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AA : Acide Arachidonique
aa : acide aminé
ACF : Adjuvant Complet de Freund
AINS : Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens
Arg: Arginine
ARN : Acide RiboNucléique
ARNm : ARN messager
CE : Concentration Efficace
CI : Concentration Inhibitrice
CU : Concentration Ulcérogene
COX : Cyclooxygénase
CXB : Célécoxib
DE : Dose Efficace
DI : Dose Inhibitrice
DU : Dose Ulcérogene
EGF : Epidermal Growth Factor ou facteur de croissance ¢pidermique
FLAP : Five Lipoxygenase Activating Protein ou protéine activatrice de la 5-lipoxygénase
GAGs : GlycosAmino Glycanes sulfatés
GI : Gastrolntestinal
Gly : Glycine
HETE : Hydroxyéicosatétraénoique
HPETE : Hydroxyperoxyéicosatétraénoique
IL-1 : Interleukine-1
Kéto : Kétoprofene
LCA : Ligament Croisé Antérieur
Leu : Leucine
LOX : Lipoxygénase
LPS : Lipopolysaccharides
LT : Leucotriéne
MIA : MonolodoAcétate
MLX : Méloxicam
MMP : Matrix MetalloProteinases ou métalloprotéases matricielles
Mor : Morphine
NO : Monoxyde d’Azote
NOS : NO Synthase
iNOS : NO Synthase inductible
NPX : Naprox¢ne
OA : Arthrose
ORF: Open Reading Frame ou phase ouverte de lecture
PDGF: Platelet Derived Growth Factor ou facteur de croissance dérivé des plaquettes
PG : Prostaglandine
PGD; : Prostaglandine D,
PGDS : PGD Synthase
PGE,; : Prostaglandine E,
PGES : PGE Synthase
mPGES : PGE Synthase membranaire
cPGES : PGE Synthase cytosolique
PGF;,, : Prostaglandine F,,
PGH,; : Prostaglandine H;
PGI, : Prostaglandine I, ou Prostacycline



PGIS : PGI Synthase
PGHS : Prostaglandin Endoperoxide H Synthase
PGS : Prostaglandine Synthase
PLA; : Phospholipase A,
cPLA; : Phospholipase A; cytosolique
sPLA; : Phospholipase A; sécrétoires
PPAR : Récepteur des Activateurs de Proliférateur de Péroxysome
PR : Polyarthrite Rhumatoide
Ser : Sérine
RE : Réticulum Endoplasmique
RFX : Rofécoxib
TNFa : Tumor Necrosis Factor a ou facteur de nécrose tumorale
Trp : Tryptophane
Tx : Thromboxane
TXS: Thromboxane Synthase
Tyr : Tyrosine
UTR : Untranslated Region ou région non-traduite
Val : Valine
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I. ISOENZYMES DE LA CYCLOOXYGENASE

1.1. Généralités

L1.1. Protéines

Les cyclooxygénases (COXs) ou prostaglandine endoperoxyde H synthases (PGHS)
(EC 1.14.99.1) sont des enzymes clés de la voie de biotransformation de I'acide arachidonique
(AA). Elles catalysent la premicre étape de biosynthése des prostaglandines (PG) en assurant
la conversion de I’AA en prostaglandine H, (PGH,).
Les COXs existent sous deux isoformes au moins (Vane et Botting, 1996). La premiére,
COX-1, est une enzyme exprimée de fagon constitutive. Elle tient un r6le important dans de
nombreux processus physiologiques notamment la cytoprotection de la muqueuse digestive et
la régulation de I’hémodynamique rénale. COX-2, isoforme identifiée plus récemment (Xie et
coll, 1991) est inductible expérimentalement sous l'effet d’une stimulation par certaines
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, TNFa), des facteurs de croissance (PDGF, EGF), des
esters de phorbol (in vitro) ou encore par le lipopolysaccharide (LPS) (Kujubu et coll, 1991 ;
Sirois et coll, 1992). Elle est exprimée au cours de différents processus tels que
I’inflammation, I’ovulation et certains processus mitogénes. L’existence d’une seconde
isoforme de COX a été suspectée quand I’induction de I’expression d’une protéine aprés
stimulation par des cytokines a été mise en évidence (Raz et coll, 1989) et I’augmentation de
la synthese des PGs sous I’effet du LPS dans les monocytes humains (Fu et coll, 1990) puis
dans des macrophages péritonéaux de souris in vivo (Masferrer et coll, 1990). Cette
augmentation est inhibée par la dexaméthasone et associée a la synthése de novo d’une
nouvelle protéine de COX. COX-2 a alors été identifiée comme une isoforme distincte, codée
par un géne différent de celui de la COX-1 (Xie et coll, 1991 ; Xie et coll, 1992 et 1993,
O’Banion et coll, 1991 ; Kujubu et coll, 1991 ; Sirois et coll, 1992).
Les deux isoformes de COX ont des structures quaternaires identiques, mais elles different
dans la stabilit¢ de leurs structures secondaire et tertiaire. La structure de COX-2 est
globalement moins stable que celle de COX-1, notamment au niveau des sites actifs
cyclooxygénasique et peroxydasique (Xiao et coll, 1998). Ceci pourrait expliquer les
différences existant entre les 2 isoformes pour les interactions avec les substrats, les
activateurs ou les inhibiteurs.
Les propriétés enzymatiques des deux isoformes de COX sont également proches : elles
présentent un Ky, identique pour I'AA (3,0 uM pour COX-1 et 2,5 uM pour COX-2) ainsi que
des Vinax similaires (Meade et coll, 1993). Néanmoins, elles différent par certaines propriétés
dont la localisation chromosomique et la régulation de leurs génes, la taille de leurs messagers
(4 kb pour COX-2 et 2,8 kb pour COX-1) ou encore leur expression tissulaire (Tableau 1).
Aprés des régulations post-transcriptionnelles dans le réticulum endoplasmique (RE), les
formes matures de COX-1 et -2 ont une masse moléculaire apparente de 67-72 kDa. Trois
structures cristallographiques ont été publiées, la COX-1 ovine (Picot et coll, 1994 ; Garavito,
1994), la COX-2 recombinante humaine (Luong et coll, 1996) et la COX-2 recombinante
murine (Kurumbail et coll, 1996) (Figure 1 et Figure 2). Les structures cristallographiques ont
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permis de montrer que les enzymes de la COX sont des homodimeres glycosylés, solubles
dans les détergents. Chaque monomére est formé de trois sous-unités (Figure 1 et Figure 4): i)
un domaine N-terminal « EGF-like » impliqué dans la liaison des monomeres (du résidu 34
au résidu 72);, ii) un domaine de liaison a la membrane constitué de quatre hélices
amphipatiques, dont trois coplanaires, disposées en spirale (du résidu 73 au résidu 116)
(Figure 3); et iii) un domaine catalytique définissant un long canal hydrophobe au sein de la
protéine globulaire (du résidu 117 au résidu 160) (Garavito, 1996 ; Loll et coll, 1996).

