) avec une PIO <18 mmHg chez plus de 55
% des patients. Au 14°™ jour de traitement, 65 % des patients traités par le
latanoprosténe bunod 0,024 % ont une PIO <18 mmHg. Au 28°™ jour de traitement,
le groupe de patients traités par le latanoprosténe 0,024 % atteint toujours le

pourcentage le plus élevé de patients avec une PIO <18 mmHg.
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Figure 34 : Pourcentage de patients avec une pression intraoculaire < a 18mmHg en
fonction des différentes concentrations de latanoprosténe bunod (LBN) et de latanoprost a J7,
J14, J28 et J29.

L’efficacité du latanoprosténe bunod 0,024 % est supérieure aux autres dosages de

latanoprosténe bunod.

Cette étude de phase Il montre la réelle efficacité du latanoprosténe bunod dans le
traitement du glaucome. Cependant, a dose équivalente de latanoprost et de
latanoprosténe bunod, ce dernier ne posséde pas une efficacité significative
supérieure au latanoprost®® *°. Néanmoins, la dose optimale de latanoprosténe
bunod, 0,024%, posséde une réelle efficacité dans le traitement de cette pathologie.

C’est d’ailleurs a cette dose que les études de phase Il sont effectuées.

Etude pilote de phase III
LUNAR Le programme détude de phase Il est composé de deux études

et individuelles randominées, multicentriques et menées en double aveugle,
APOLLO LUNAR & APOLLO. Ces deux études regroupent a elles deux, 840
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JUPITER

patients. L’étude LUNAR a pour but de comparer la sécurité et I'efficacité
du latanoprostene bunod par rapport au maléate de timolol chez des
patients atteints de glaucome a angle ouvert. Une phase de sécurité de 3
mois est mise en place. Elle a débuté en juillet 2014%°. L’étude APOLLO
est identique a I'étude LUNAR et a débuté en mars 2015. Sa phase de
sécurité est de 9 mois®'. A la date d’aujourd’hui, des résultats ont été
publiés par Nicox. En effet, une réduction de la PIO se situerait entre 7,5
et 9,1 mmHg pour latanoprosténe bunod. L’effet sur la PIO s’est révélé
supérieur a celui obtenu avec le maléate de timolol. Au vue de ces
résultats positifs, Bausch & Lomb prévoit de soumettre une demande
d’AMM a la FDA.

L’étude JUPITER vise a évaluer la sdreté a long terme de la solution
ophtalmique latanoprosténe bunod 0,024 %, chez les sujets japonais
atteints de glaucome a angle ouvert ou atteints d’hypertension oculaire.
L’objectif de I'étude est de démontrer I'innocuité clinique. Cette étude a

débuté en mai 2015%.

Pour conclure, les études précliniques et cliniques de phase Il et Ill montrent une

efficacité certaine du latanoprosténe bunod dans le traitement du glaucome, surtout
a la dose 0,024%.

Les laboratoires Nicox ont mis au point un second donneur de NO, le NCX 470, dans

le traitement du glaucome et de I'hypertension oculaire. Il est composé du

bimatoprost sur lequel a été greffé un groupement donneur de NO. Le bimatoprost

(Lumigan®) est I'un des principaux médicaments des analogues de prostaglandines.

Les laboratoires Nicox ont communiqué des résultats prometteurs avec une bonne

tolérance et une efficacité supérieure pour réduire la PIO par rapport au bimatoprost

seul. Nicox souhaiterait effectuer des études cliniques.
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3.3. Les anti-inflammatoires donneurs de NO : traitement

des dystrophies musculaires

Des composés donneurs de NO sont a I'étude dans le traitement des myopathies.
Nous allons tout d’abord expliquer la pathologie ainsi que son lien avec le NO. Pour
finir, nous détaillerons les composés donneurs de NO a I'étude dans le traitement de
ces dystrophies musculaires. Pour cela, un groupement donneur de NO est ajouté
sur une molécule anti-inflammatoire déja commercialisée tel que le naproxéne ou

encore l'ibuproféne.

3.3.1.Les dystrophies musculaires

Les dystrophies musculaires sont des maladies musculaires provoquant une
dégénérescence progressive des fibres musculaires, elles sont également appelées
myopathies. Ce sont des maladies génétiques a transmission récessive liée au
chromosome X. Elles peuvent atteindre I'ensemble des muscles de l'organisme.
Plusieurs types existent ; la myopathie de Duchenne est la forme la plus sévére et la
plus connue. Décrite en 1858 par Guillaume Duchenne, elle touche uniquement les
garcons avec une incidence de 1 sur 3500 naissances. Les femmes sont porteuses
et trés rarement atteintes. La myopathie de Becker est le second type de myopathie.
Elle a été décrite en 1955 par le Dr Becker. Sa fréquence est dix fois moins élevée
avec incidence de 1 garcon sur 35000 naissances. Les femmes sont vectrices mais

asymptomatiques®.

Nous allons expliquer la physiopathologie, la clinique et les traitements utilisés dans
les dystrophies musculaires afin de mieux comprendre ['utilisation de ces nouveaux

donneurs de NO.

3.3.1.1. Physiopathologie des dystrophies musculaires
Les myopathies de Duchenne et de Becker ont une physiopathologie semblable sur

le principe. Seul leur degré de sévérité les différencie. Ces pathologies sont liées a
une modification de I’ADN, plus particulierement au niveau du géne DMD qui code la

dystrophine.

La dystrophine (Figure 35) est une protéine spécifique des fibres musculaires. Elle

est associée a la nNOS. Elle est dite sub-sarcolémique du fait de sa présence sous

75



la membrane cellulaire des fibres musculaires. La dystrophine est associée a des
protéines qui forment un complexe (dystrophin associated protéins, DAP) reliant la
matrice extracellulaire et l'intérieur de la fibre musculaire, a travers la membrane
cellulaire. Cela permet de former un lien mécanique essentiel entre l'intérieur et
Iextérieur de la cellule musculaire®. Les dystrophies musculaires sont caractérisées

par une altération ou une absence totale de la dystrophine.
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Figure 35 : La protéine dystrophine dans la fibre musculaire®

Comme nous l'avons vu précédemment, il existe deux types de dystrophies

musculaires selon le niveau d’altération de la dystrophine.

Myopathie de La myopathie de Duchenne touche lI'ensemble des muscles de

Duchenne 'organisme (muscles squelettiques, muscle cardiaque et certains
muscles lisses). Elle est caractérisée par une absence totale de
dystrophine due a une anomalie génétique dans le géene DMD. Le
complexe DAP est instable et I'enveloppe des fibres musculaires
ainsi que la membrane cellulaire sont fragilisées. La conséquence de
ce phénomene est une altération des cellules musculaires lors de
leur contraction. Cette fragilité aboutit a la dégénérescence des

cellules et des fibres musculaires. Dans un premier temps, des
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Myopathie de

Becker

mécanismes de régénération visant a réparer le tissu musculaire
compensent cette dégénérescence. Secondairement, la régénération
s’épuise et la dégénérescence I'emporte, entrainant un manque de
force musculaire. Les fibres musculaires se détruisent et libérent des
enzymes musculaires dans le sang, appelé CPK. Du tissu conjonctif
ainsi que du tissu graisseux remplacent petit a petit les fibres

musculaires®.

La myopathie de Becker se manifeste par une faiblesse musculaire
des membres inférieurs. Cependant, une atteinte cardiaque est
également présente. La dystrophine est de taille réduite ou en
quantité insuffisante. Le lien entre la matrice extra cellulaire et le
cytosquelette est alors fragilisé. Les cellules musculaires s’altérent
lors de leur contraction et se détruisent. Il en découle le méme
processus de dégénérescence musculaire que dans la myopathie de

Duchenne®.

3.3.1.2. (Clinique et diagnostique des dystrophies musculaires
Les premiers symptdmes se manifestent vers 'age de 3 a 5 ans menant a une

invalidité chronique quelques années plus tard. La plupart des patients décedent

vers 'age de 20 ans d’insuffisance cardiaque et/ou respiratoire®.

Les myopathies touchent l'organisme dans son ensemble : en effet des signes

cliniques, hématologiques et histologiques sont présents. lls permettent de

diagnostiquer cette pathologie mais également de surveiller son évolution. L’analyse

geénétique du géne DMD, codant la dystrophine, présent sur le chromosome X peut

également étre effectuée afin de confirmer le diagnostic.