Les deux isoformes ont des caractéristiques structurales voisines. Elles partagent en effet,
entre 60 et 65 % d’homologie au niveau de leurs séquences en acides aminés (aa) au sein
d’une méme espéce et entre les espéces. Leurs structures tertiaire et quaternaire sont par
conséquent trés similaires (Luong et coll, 1996 ; Kurumbail et coll, 1996). La structure
tertiaire du domaine catalytique présente des homologies avec les autres peroxydases de
mammifere (Picot et coll, 1994 ; Garavito, 1994), ce qui suggere que les COXs dérivent d’une
forme ancestrale de peroxydase soluble qui aurait acquis la capacité a se lier a la membrane
(Garavito et coll, 1994 ; Picot et coll, 1994). Cette hypoth¢se a récemment €té testée par
DeWitt et coll (Li et coll, 1998). L utilisation de constructions chiméres contenant le domaine
EGF-like et le domaine de liaison a la membrane a également suggéré que ces deux domaines
agissent comme un seul et unique motif pour créer une protéine membranaire a partir d’un
précurseur soluble. Ainsi les isoenzymes de la COX interagiraient avec la membrane du RE
par ’intermédiaire de la pénétration du domaine de liaison a la membrane de I’enzyme dans le
premier feuillet de la membrane pour devenir des protéines membranaires monotopiques.

Les mécanismes permettant la maturation, les régulations post-transcriptionnelles, la
localisation et 1’adressage des isoenzymes de la COX ne sont pas encore tous élucidés.
Cependant, les structures cristallographiques des deux isoformes devraient permettre de
réaliser les expériences nécessaires a |’explication du mécanisme d’insertion dans la
membrane et d’adressage des protéines (Garavito et DeWitt, 1999).
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Site péroxydase
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Domaine de liaison & la membrane

Figure 1 Structure en ruban d'un monomeére de COX-1 ovine, vu depuis l'interface du dimeére. Le
groupement héme est représenté en rouge, le site de fixation du flurbiproféne (dit actif) est
représenté en jaune. Les domaines EGF-like, de liaison a la membrane et le domaine catalytique sont
représentés respectivement en vert, orange et bleu. Plusieurs unités saccharidiques sont schématisées
au niveau des sites de glycosylation (d’aprés Garavito et DeWitt, 1999).

Figure 2 Structure en ruban d'un dimére de COX-1 ovine montrant la relation entre le groupement
héme (rouge), le site de fixation du flurbiproféne (jaune) et la position dans le feuillet interne de la
bicouche du RE (d‘apres Garavito et DeWitt, 1999).
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Figure 3 A : Structure en ruban des hélices A, B, C et D du domaine de liaison & la membrane de la
COX (d‘aprés Smith et coll, 2000); B : Séquences en aa des domaines de liaisons a la membrane de
COX-1 ovine et de COX-2 humaine (d'aprés Spencer et coll, 1999).
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L1.1.a. Site actif

Il est important de noter I’existence de différences subtiles au niveau du site catalytique des
deux isoformes.

Le site catalytique est un long canal hydrophobe dans lequel s'engage le substrat pour y étre
transformé. L'entrée du canal est aménagée par les hélices du domaine membranaire (Figure
3) (Garavito, 1996). Les sites actifs cyclooxygénasique et peroxydasique sont adjacents mais
distincts, le site peroxydasique se situant au dessus et n’ayant aucune continuité avec le site
cyclooxygénasique. La résolution de la structure cristallographique de COX-1 (Picot et coll,
1994) a permis de confirmer qu’un certain nombre d’aa jouent un role important. Ainsi, la
tyrosine en position 385 (Tyr385) (a proximité de l'apex du canal hydrophobe) est
indispensable a l'activité cyclooxygénasique. L'arginine en position 120 (Argl20) permet,
quant a elle, la fixation de I'AA ou d'un AINS par leur fonction acide carboxylique. Certaines
molécules de type « apirine-like », comme le flurbiproféne, inhibent COX-1 en éliminant
I’arachidonate de la partie supérieure du canal. La Tyr385 et la Ser530 (ovine ou 529
humaine) se situent a I’apex de ce long canal. L’aspirine inhibe de fagon irréversible la COX
en acétylant la Ser530, empéchant ainsi 1’accés de I’AA au site actif de ’enzyme. Le
stéreoisomere S(-) du flurbiproféne interagit via sa fonction carboxylique avec 1’Argl20,
plagant un second cycle phényl en contact avec la Tyr385. Cependant, il peut exister de
nombreux autres sites permettant aux drogues de se fixer dans ce canal. Il existe d’ailleurs
plusieurs aa identiques dans les deux isoformes de COX comme I’Argl06, la Ser516 ou la
Tyr371 (Figure 5). En revanche, dans le site actif de COX-2, une Val509 remplace 1Tle523
dans COX-1 (Mancini et coll, 1995). Ce changement permet d'augmenter le volume
accessible autour de la Tyr371, et malgré les 89 % d'homologies entre les sites actifs des deux
enzymes, COX-2 a un canal hydrophobe 25 % plus large que celui de COX-1. COX-2 dispose
également d'une poche supplémentaire (« side pocket ») qui augmente le volume du site actif
de 17 % par rapport a celui de COX-1 et lui autorise une plus grande variété de substrat
(Luong et coll, 1996 ; Kurumbail et coll, 1996). De plus, il existe au moins deux
conformations possibles pour COX-2 qui posse¢de ainsi une plus grande flexibilité¢ que COX-1
(Luong et coll, 1996).

Ces études cristallographiques ont permis de fournir des bases explicatives aux différences de
comportement des AINS vis-a-vis des deux isoenzymes. Par exemple, l'aspirine cause une
inhibition irréversible de COX-1 et de COX-2 par modification covalente. Cette réaction se
décompose en deux phases : dans un premier temps, I’aspirine se fixe sur I’Arg120 ou 106 par
son acide carboxylique puis acétyle la Ser530 dans COX-1 ou 516 dans COX-2. Cependant,
le blocage stérique empéche toute fixation du substrat et donc toute synthése de métabolites
dans COX-1 alors que la forme acétylée de COX-2 conserve une activité enzymatique
anormale permettant la biotransformation de 'acide arachidonique vers la formation de I'acide
15-hydroxyéicosatétraénoique (15(R)-HETE). Ceci pourrait étre expliqué par la différence de
taille entre les deux sites actifs. La structure cristallographique a suggéré que le blocage du
site de COX-1 intervienne par I’intermédiaire d’une liaison hydrogene a une Argl20 polaire.
Ce résidu est aussi présent dans COX-2. C’est cette seule différence qui joue un role critique
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dans la sélectivité d’inhibition de nombreux AINS. En position 523, se trouve une lle dans
COX-1 et une Val dans COX-2. La Val, résidu plus petit avec un groupement méthyle, laisse
un espace plus grand dans le canal de COX-2, donnant acces a la poche latérale, ou se fixe la
majorité des molécules sélectives (Hawkey, 1999). La seule substitution d’une Ile en Val, est
suffisante pour passer d’une COX-1 non inhibée, a une COX-1 pouvant étre inhibée par des
inhibiteurs sélectifs de COX-2 (Luong et coll, 1996 ; Gierse et coll, 1995). Ce remplacement
supprime ainsi la restriction existant a ’entrée du canal secondaire et permet I’acces a des
inhibiteurs de plus grosse taille (Wong et coll, 1997).