Signes
cliniques

Les signes cliniques sont un élément essentiel dans le diagnostic
des myopathies. La faiblesse musculaire des membres inférieurs est
le premier signe clinique. Cette fatigue musculaire va également se
faire ressentir au niveau du tronc avec une atteinte de I'ensemble
des muscles et plus particulierement des muscles respiratoires et

cardiaques®*.
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Signe La créatine phosphokinase (CPK) est une enzyme musculaire

biologique présente dans les cellules musculaire. Lors d’atteinte musculaire,
elle est libérée dans le sang. Le taux trés élevé de CPK montre la
dégénérescence des cellules musculaires et peut étre utile au

diagnostic®.

Signes Le manque de mouvements et le déséquilibre de force entre les
histologiques  différents muscles aboutissent a une rétraction des muscles et des
tendons. Les muscles immobilisés perdent de leur volume et de leur
eélasticité. De plus, on peut observer un enraidissement progressif de
certaines articulations et de leurs ligaments. Des biopsies
musculaires sont effectuées afin de déterminer la forme de

myopathie & I'aide du marquage de la dystrophine®®.

3.3.1.3. Traitement actuel

L’approche thérapeutique actuelle est symptomatique. Elle est basée sur la
prévention ainsi que sur le traitement des complications cardiaques et respiratoires.
Certains médicaments comme les corticoides sont déja utilisés dans le traitement
des dystrophies. Une activité physique est recommandée afin d’éviter que les
muscles s’atrophient. Cependant, les exercices violents et prolongés sont mauvais. Il

est recommandé de ne pas atteindre le seuil d’effort maximal.

Les corticoides ont une action anti-inflammatoire positive sur les dystrophies. En
effet, une amélioration temporaire est visible lors de leur utilisation. La prednisone et
la prednisolone provoquent un ralentissement de la progression de la pathologie
ainsi qu’une stabilisation de la force et de la fonction musculaire. Cependant, les
corticoides ont des effets indésirables trés importants notamment lors de la prise a
long terme. Les principaux effets indésirables sont un retard de croissance,
'ostéoporose, I'hypertension, le syndrome de Cushing, la prise de poids et les
syndromes gastro-intestinaux. Afin de les minimiser, les patients ont un suivi

diététique et prennent de la vitamine D et du calcium® ¢,
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3.3.2.Lien entre le NO et les dystrophies musculaires

Le NO est présent au niveau musculaire. Il est structurellement et fonctionnellement
lié au complexe de la dystrophine au niveau du sarcolemme. Le NO est un anti-
oxydant, il capture les ions superoxyde. |l participe ainsi a la protection contre
'oxydation des biomolécules présentes dans les fibres saines. Chez des patients
sains, la contraction musculaire induit la production de NO par la nNOS. Le NO induit
une vasodilatation dans le but de fournir des métabolites et de 'oxygéne nécessaire
au travail musculaire, en contre-balancant I'effet vasoconstricteur du systéme
adrénergique sympathique. Les patients atteints de dystrophie présentent une
diminution voir une absence de nNOS. Les muscles peuvent alors subir une
ischémie et une hypoxie qui entrainent une réduction de la tolérance a I'effort et une

destruction des fibres, notamment les fibres de types 11b®.

La dystrophine étant absente ou fortement diminuée dans les dystrophies
musculaires, une diminution des nNOS spécifiques aux muscles est observée. Cela
donne lieu a des déficiences fonctionnelles telles qu'une ischémie musculaire et une
myogenése compromise. Ces observations conduisent a I'étude de composés

donneurs de NO®% 7°,

Une présence diminuée de NOS au niveau musculaire chez les myopathes

Dans cette partie, nous évoquerons principalement le sarcolemme et la jonction
neuromusculaire. En effet, comme nous le montre la figure suivante (Figure 36), les
isoformes de NOS sont présentes a ces deux niveaux. Le sarcolemme assure la
diffusion des influx nerveux a 'ensemble de la fibre. La jonction neuromusculaire est

une zone au niveau de laquelle s’effectue la neurotransmission.
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Figure 36 : Les isoformes de I'oxyde nitrique synthase dans un muscle sain. L’isoforme nNOS
est présente dans le sarcoplasme, sous le sarcolemme et autour des noyaux. L’isoforme eNOS est
principalement au niveau des mitochondries. L'isoforme iNOS impliquée est localisée au niveau des

macrophagesse.

Au niveau musculaire, les patients sains disposent des trois isoformes. En effet,
'isoforme nNOS est présente dans le sarcoplasme, sous le sarcolemme et autour
des noyaux. Les jonctions myo-tendineuses et neuromusculaires sont riches en
NNOS, mais également en dystrophines. L’isoforme eNOS est principalement
exprimée au niveau du sarcoplasme des fibres musculaires et plus particulierement
au niveau des mitochondries. L’isoforme iNOS impliguée dans la réponse
immunitaire est localisée au niveau des macrophages. Elle peut également étre

retrouvée au niveau des fibres musculaires et de la jonction myo-tendineuse®.

Les patients atteints de dystrophie musculaire ont une activit¢ nNOS nulle. En effet,
cette isoforme n’est pas présente au niveau du sarcolemme. Les isoformes nNOs et
iINOS persistent au niveau des jonctions myo-tendineuses des patients myopathes.

eNOs est toujours présente au niveau des mitochondries®.

Un faible taux de NO chez les myopathes

Une étude est effectuée sur 26 patients de sexe masculin &gés de 4 a 11 ans (5,44 +
1,81). Les patients sont tous atteints d'une DMD avec une élévation de la CPK
sérique et des biopsies musculaires anormales. Un groupe contrdle de 18 patients
est également constitué. Le taux de NO sérique est de 4,19 + 2,82 umol/l pour les
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patients atteints de DMD et 39,53 £+ 19,43 pymol/l pour le groupe contréle (P<0,001).
Le taux de NO sérique est significativement plus faible chez les patients atteints de
dystrophies par rapport aux patients sains. La concentration sérique de NO pourrait

donc étre utilisé comme outil de dépistage des dystrophies”.

Le meétabolisme des radicaux libres dans les cellules musculaires est un élément
important des pathologies musculaires. Le faible taux de NO et la carence en
dystrophine n’expliquent pas exclusivement la physiopathologie de la DMD.
Cependant, le NO a un role de protecteur cellulaire contre les dommages
occasionnés par les especes réactives de 'oxygene et plus particulierement I'anion
superoxyde. Hors, chez les myopathes, le taux de NO est faible. Le niveau altéré de

NO pourrait contribuer a la dégénérescence musculaire dans les dystrophies’”.

3.3.3.Avancées thérapeutiques : Composés donneurs de NO utilisés

dans le traitement des dystrophies musculaires

Deux composés donneurs de NO sont a I'étude dans le traitement des dystrophies
musculaires, naproxcinod et NO-ibuproféne. L’efficacité des composés donneurs de
NO est comparée a celle de la prednisolone, le traitement actuel des dystrophies

musculaires.

3.3.3.1. Lenaproxcinod

Le naproxcinod (Figure 37) appartient a la classe des inhibiteurs de cyclooxygénase
donneurs de NO. C’est un dérivé du naproxéne sur lequel un ester de nitroxybutyl a
été greffé. Il a été développé initialement pour le soulagement des signes et
symptoémes de I'arthrose. A I'heure actuelle, I'objectif est d’évaluer son intérét dans la

dystrophie musculaire de Duchenne.
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Figure 37 : Formule semi-développée du naproxcinod. Formule brute : C1gH,/NOg Masse molaire :
347,36 g/mol.

3.3.3.1.1. Historique du naproxcinod

Avril 2013 La société francaise de biopharmaceutique « Nicox » communique
des résultats prometteurs concernant les études précliniques du

naproxcinod sur les modéles animaux de dystrophie musculaire®.

Juillet 2013 Un brevet couvrant des composés donneurs de NO, dont le
naproxcinod, a été déposé et accordé en Europe et aux Etats unis

dans le traitement des dystrophies musculaires®’.

Octobre 2013 La commission européenne désigne le naproxcinod comme
médicament orphelin dans le traitement de la dystrophie musculaire

de Duchenne®,

3.3.3.1.2. Etude préclinique

Les études précliniques effectuées en 2013 montrent que le naproxcinod a des effets
thérapeutiques significatifs et persistants sur les fonctions musculaires et cardiaques.
Le naproxcinod réduit I'inflammation et maintient la capacité de régénération du
muscle sur les deux modéles murins de dystrophies. Les effets néfastes, au niveau
des muscles squelettiques et cardiaques, liés au traitement a long terme par
corticoides ne sont pas observés avec le naproxcinod aux doses efficaces’ "2. Nous

allons détailler les effets positifs du naproxcinod.