Le développement de molécules basé sur cette observation est illustré par les AINS de la série
du flurbiproféne. En effet, la modification progressive et [’extansion du groupement méthyle
du flurbiproféne conduit & des molécules ayant une sélectivité accrue vis-a-vis de COX-2, du
fait de leur capacité a se fixer a la poche latérale, et de leur trop grosse taille pour se fixer au
site de COX-1. La plupart des inhibiteurs sélectifs de COX-2 ont une structure qui leur permet
une fixation au niveau de la poche latérale, souvent par un groupement sulphonyle, sulphone
ou sulphonamide.

D’autre part, la cinétique d’inhibition de COX-2 est différente de celle de COX-1.
L’inhibition de COX-1 est instantanée et il s’agit d’une inhibition compétitive réversible,
comme le laisse présager un processus impliquant une liaison hydrogene. L’inhibition de
COX-2 est dépendante du temps, la sélectivité se développant en 15 a 30 minutes (le Dup 967
n’a pas été identifié initialement comme un inhibiteur sélectif & cause de ce délai) et est
irréversible. Le role de la liaison covalente et/ou des changements conformationnels
secondaires dans le canal ne sont pas encore clairement établis (Hawkey, 1999).

1.1.1.b. Régions N et C-terminales

Les principales différences existant entre les deux isoformes de COX se situent dans les
régions N- et C-terminales. En effet, COX-2 présente un peptide signal tronqué, un site de
glycosylation supplémentaire du c6té N-terminal (Nemeth et coll, 2001) et une insertion de 18
aa a l'extrémité C-terminale (propriété utilisée pour générer des anticorps anti-COX-2) (Smith
et DeWitt, 1996). Les régions C-terminales des deux isoformes correspondent a un signal de
rétention et d’adressage de type KDEL par le RE (Smith et DeWitt, 1996 ; Pelham, 1989).
Des études des régions C-terminales des deux isoformes pour la rétention au niveau du RE
par des expériences de mutageneése ont donné des résultats assez contradictoires (Ren et coll,
1995 ; Regier et coll, 1995 ; Song et coll, 1996 ; Li et coll, 1998). Des mutations d’un résidu
Leu dans la région C-terminale de COX-1 conduisent a la perte de I’activité cyclooxygénase.
Par contre au niveau de la région équivalente de COX-2, la mutation de ce méme résidu en
Asp ne conduit qu’a une légére perte d’activité. Ces résultats suggérent que la région C-
terminale a un role différent sur la fonction catalytique des deux isoformes de COX. Cette
région présente un intérét supplémentaire car, dans les cellules transfectées exprimant COX-1,
elle est accessible depuis le cytoplasme alors que les autres épitopes ne sont accessibles qu’a
partir de la lumiére du RE (Ren et coll, 1994 ; Otto et Smith, 1994).

Des travaux récents (Guo et Kulmacz, 2000) ont confirmé que la région C-terminale joue un
role dans Pactivité catalytique de la COX, avec une influence plus prononcée dans COX-1
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que dans COX-2. Cette différence s’expliquerait par le fait que la région C-terminale de
COX-2 s’étend plus loin dans le domaine glomérulaire.

Tableau 1 Comparaison des principales caractéristiques des deux isoformes de cyclooxygénase

Critéres COX-1 COX-2
Homologies - protéines monotopiques membranaires, glycosylées
- 60% d'homologies de leurs séquences en aa
- conservation des domaines catalytiques
- propriétés enzymatiques : Km et Vmax voisines pour ’AA
Gene
Localisation Chr (murin), 9 (homme) Chr 1
Taille 22-23 kb 8-9 kb
Régulation Expression constitutionnelle Faiblement constitutionnelle

Niveau d'expression
Effets des

Faiblement inductible
Peut augmenter de 2 a 4 fois
Peu ou pas d'inhibition directe de

Fortement inductible
Peut augmenter de 10 a 80 fois
Réduction de la transcription et

glucocorticoides l'activité enzymatique inhibition de la traduction
ARN messager 2,8 kb 4,1 kb
nombreux motifs AUUUA dans
3'UTR
¢léments de transcription en 5’ ¢léments de transcription en 5'
(AP-2 et NF-I1.-6) (NF-kB, AP-2, NF-IL-6 et CRE)
Protéines
Nbre d'aa 599-602 603-604
PM ~ 70 kDa, 3 sites de glycosylation ~ 70 kDa, 4 sites de glycosylation
Peptide signal 25 aa 17 aa absents dans la protéine

Région C-term

mature
insertion de 18 aa supplémentaires
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Figure 4 Structure cristallographique d'un dimére de COX-1 ovine, solubilisé par du détergent. Trois
parties sont localisées : 1) le groupement héme prosthétique ; 2) le dernier résidu aa identifié, Arg586
(R586); 3) le domaine de liaison a la membrane (d‘aprés Guo et Kulmacz, 2000).
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1PRH (Sheep) COX-1

»

Argl20

Figure 5 Alignement des structures en ruban de COX-1 ovine (bleu) et de COX-2 murine (violet) et
agrandissement du site actif pour localiser les aa importants
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1.1.2. Génes

[.1.2.a. Structure des génes

Le géne de COX-1 est un géne domestique de 22 kb avec 11 exons, (Figure 6) (Kraemer et
coll, 1992), localisé sur le chromosome 9 chez ’homme. Son messager n’a pas de TATA box
(Figure 7). Le géne de COX-2, localisé sur le chromosome 1 chez I’homme (Yokoyama et
coll, 1989), est compact (8,3 kb), avec seulement 10 exons, dont le plus grand code pour une
région 3’-UTR. Le géne de COX-2 humaine (Figure 6) a une taille de 8,3 kb, et est identique
aux genes de COX-2 de souris et de poulet mais plus petit que le géne de COX-1 humaine (22
kb). La séquence de son ADNc présente 60% d’homologie avec celle du géne non-inductible.
L’ARNm de la forme inductible mesure 4,5 kb alors que celui de la forme constitutive mesure
2,8 kb (Tableau 2).