82



Une amélioration de la fonction musculaire

Un modéle de souris de référence pour la dystrophie musculaire de Duchenne est
utilisé, les souris mdx. Elles sont utilisées afin de mettre en évidence les effets du
naproxcinod sur la fonction musculaire. Trois dosages de naproxcinod ont été
administrés par voie orale aux souris mdx (10, 21 41 mg/kg) pendant 9 mois. Un
quatriéme groupe de souris mdx regoit 0,9 mg/kg de prednisolone72. Une
amélioration significative de la force de préhension des membres postérieurs et une
diminution d’environ 25 a 30 % de linflammation des membres antérieurs et
postérieurs sont visibles avec les dosages 10 et 21 mg/kg de naproxcinod’®"2. Il en
est de méme d'un point de vue biologique avec une diminution des lésions
musculaires ainsi qu’une diminution de I'inflammation’. Pour finir, d’'un point de vue

histologique, une régénération musculaire est observable’.

L’efficacité du naproxcinod, du dinitrate d’isosorbide seul et associé a I'ibuproféne,
de la molsidomine et de la prednisolone est évaluée lors d’'une étude®’, sur un
modéle de souris atteintes de dystrophie musculaire, les souris a-SG-null. La
récupération fonctionnelle des souris est évaluée a l'aide du test du tapis roulant.
Pour cela, les souris sont dans un premier temps habituées a I'exercice a 5
meétres/minute sans inclinaison, puis la vitesse augmente de 1 métre/minute toutes
les 3 minutes pour atteindre 10 métres/minute ®’. Les différents groupes de souris
sont traités par un NO-anti-inflammatoire (30 mg/kg de naproxcinod), un dérivé nitré
(3 mg/kg de molsidomine), un dérivé nitré seul (30 mg/kg de dinitrate d’isosorbide)
ou combiné a l'ibuproféne (50 mg/kg d’ibuproféne) et pour finir par des corticoides (2
mg/kg de prednisolone). La mesure de l'efficacité est exprimée en pourcentage
d’amélioration (tableau IX) des souris traitées par rapport aux souris non traitées sur
la durée de I'épuisement. Le naproxcinod montre une amélioration supérieure de la

fonction musculaire par rapport aux autres substances administrées®’.
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Tableau IX : Pourcentage d'amélioration des souris en fonction des traitements administrés et
de la durée du traitement. On constate que le naproxcinod dispose du pourcentage

d’amélioration le plus élevé et seulement au bout de 4 mois de traitement®’.

Composé Dosage du Pourcentage Nombre de mois de
composé d’amélioration traitement
(%)

Naproxcinod (30 mg/kg) 150 4
Molsidomine (3 mg/kg) 63 8
Dinitrate (30 mg/kg) 10 4
d’isosorbide 21 8
ISD + (30 mg/kg) 40 4
ibuproféne (50 mg/kg) 63 8
Prednisolone (2 mg/kg) 117 6
100 12

Cette étude montre que le naproxcinod induit rapidement, aprés 4 mois de
traitement, une amélioration supérieure de la fonction musculaire. La prednisolone
induit également une nette amélioration mais seulement aprés 6 a 12 mois de
traitement. L’amélioration est plus faible avec les dérivés nitrés seuls ou associés a

un anti-inflammatoire.

Une amélioration de la fonction cardiaque

L’étude précédente effectuée sur les souris mdx met en évidence le réle important du
naproxcinod sur la fonction cardiaque’®. L’échocardiographie montre une
amélioration de la fraction de raccourcissement et de la fraction d’éjection. Une

amélioration de la pression artérielle systolique est également visible?.

Pour conclure, ces études précliniques montrent qu’un traitement par un composé
donneur de NO est favorable dans le traitement des dystrophies musculaires, et plus
particulierement le naproxcniod. Les effets néfastes observés sur les muscles
squelettiques et cardiaques liés au traitement a long terme par corticoides ne sont

pas observés avec le naproxcinod.

3.3.3.2. Le NO-ibuproféne, NCX 320
Le NO-ibuproféne, NCX 320, a été synthétisé a l'institut de recherche NicOx. Il est

composé d’une molécule d’ibuproféne sur laquelle a été greffé un groupement
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nitrosobutyl (Figure 38). L’association d’un anti-inflammatoire et d’'un groupement
donneur de NO confére a cette molécule une double activité ; une activité inhibitrice
sur COX-1 et COX-2 ainsi qu’'une activité vasculaire entrainant une vasodilatation
NO dépendante”®.
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Figure 38 : Formule semi-développée du NO-ibuproféne, NCX320

3.3.3.2.1. Etude préclinique de NO-ibuprofene, NCX 320

L'effet du NCX 320 est démontré dans une étude préclinique effectuée sur un
modeéle de souris dystrophiques, les souris a-SG-null. Dés I'age de 1 mois jusqu’a
leur 8 mois, elles sont traitées a doses équivalentes d’ibuproféene et de NO-
ibuproféne; 7 souris regoivent 50 mg/kg d’ibuproféne et 7 souris sont traitées par 65
mg/kg de NO-ibuproféne. Les souris du groupe témoin ne regoivent aucun
traitement”®.

Cette étude montre les effets bénéfiques de la greffe du groupement donneur de NO

sur I'ibuproféne.

Une amélioration de I'activité volontaire et de la résistance a I’exercice

L’activité musculaire des souris est évaluée grace a deux tests. Le premier, la roue
libre, permet d’évaluer la capacité de l'activité volontaire (Figure 39) ; le second, le

tapis roulant, permet de mesurer la résistance a I'exercice forcé (Figure 40).

L’efficacité du NCX 320 et de l'ibuproféne sur la capacité de l'activité volontaire est
comparée par rapport au groupe témoin. Pour cela, la distance parcourue dans la
roue libre en 24 h est mesurée dans les trois groupes de souris. Les souris traitées
par le NCX 320 montrent une augmentation significative de l'activité volontaire par
rapport au témoin. Les souris traitées par I'ibuproféne quant a elles montrent une

augmentation modeste de I'activité volontaire.
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Figure 39 : Distance parcourue en fonction du traitement administré, ibuproféne et NCX 320. De
'age de 1 mois jusqu’a leur 8 mois, les souris sont traitées a doses équivalents d’ibuproféne (50

mg/kg, n=7) et de NCX 320 (65 mg/kg, n=7). Les souris du groupe témoin ne regoivent aucun
traitement’”.

Puis, l'efficacité du NCX 320 et de l'ibuproféene sur la résistance a I'exercice est
mesurée grace au test du tapis roulant. Les souris traitées par le NCX 320 montrent
une résistance a l'exercice forcé supérieure au groupe témoin. Le traitement par

I'ibuproféne est inefficace dans I'amélioration de la résistance a I'exercice forcé.
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Figure 40 : Temps d'épuisement en fonction du traitement administré, ibuproféne et NCX 320.
De I'age de 1 mois jusqu’a leur 8 mois, les souris sont traitées a doses équivalents d’ibuproféne (50
mg/kg, n=7) et de NCX 320 (65 mg/kg, n=7). Les souris du groupe témoin ne recoivent aucun
traitement. Les souris traitées par le NCX 320 ont un temps d’épuisement significativement élevée par

rapport au témoin et au groupe traité par I'ibuproféne’.
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Cette étude montre la réelle efficacité du NCX 320 dans I'amélioration de l'activité

volontaire et de la résistance a I'exercice .

Une diminution de 'inflammation et des dommages musculaires

Le taux de CPK sérique (Figure 41) est mesuré a 2, 3 et 4 mois afin d’évaluer
inflammation et les dommages musculaires qui englobent les Iésions musculaires
ainsi que la dégénérescence de la fibre musculaire. Le traitement par NCX 320
induit une diminution significative du taux de la CPK par rapport au groupe contrdle
(48 % aprés 2 mois de traitement, 40 % a 3 mois et 41 % a 4 mois, p<0.05). Les
souris traitées par libuproféne ont également un taux de CPK diminué, mais

moindre.
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Figure 41 : Taux de CPK au cours du traitement par ibuproféne et NCX 320. L’activité de la
créatine kinase est mesurée en fonction du traitement administré et de I'4ge des souris traitées. Le
traitement par NCX 320 induit une diminution significative de l'activité de la CPK par rapport au
groupe contrdle (48 % aprés 2 mois de traitement, 40 % a 3 mois et 41 % a 4 mois, p<0.05). Les

souris traitées par I'ibuproféne ont également une activité de la CPK diminuée, mais moindre.