Le niveau d’expression de COX-2, normalement trés faible, est régulé de facon stricte par un
certain nombre de facteurs incluant les cytokines, les messagers intracellulaires et la
disponibilité en substrat.

1.1.2.b. Régulation

L’activité enzymatique des COXs présente un renouvellement rapide, impliquant la régulation
de I’expression au niveau du géne. L’expression des génes de COX-1 et de COX-2 est
largement régulée. Les deux isoenzymes de COX différent au niveau de leur régulation. Elles
peuvent &tre régulées aussi bien au niveau transcriptionnel qu'au niveau post-transcriptionnel.
Le géne de COX-1 a un promoteur caractéristique d'un gene domestique (ne possédant pas de
TATA box) alors que celui de COX-2 a les caractéristiques d'un gene précoce (Herschman,
1991). La région 5’-UTR de COX-2 comprend différentes séquences de régulation dont une
TATA box et plusieurs éléments activateurs inductibles, dont les éléments promoteurs pour le
NF-kB (-223/-214) et le facteur nucléaire interleukine-6 (CEBP/NF-IL6 ; -132/-124) et
1’é1ément de réponse a I’AMPc (CRE/E-box ; -59/-49) (Figure 8) (Appleby et coll, 1994). Ces
¢léments sont impliqués dans la régulation du geéne par les endotoxines (Mestre et coll, 2000).
Deux sites AP-2, trois sites SP1 et un site Ets-1 ont également été identifiés (Figure 8).

Le géne de COX-2 est rapidement induit en réponse a des promoteurs de tumeurs, des
cytokines et des facteurs de croissance (Smith et DeWitt, 1996). De plus, I’expression est
régulée, positivement ou négativement, par des oncogenes et p53 (Subbaramaiah et coll,
1996 ; Kutchera et coll, 1996 ; Sheng et coll, 1997). L’induction rapide de COX-2 fait
intervenir une cascade de réactions impliquant les protéines kinases et de nombreux facteurs
de transcription dont NF-xB (Hwang et coll, 1998). L’¢lément CRE est impliqué dans la
transcription de COX-2 au niveau du promoteur chez la souris et dans les cellules
endothéliales (Wadleigh et coll, 2000 ; Xie et Herschman, 1995). Les éléments CRE et E-box
semblent fortement impliqués dans I’augmentation de 1’expression de COX-2 et la synthése
des PGs, notamment dans les macrophages (Mestre et coll, 2001). Les kinases MAPK/ERK
(MEEK1) et la kinase N-terminale c-Jun (JNK) prennent part a I’induction par ’intermédiaire
d’une protéine adapter.
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La région 3' non-traduite de son messager, contenant 22 séquences AUUUA (dites de Shaw-
Kamen) (Appleby et coll, 1994) lui confére également une certaine instabilité et d’ailleurs
certaines cytokines proinflammatoires comme I’IL-1(3 pourraient favoriser la traduction de
COX-2 en stabilisant ses messagers (Ristimaki et coll, 1996). En revanche, les
glucocorticoides (dexamethasone, DEX) qui sont capables de bloquer la transcription de
COX-2, favoriseraient la dégradation de ses messagers (Masferrer et coll, 1990). La
cartographie de la région 3’ a montré que cette région peut subir une polyadénylation
alternative, conduisant a D’existence de deux isoformes distinctes d’ARNm : COX-24¢4 et
COX-2,5 (Ristimaki et coll, 1996). Apres le traitement par la DEX, la forme COX-2, ¢ décroit
plus rapidement alors que la forme COX-2,5, suggérant que les éléments dans la 3°-UTR
participent a la déstabilisation du messager. D’autres études de mutagenése ont montré que les
domaines induits par les cytokines et les domaines d’instabilité sont dissociables (Gou et coll,
1998). Plusieurs protéines capables de se lier aux ARNm ont été identifiées comme des
régulateurs de leur stabilité. Il faut maintenant réussir a établir par quels mécanismes
moléculaires ’ARNm de COX-2 est régulé et dégradé, et comment ceci contribue a
I’expression du géne dans des conditions physiologique et pathologique. Récemment (Faour
et coll, 2001), il a été montré que le messager de COX-2 pouvait étre stabilisé, par
I’intermédiaire de p38, dans les synoviocytes par les PGE,.

Les glucocorticoides, comme la dexaméthasone, si lient & leur récepteur membranaire, puis
traversent la membrane pour interagir avec des récepteurs intra-cellulaires (Truss et coll,
1993). La liaison du ligand sur son récepteur provoque la translocation du complexe dans le
noyau, ou ils modulent ’expression de genes de fagon positive ou négative (Bamberger et
coll, 1996). L’inhibition de la transcription du géne de COX-2 serait due a ’association des
glucocorticoides avec Rel A, la sous-unité de p56 de NF-xB (Caldenhoven et coll, 1995).
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Figure 6 Structure des génes de COX-1 et de COX-2 humains et représentation schématique de leurs
transcrits (ARNm et protéine)
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Figure 7 Représentation schématique de la séquence promotrice du géne humain de COX-1, avec les
facteurs de transcription AP-2, Myb, GATA, Sp1, NF-IL6 et Sp1 (d'aprés Subbaramaiha et coll, 1997).
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Figure 8 Représentation schématique du géne de COX-2 humaine et des différents éléments du
promoteur (Spl, CRE, NF-xB, ETS-1, AP2, C/EBP et la boite TATA). Deux isoformes de I'ARNm de
COX-2 sont formées par une polyadénylation alternative (indiquée par les fleches). Les ARNm ont
plusieurs répétitions du motif AUUUA (indiquée par les lignes verticales). L’ARNm de 4,6 kb est plus
instable que celui de 2,8 kb. La régulation de I'expression de COX-2 fait intervenir des contrbles
transcriptionnels tout comme un contrdle de la stabilité du messager (d’aprés Hla et coll, 1999).
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|.2. Localisation cellulaire

Les COXs sont toutes deux des enzymes membranaires monotopiques, présentes au niveau de
la membrane du RE et de l'enveioppe nucléaire (Tableau 2). Récemment, il a été montré
(Spencer et coll, 1998) que les deux isoformes de COX sont présentes en quantités égales au
niveau des feuillets interne et externe de la membrane nucléaire de divers types cellulaires.
Ces résultats sont cohérents avec une répartition uniforme de COX-1 et -2 dans les
membranes cellulaires et ne confirment pas les premicres ¢tudes ayant suggéré une
localisation nucléaire préférentielle de COX-2 (Morita et coll, 1995). D’autre part, une forme
soluble de COX-2 a été récemment mise en évidence dans le cytosol de macrophages murins
stimulés par du LPS et cette derni¢re semble provenir d’une néosynthése et non d’un
relargage a partir des membranes (Patel et coll, 1999).