Le taux de CPK réduit sa progression dans le temps puis se stabilise avec le
traitement par NO-ibuproféne. L’effet anti-inflammatoire du NCX 320 est mis en
évidence en évaluant son activité inhibitrice des COX. Le NCX 320 inhibe la COX-1
et la COX-2 (CI50 de 8,1 + 1,1 et 21,6 + 1,2 M respectivement) de la méme fagon
que l'ibuproféne (CI50 de 11,7 + 1,2 M et 18,2 + 1,5 M respectivement)”.
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Une diminution du nombre d’infiltrats inflammatoires et de fibres nécrotiques

Des analyses histologiques sont effectuées au 4°™ et au 8™ mois de traitement afin
d’évaluer I'évolution des infiltrats inflammatoires et des fibres nécrotiques (Figure
42). Ces analyses sont effectuées sur le diaphragme, un muscle involontaire
endommagé dans les dystrophies musculaires. Les souris traitées par le NCX 320
montrent une diminution significative de 36 % des infiltrats inflammatoires par rapport
aux souris contrdle’. Une diminution de laccumulation de tissu cicatriciel
extracellulaire est visible et reflete la diminution du nombre des fibres nécrotiques.

Au contraire I'ibuproféne n’a pas réduit de fagon significative les fibres nécrotiques.
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Figure 42 : Nombre de fibres nécrotiques par mm? représenté en fonction du traitement
administré, ibuproféne et NCX320".

Ces données montrent que le nombre des fibres nécrotiques par mm? est trés faible
chez les souris traitées par NCX 320 avec moins de 4 fibres/mm? par rapport a celles
traitées par ibuproféne seul ou au groupe contréle avec une moyenne de 9 fibres

nécrotiques/mm?.

Une amélioration de la réparation musculaire

La réparation musculaire a lieu grace a la capacité de la cellule précurseur
myogénique musculaire a fusionner avec des myofibres existantes afin de générer

de nouvelles myofibres. Chez les souris atteintes de dystrophies musculaires, cette
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capacité est diminuée en raison de I'épuisement du réservoir de précurseur

myogénique suite a des réparations excessives.

Des biopsies sont effectuées a 8 mois de traitement afin de mesurer le nombre de
fibres (Figure 43). Lors du traitement par NCX320, une augmentation significative du
nombre de fibres. Au contraire, I'ibuproféne est totalement inefficace sur ce

phénomeéne.
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Figure 43 : Nombre de fibres nouvellement formées par mm? dans le muscle du diaphragme et

du tibia antérieur en fonction du traitement administré, ibuproféne et NCX320".

De plus, un marquage des précurseurs myogéniques a l'aide de CD34* permet de
constater une augmentation significative du nombre de ces cellules précurseurs dans

les muscles (Figure 44).
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Figure 44 : Pourcentage reflétant le nombre de cellules précurseurs myogéniques en fonction
du traitement administré, ibuproféne et NCX 320. Les souris traitées par le NCX320 montrent une

augmentation significative du nombre de précurseurs myogéniques’™.

Ces deux graphiques nous montrent que le groupement donneur de NO permet
d’induire une réparation musculaire. En effet, le nombre de fibres nouvellement
formées ainsi que le nombre de cellules précurseurs myogéniques sont plus

importants lors du traitement par NO-ibuproféne.

Le traitement par NCX 320 montre des effets thérapeutiques importants et
persistants. Certains effets sont propres au groupement anti-inflammatoire tels que
'augmentation de [lactivité volontaire et la diminution de [linflammation. Le
groupement donneur de NO permet d’améliorer la résistance a I'exercice forcé, de

réduire la nécrose des fibres et de maintenir la capacité de régénération musculaire.

Pour conclure cette partie, les études précliniques montrent que le naproxcinod et le
NO-ibuprofene ont des effets positifs sur la fonction musculaire des souris
myopathes. En effet, on constate une nette amélioration de la fonction musculaire
ainsi qu'une diminution significative de l'inflammation et de la présence de fibres
nécrotiques. Pour finir, on peut observer la présence de nouvelles fibres, signe d’'une
régénérescence musculaire. Le naproxcinod a obtenu le statut de médicament

orphelin dans le traitement des myopathies. En décembre 2009, un dossier de
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demande d’AMM auprés de I'agence européenne des médicaments avait été soumis
pour le naproxcinod dans le traitement de I'arthrose. Trois études cliniques de phase
3 avaient été effectuées et validées. Cependant, la FDA n’a pas approuvé le dossier

de demande d’AMM du naproxcinod dans le traitement de I'arthrose.