Tableau 2 Localisation, roles et substrats des deux isoformes de COX

Critéres COX-1 COX-2
Localisation subcellulaire Membranaire
Localisation tissulaire
Type cellulaire - Plaquettes, cellules - Prostate, poumons, cerveau
endothéliales - Monocytes activés ou fibroblastes

- Synoviocytes et chondrocytes au
cours de l'inflammation
Organe ou tissu - Estomac, rein, prostate et la - La plupart des tissus apres
plupart des autres tissus stimulation par hormones,
cytokines, facteurs de croissance
ou ester de phorbol
- Follicules avant l'ovulation

Réle Enzyme de régulation : Enzyme d'adaptation : production
production basale des PGs stimulée des prostaglandines
- réponses autocrine/paracrine - processus inflammatoire (génes
des cellules aux hormones induits par la réaction
circulantes inflammatoire)
- physiologie rénale, digestive et - croissance cellulaire (gene
vasculaire précoce contrdlant la mitogenése)

- transduction du signal hormonal
régulant ['ovulation

Substrat AA (C20 :4) AA (C20 4)
acide gras en C18 et C20 : 3

1.3. Activité catalytique

La réaction chimique catalysée par les COXs est décomposée en deux étapes, impliquant
successivement les deux activités de I’enzyme. L’AA, substrat majoritaire de 1’enzyme
(Leslie, 1997) doit étre libéré au préalable par une phospholipase A; (PLA;) a partir des
phospholipides membranaires (Figure 9).

La premiere étape de la réaction catalysée par la COX, au niveau du site cyclooxygénasique,
consiste en une réaction de cyclooxygénation de I’AA pour former du PGG,. Ensuite, le
PGG, est réduit au niveau du site peroxydase, impliquant la réduction du groupement
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hydroperoxyde du PGG, pour former 1’alcool PGH, (Figure 9). La réaction chimique telle
qu’elle a été postulée par Dietz et coll, 1988, a subi un certain nombre de modifications
permettant d’expliquer la stimulation de [’activité cyclooxygénasique par les agents
réducteurs (Bambai et Kulmacz, 2000). En effet, les agents réducteurs comme le phénol
peuvent avoir un effet double sur I’activité COX, a forte concentration (en général >1mM), le
phénol inhibe I’activité COX alors qu’a faible dose (entre 0,1 et 1 mM), il Iactive.

Phospholipides

1 Phospholipase A,

Acide Arachidonigue
Cyciooxygenase \Voie fipooxygenase
{cyclooxygenisation)
Leucotrithe
GG

Cyclooxygenase
(peroxidation)

X S}":”j”m/ PGH; \.IW\?S‘!&':PUrérase

Txh, PGl
l isomérase l
PG PGEy
\d - /

PGFy

Figure 9 Principales voies de biosynthése utilisant 'AA comme substrat

L.3.1. Régulation de I’activité enzymatique

Différents facteurs peuvent expliquer la différence de régulation cellulaire de la réaction
catalysée par les deux isoformes de la COX (Kulmacz, 1998) :

- L’accés des deux isoformes a différents pools d’AA, dii & une compartimentation
différentielle ou & un couplage avec différentes phospholipases ou protéines accessoires.
COX-2 formerait des PGs a partir de I’AA endogene, alors que COX-1 utilise I’AA exogene
(Reddy et coll, 1994). Les deux isoformes de COX ont une répartition similaire, dans les
membranes externes de différents types cellulaires (Spencer et coll, 1998). D’autres enzymes
de synthése des PGs et des précurseurs lipidiques sont aussi trouvés en dehors des
membranes, dans le cytosol (Bozza et coll, 1997).

- La dépendance de I’activité des isoformes de COX 4 la concentration en AA.
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- La différence dans la concentration de peroxyde d’hydrogéne activateur (Lu et coll, 1999).
L’activation de ’enzyme passe par la réaction entre le site peroxydase de I’enzyme avec le
peroxyde d’hydrogéne. Une molécule de PGHS conduit a la formation de 10’ molécules de
PGGs;, lui-méme un peroxyde d’hydrogene (Marshall et coll, 1987), dont la diffusion conduit
a P’activation massive de la PGHS suivant un puissant rétrocontrdle. Le contrdle de cette
réaction peut étre réalisé grace a des piégeurs de peroxyde d’hydrogeéne, comme la gluthation
peroxydase qui capte le PGG,. L’activation de COX-2 nécessite une quantité¢ moindre de
peroxyde (2 nM) que celle de COX-1. Les deux isoformes répondent donc toutes deux de
fagon différente au peroxyde, méme si elles sont présentes dans le méme compartiment
(Capdevila et coll, 1995 ; Kulmacz et Hwang, 1995). Ainsi, une fraction considérable de
COX-2 sera catalytiquement active, alors qu'une grande partie de COX-1 restera latente.
Dans ces conditions, la libération de I’AA par les phospholipases cellulaires permet la
synthése de PGs par COX-2 mais pas par COX-1. La régulation de 1’activité des COXs par le
peroxyde d’hydrogéne permet de relier cette voie & celle du NO, car le peroxinitrite, un
métabolite du NO, est un activateur de COX (Landino et coll, 1996 ; Nédélec et coll, 2001).
La premiére étape de conversion de I’AA en PGH, prend place dans le site actif de COX, ou
deux molécules d’oxygeéne sont ajoutées a I’arachidonate pour former un intermédiaire
bicyclique, le PGG,. La nature monotopique des COXs a une signification dans la fixation du
substrat. Le domaine de fixation a la membrane permet non seulement I’ancrage de la protéine
a la membrane mais correspond aussi a I’entrée du site actif. Cette particularité structurale
permet & I’AA de passer directement du compartiment hydrophobe de la bicouche lipidique
au site actif de ’enzyme correspondant & un long canal hydrophobe (25A) qui débute au
niveau du domaine de liaison a la membrane en Tyr385 (Picot et coll, 1994). Dans ce canal
hydrophobe, on trouve quelques aa polaires, dont ’Argl20 et la Ser530, qui présentent un
intérét particulier. L’ Arg120 positionnée a mi-chemin entre ’entrée et le site actif et 1a Ser530
correspondant au site d’acétylation de ’aspirine (Loll et coll , 1995) (Figure 10 et Figure 11).
On ne connait pas actuellement les détails de la fixation de I’AA au site actif de COX, mais la
connaissance de la steechiométrie des réactions chimiques et les structures cristallographiques
ont permis d’expliquer le rdle de certaines positions clés. Notamment, 1’Arg 120, I’un des
quelques aa chargés du site actif de COX-1, interagit avec les groupements carboxyliques des
AINS de la classe des acides arylpropioniques, comme le flurbiproféne. Des études de
mutagenése ont clairement établi que cet aa joue un role critique pour activité COX et dans
I’inhibition de COX-1 par la plupart des AINS, par la fixation au groupement carboxylique de
I’AA ou d’autres acides gras ou encore des AINS acides. A partir de I’Argl20, I’AA suivrait
sa voie jusqu’au site actif ou il formerait probablement une structure en téte d’épingle entre
ses carbones 9 et 11. La liaison de |’arachidonate pourrait alors se faire de telle sorte que la
Tyr385 puisse enlever le pro(S) hydrogene du carbone 13 de I’acide gras (Figure 11). Il existe
deux mécanismes possibles pour la fixation de la portion restante du substrat : les carbones
14-20 pourraient retourner vers le canal hydrophobe ou se bloquer dans un « cul de sac » du
site actif.
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Arachidonate

Ser 530

Figure 10 Interaction du substrat avec le site actif de COX
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Figure 11 Représentation schématique des interactions entre I'AA et les aa du site actif bordant le
canal hydrophobe de COX. Les lignes pointillées représentent des interactions <4A entre les chaines
latérales des aa avec des atomes de carbone ou d'oxygéene de I'AA. Les résidus indiqués en italique et
soulignés n'interagissent pas avec I'AA (d‘aprés Thuresson et coll, 2001).

1.3.2. Interaction avec le substrat

Les COXs catalysent deux réactions séparées, dont une réaction de cyclooxygénation sur le
site cyclooxygénasique, dans laquelle I’AA est converti en PGG; et une réaction de

e



Etude bibliographique

peroxydation, consistant en la réduction de deux électrons, dans laquelle le PGG; est converti
en PGH, (Smith et coll, 2000 ; Marnett et coll, 1999). Ces réactions se produisent dans des
sites physiquement distincts mais qut intéragissent. La réaction débute par I’étape limitante de
libération du 13-pro-S-hydrogéne a partir de I’AA, conduisant a la formation du radical
arachidonyl (Tsai et coll, 1995). Puis, 1’addition séquentielle d’un oxygene sur les carbones
C-11 et C-15 permet la formation du PGG;. Les AINS entrent en compétition avec I’AA pour
le site de fixation sur le site cyclooxygénasique (Picot et coll, 1994 ; Kurumbeail et coll, 1996 ;
Luong et coll, 1996), inhibant ainsi 1’activité cyclooxygénasique et épargnant I’activité
peroxydasique (Mizuno et coll, 1982 ; Rome et coll, 1975 ; Marchall et Kulmacz, 1988).
L’AA se lie au site actif cyclooxygénasique dans une conformation en L, en établissant au
total 48 interactions hydrophobes et deux contacts hydrophiles avec la protéine, qui
impliquent 19 résidus aa différents (Figure 11). Plusieurs aa situés dans la premiere partie du
canal hydrophobe interagissent avec d’autres résidus, mais restent au-dela de la distance d’une
liaison de Van der Waals. Méme si I’AA peut adopter 10’ conformations différentes (Gund et
Shen, 1977), seules 3 sont compétentes d’un point de vue catalytique (Thuresson et coll,
2000) : une conduit a la synthése de PGG,, une autre au (11R)-HPETE et la troisiéme aux
(15R)- et (15S)-HPETE.

Des études de mutation des acides aminés du site actif de ’enzyme ont montré, que i) le
groupement guanidine de I’ Argl20 était important pour la liaison de forte affinité¢ de I’AA a
COX-1 (Mancini et coll, 1995 ; Bhattacharyya et coll, 1996), mais pas pour la liaison 8 COX-
2 (Greig et coll, 1997 ; Rieke et coll, 1999) ; ii) la Tyr385 était impliqué par son groupement
tyrosyl a I’extraction du 13-pro-S-hydrogene de I’AA (Shimokawa et coll, 1990 ; Tsai et coll,
1994) ; et iii) la SerS30 et I'lle523 étaient déterminantes dans la spécificité d’inhibition
(DeWitt et coll, 1990 ; Shimokawa et Smith, 1992 ; Guo et coll, 1996 ; Wong et coll, 1997 ;
Gierse et coll, 1996). Une étude récente (Thuresson et coll, 2001) a montré 1’importance de 7
résidus bordant le canal hydrophobe de COX-1 parmi les 19 impliqués dans 1’interaction de
I’AA avec le site de COX, dans le positionnement de I’AA, dans 1’affinité de la liaison de
I’AA au site actif de COX-1 ou dans ’optimisation de la réaction catalysée par COX-1
(Figure 11 et Tableau 3).

La formation d’un complexe entre la COX et I’AINS provoque des changements
conformationnels de I’enzyme. Cette hypothése est supportée par différentes études ayant
montré que les inhibiteurs responsables d’une inhibition dépendante du temps protégent
contre des clivages protéolytiques en Arg277, résidu de la boucle située a distance du site de
fixation des inhibiteurs (Kulmacz et Lands, 1982 ; Chen et coll, 1987 ; Kulmacz, 1989 ;
Kalgutkar et coll, 1996). Les inhibiteurs compétitifs sont aussi capables de protéger COX-1,
mais cette protection n’est pas aussi compléte ou aussi longue qu’avec les AINS provoquant
une inhibition dépendante du temps (Kalgutkar et coll, 1996). L’héme, qui se lie & un site
différent de celui de liaison de I’AINS, protége aussi ’enzyme de la protéolyse, reflétant la
flexibilité globale de ces enzymes.

La comparaison des structures cristallographiques des isoenzymes de COX interagissant avec
différents AINS responsables d’une inhibition dépendante du temps, n’a révélé¢ que de trés
faibles différences structurales. De plus, il a été montré que la fixation d’un AINS réduit la
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flexibilité intrinseque de ’enzyme, au niveau des aa 118 a 122 et de I’hélice D du domaine de
liaison a la membrane de COX-2 murine (Figure 3) (Smith et coll, 2000 ; Kurumbail et coll,
1996). Dans COX-2 humaine, la fixation d’un AINS expérimental, RS57067, conduit & une
flexion de 2,3 A de la chaine latérale de I’Argl06, ainsi qu’a une détorsion partielle de
I’hélice D (Luong et coll, 1996). D’autres changements structuraux subtils surviennent dans
COX-2 apres la fixation d’un AINS (Kurumbail et coll, 1996), mais aucun n’est suffisamment
important pour induire la protection protéolytique ou I’inhibition dépendante du temps.