En novembre 2015, Nicox signe un contrat de licence exclusif avec Fera
Pharmaceuticals pour le développement et la commercialisation du naproxcinod aux
Etats-Unis. Fera pharmaceuticals se concentre sur le traitement des signes et
symptoémes de l'arthrose. Des travaux supplémentaires devront étre requis avant de
soumettre a nouveau un dossier de New Drug Application. Le contrat ne couvre pas

I'indication dans la dystrophie musculaire de Duchenne.
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CONCLUSION

Le NO est utilisé depuis plusieurs années dans la sphére cardiaque. Il est utilisé
sous forme inhalée dans le traitement de [’hypertension artérielle pulmonaire
persistante du nouveau-né. En effet, les études cliniques montrent une amélioration
de I'oxygénation grace a l'intervention de la NO-signalisation.

Dans le traitement de I'angor, la forme galénique utilisée détermine l'indication des
dérivés nitrés ou des sydnonimines. Dans le traitement de la crise angineuse, des
sprays sublinguaux sont utilisés. Au contraire, les formes galéniques dispositifs
transdermiques, comprimés et comprimés a libération prolongée sont utilisés dans le
traitement de fond de l'angor. Pour finir, I'angor instable est une urgence
médicamenteuse nécessitant une forme injectable intraveineuse.

Le nitroprussiate, utilisé initialement en cardiologie a été a I'étude dans le traitement
de la schizophrénie. Le NO intervient principalement au niveau de la modulation
synaptique de la dopamine et du glutamate. Les études cliniques de phase I
montrent une amélioration significative des symptdmes de cette pathologie.

Dans le cas des nouveaux donneurs de NO hybrides, des propriétés
supplémentaires aux molécules méres seules sont présentes. Certains nouveaux
donneurs de NO sont encore au stade des études précliniques, comme les NO-
statines. Cependant, les résultats obtenus sont positifs et prometteurs. Le
latanoprosténe bunod, proposé dans le traitement du glaucome est a un stade plus
avanceé. Par conséquent, une demande d’AMM est prévue aux Etats-Unis dans les
mois a venir. Le donneur de NO, naproxcinod, a I'étude dans le traitement des
dystrophies musculaire dispose du statut de meédicament orphelin. Il doit étre
développé par la société Fera Pharmaceuticals en contrat avec Nicox dans le
traitement de I'arthrose aux Etats-Unis.
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RESUME :

Le monoxyde d’azote (NO) est le seul neurotransmetteur gazeux connu chez les
mammiféres. Il est utilisé sous sa forme originelle, INOmax®, dans le traitement de
'hypoxémie présente chez les nouveau-nés atteints d’hypertension pulmonaire
persistante. Depuis les années 1980, les dérivés nitrés et les sydnonimines sont
utilisés en cardiologie, principalement dans le traitement de I'angor. Le nitroprussiate
de sodium, utilisé initialement en cardiologie dans le traitement de linsuffisance
cardiaque aigue, a été a l'étude en 2014 au « Massachusetts General Hospital »
dans le traitement de la schizophrénie.

L’objectif de cette thése est de relater les nouveaux donneurs de monoxyde

d’azote a I'étude. Le groupement nitrooxy butyl ester est greffé sur des molécules
déja existantes.
Les NO-statines (NCX 6550, NCX 6553 et NCX6560) ont une activité
antithrombotique et anti-inflammatoire qui se surajoutent a l'effet hypolipémiant. La
prostaglandine donneuse de NO, latanoprosténe bunod, est actuellement en
développement dans le traitement du glaucome et de I'hypertension oculaire et a
obtenu une licence a Bausch & Lomb en mars 2010. Une demande d’autorisation de
mise sur le marché a été réalisée aux Etats-Unis auprés de la Food and Drug
Administration. Les anti-inflammatoires donneurs de NO, naproxcinod et NCX 320,
sont a I'étude dans le traitement des dystrophies musculaires. Le naproxcinod a
obtenu le statut de médicament orphelin dans le traitement des myopathies. En
2015, Nicox signe un contrat de licence exclusif avec Fera Pharmaceuticals pour le
développement et la commercialisation du naproxcinod aux Etats-Unis. Cependant,
ce contrat ne couvre pas l'indication « dystrophie musculaire de Duchenne ».

Les composés donneurs de monoxyde d’azote ont donc un avenir prometteur
dans de multiples domaines thérapeutiques.
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