Tableau 3 Role critique de plusieurs résidus aa dans l'interaction de I'’AA avec COX-1 pour la synthése
de PGG; (d’apres Thuresson et coll, 2001)

Résidu et position Role dans Pinteraction COX-1-AA

Tyr385 Fournit un radical tyrosyl nécessaire & I’initiation de I’étape
limitante de la réaction

Tyr348 et Gly533 Interaction hydrophobe entre I’AA et I’enzyme

Argl20 Interaction ionique avec le groupement carboxyle terminal de

I’AA = ligison haute affinité du substrat
Val349, Trp387, Leu534 Interaction hydrophobe = positionnement de ['AA

Val349 Stabilisation de la partie carboxyle de I’AA = positionnement
correct du C-9 par rapport au C-11 pour une synthése
efficace d’endoperoxyde

Trp387 Stabilisation de I’interaction avec le C-11

Leu534 Fournit I’encombrement stérique bloquant I’oxygénation

- primitive en C-15

1.3.2. Réle du monoxyde d’azote (NO)

Le NO est un médiateur aux fonctions multiples, produit et agissant sur différentes cellules,
notamment au cours de I’inflammation et de la destruction autoimmune des tissus (Bredt et
Snyder, 1994). Les concentrations en NO dans le liquide synovial de patients arthritiques sont
¢élevées (Farrell et coll, 1992 ; Belmont et coll, 1997) et I’expression de la NO synthase
inductible (iNOS) a ét¢ mise en évidence dans la membrane synoviale au cours de la
polyarthrite rhumatoide (Mclnnes et coll, 1996). Ce médiateur pourrait contribuer au maintien
de l’inflammation dans la membrane synoviale pendant 1’arthrite et participer a sa
prolifération.

Plusieurs études récentes ont montré ’existence de relations entre les voies de la NOS et de
COX a plusieurs niveaux (Nédélec et coll, 2001; Swierkosz et coll, 1995 ; Salvemini et coll,
1993). iINOS et COX-2 sont en effet, co-induites au cours de plusieurs processus, dont
I’inflammation (Lianos et coll, 1998 ; Goodwin et coll, 1999).

Certaines molécules dérivées du NO activent les COXs (Salvemini et coll, 1993). Le NO
potentialise I’expression de COX-2 induite par I'IL-1 dans les cellules mésangiales de rat
(Tetsuka et coll, 1996). Une étude récente (Honda et coll, 2000) a montré que le NO généré
de fagon exogéne était capable de stimuler I’expression de COX-2 dans les synoviocytes
arthritiques humains (mis en présence d’un donneur de NO). Cette étude a permis de montrer
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que le NO joue un rdle critique dans la régulation de I’expression de COX-2 dans la
membrane synoviale au cours de Parthrite et que le NO et COX-2 pourraient interagir de
fagon fonctionnelle pour augmenter la réaction inflammatoire en induisant d’autres
médiateurs de I’inflammation. L’héme de la cyclooxygénase peut réagir avec le NO
(Goodwin et coll, 1998) et des études suggerent que le peroxynitrite, espéce trés réactive
formée a partir du NO et de I’anion superoxyde, peut aussi réagir directement avec COX pour
activer la synthése des PGs (Goodwin et coll, 1999). Le peroxynitrite peut aussi provoquer la
nitratation des résidus tyrosine de la COX conduisant a la diminution de la synthese de PGE,
(Boulos et coll, 2000). Le peroxynitrite diminue la production de PGE; dans la membrane de
la vessie des rats controles ou injectés par du LPS. Les différentes quantités d’anion
superoxyde présentes ou la différence de sensibilité des COXs au peroxynitrite par rapport a
d’autres enzymes, pouvant diminuer de fagon non-spécifique la production de PG, peuvent
expliquer les différences observées dans la régulation de la synthése des PGs par le NO et le
peroxynitrite dans la vessie (Wheeler et coll, 2001).

La régulation s’effectue au niveau transcriptionnelle. Le facteur de transcription NF-xB
apparait étre un élément clé de ’expression de COX-2 (Crofford et coll, 1994). De plus, il a
été montré que les donneurs de NO activaient la translocation de NF-xB dans le noyau des
cellules sanguines périphériques mononucléaires humaines (Lander et coll, 1993). La DEX
inhibe COX-2 induite par le NO dans les synoviocytes humains.

Les inhibiteurs de NO diminuent la libération des PGE, induites par les cytokines dans les
cellules astrogliales (Mollace et coll, 1998) et la production des PGE, par les enzymes
recombinantes de COX-1 et de COX-2 peut étre potentialisée par les donneurs de NO
(Salvemini et coll, 1993). De plus, les taux de PGE; urinaires sont diminués de 78% dans des
souris déficientes en iNOS comparés au niveau des souris contrdles (Marnett et coll, 2000).
Dans la vessie de rat, les niveaux d’induction de 1’expression de COX-2 et de la iNOS sont
différents. L’ARNm de COX-2 est exprimé de fagon constitutive alors que I’ARNm de la
iNOS n’est détecté qu’apres une stimulation par le LPS (Olsson et coll, 1998). Les taux élevés
de PGE, urinaires mesurés au cours d’une infection des voies urinaires peuvent étre dus a
I’amplification de la réponse a un agent pathogéne par la COX et la NOS.

La stimulation au LPS peut provoquer un influx de neutrophiles qui sont connus pour
exprimer COX-2 (Minghetti et coll, 1999) et pour induire la iNOS.

l.4. Fonction : de la synthése des PGs aux réles physiopathologiques
des COXs

Les COXs assurent la transformation de I'AA en endoperoxyde G, (PGG,), puis en
endoperoxyde H, (PGH,) (Smith et coll, 1996). Ensuite, selon le contenu enzymatique des
tissus concernés, le PGH, conduit, par réduction ou isomérisation, a la formation de différents
eicosanoides (prostaglandines primaires (PGE,, PGD,, PGF,,, . ), prostacycline (PGL,) ou
thromboxane (Tx) A,) dotés de fonctions biologiques variées (Figure 12).
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1.4.1. Les prostaglandines

1.4.1.a. Nomenclature

Les prostanoides ont été découverts pour la premiere fois par Von Euler dans les années 1930
par I’observation des effets du liquide séminal sur le muscle utérin (Von Euler, 1936). Ils
forment une famille complexe d’acides gras a 20 carbones, biologiquement importants a
laquelle appartiennent les prostaglandines (PG) (Needleman et coll, 1986 ; Samuelsson,
1983 ; Spector et coll, 1988).

Tous les produits synthétisés par les COXs dérivent de deux acides gras essentiels : ’acide
linoléique (18:2) et ’acide linolénique (18:3). Ces acides gras subissent une élongation et/ou
une déssaturation au niveau hépatique. Cette réaction est a ’origine de la formation de trois
acides gras polyinsaturés précurseurs de chacune des séries de PG : 1’acide eicosatriénoique
(20:3) pour la série 1 (Lands et Samuelsson, 1968), I’acide eicosatétraénoique ou acide
arachidonique (20:4) pour la série 2 (Bergstrom et coll, 1964) et ’acide eicosapentaénoique
(20 :5) pour la série 3 (Needleman et coll, 1979). Ces trois acides gras polyinsaturés passent
dans le sang puis sont incorporés sous la forme d’esters de glycérol dans les lipides
membranaires (Henry, 1988).

L’AA, chez I’homme, est le précurseur le plus abondant, les PGs sont donc majoritairement
de la série 2. Cependant, la disponibilité et le type de précurseur peuvent étre influencés par le
régime alimentaire. Ainsi, les acides gras -3 polyinsaturés présents dans certaines huiles
végétales et dans les huiles de poissons, d’origine alimentaire ou apportés sous forme de
médicament (Maxepa®), favorisent les changements de composition des acides gras
membranaires ainsi que la formation de métabolites de la séries 3 qui sont nettement moins
inflammatoires que ceux issus de la biotransformation de I’AA (série 2) (Mathias et Dupont,
1979). Ces changements s’accompagnent également de modifications significatives dans
I’hémostase (allongement du temps de saignement par défaut de synthése de TxA;).

L’AA, ainsi libéré, peut ensuite entrer dans deux voies de biosynthése : celle catalysée par les
COX permettant la synthese des PGs et celle catalysée par les lipoxygénases (LOXs)
permettant la synthese des leucotrienes (LT) et de dérivés hydroxylés.

Les PGs sont classées en différentes catégories : les endoperoxydes (PGG, PGH), les PGs
primaires (PGA, PGB, PGC, PGD, PGE, PGF) (la lettre indiquant la position de I’atome
d’oxygene dans le cycle cyclopentane), les thromboxanes (TxA, TxB), la prostacycline (PGI)
et ses dérivés (6-kéto-PGF ).

Tous ces dérivés sont répartis en séries 1, 2 ou 3 selon le nombre de doubles liaisons sur la
chaine latérale, dépendamment de I’acide gras précurseur (Figure 12). Les PGs ne possédant
qu’une seule double liaison A13 trans (20:4 ; 13), appartiennent a la série 1. Les PG ayant
deux doubles liaisons A 5 cis et A13 trans (20:4 ; 5,13) appartiennent a la série 2. La série 3
comprend les PG qui ont une troisieme double liaison A17 frans (20:4 ;5,13,17) (Versteeg et
coll, 1999).
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Figure 12 Biosynthése des eicosanoides a partir de I'AA
[.4.1.b. Les endoperoxydes

Les endoperoxydes (PGG,, PGH,) sont caractérisés par la présence d’un pont peroxyde entre
les carbones 9 et 11 du cyclopentane (Figure 12). Ce sont des intermédiaires instables dans la
voie de biotransformation de I’AA en PG primaires, thromboxanes et en prostacyclines
(Falardeau, 1988).

Les endoperoxydes a durée de vie courte (ne dépassant pas 4 a 5 minutes) subissent des
transformations biochimiques dépendantes de 1’activité des isomérases cellulaires. Les PGH,
peuvent étre transformés en PGE; sous I’action d’une 9-kéto-isomérase ou en PGF;, sous
’action d’une réductase ou encore en PGD, sous I’action d’une 11-isomérase. Les PGH,
peuvent également se transformer en TxA; sous I’action d’une thromboxane synthase, puis
étre rapidement hydrolysés (en 30 secondes environ) en un dérivé stable mais inactif le TxB,.
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Enfin, le PGH, peut étre transformé en PGI,, sous I'action d’une prostacycline synthase, qui
est ensuite rapidement hydrolysée en un métabolite stable, le 6-kéto PGF .

1.4.1.c. Les prostaglandines primaires

Elles possédent 3 caractéristiques structurales communes : une double liaison entre les
carbones 13 et 14 en position rans, une fonction hydroxyle en position 15a de configuration
absolue S et une fonction oxygénée en C9 (alcool ou cétone).

Elles sont reparties en différentes classes selon la nature des substituants du noyau
cyclopentane et de son degré de saturation. Ainsi, les PGA, B et C présentent une cétone en
C9 et une double liaison dans le cycle cyclopentane : entre les carbones 10 et 11 pour les
PGA, entre les carbones 8 et 12 pour les PGB et entre les carbones 11 et 12 pour les PGC. Par
contre, les PGD, E et F ont un cycle cyclopentane saturé et différents groupes en position 9 et
11 : un alcool en 9 et une cétone en 11 pour les PGD, une cétone en 9 et un alcool en 11 pour
les PGE et deux alcools en position 9 et 11 pour les PGF (Figure 13).

Les PGF peuvent étre nommées différemment : o, pour les PGs naturelles et 8 pour les PGs
de syntheése.

1.4.1.d. Les thromboxanes

Le noyau cyclopentane des PGH, est transformé en cycle tétrahydropyrane sous I’action
d’une thromboxane synthase pour former le TxA,. Cette molécule conserve un pont
endoperoxyde en position 9-11 qui est tres instable et est rapidement métabolisé en TxB,
(Despré et coll, 1989).

1.4.1.e. La prostacycline et ses dérivés
La prostacycline est caractérisée par la présence d’un cycle tétrathydrofurane accolé au noyau

cyclopentane. Elle est synthétisée a partir de 1’endoperoxyde PGH, sous I’action d’une
prostacycline synthase et est rapidement transformée en son métabolite stable, le 6-céto PG,

-37-



Litude bibliographique

PGI, PGJ,
0
O / OH . ’,(\:._/\/\"/OH
i M%
) v CHs o (%H
§
HO OH

Figure 13 Structure chimique des prostaglandines primaires
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1.4.2. Phospoholipase A, (PLA;) et prostaglandines synthases (PGS)

La biosynthése des PGs par les cyclooxygénases implique une réaction d’oxydation, suivie
d’une réaction d’1somérisation des dérivés de I’AA. Cette transformation se décompose en 3
réactions enzymatiques (Figure 14). L’étape initiale correspond a la libération de I’AA a partir
des phospholipides membranaires par I’action des PLA; cytosoliques (cPLA;) (groupe IVA)
et sécrétoires (SPLA,) (groupes 1A, 1ID, V et X) (Lin et coll, 1993 ; Murakami et coll, 1998 ;
Murakami et coll, 1999a, b et ¢ ; Murakami et coll, 2001 ; Bezzine et coll, 2000 ; Hanasaki
et coll, 1999 ; Shinohara et coll, 1999 ; Han et coll, 1999). La PLA, impliquée dépend du type
cellulaire et du stimulus (Dennis et coll, 1997). 1l en existe 5 groupes qui différent par leur
fonction, leur localisation, leur régulation, leur séquence et leur dépendance vis-a-vis des ions
divalents. Les trois premiers groupes correspondent a des enzymes extracellulaires ou PLA;
secrétées (sPLA;). Le quatrieme groupe ne comporte qu’une seule enzyme intracellulaire ou
PLA,; cytosolique (cPLA;). Cette forme est spécifique des phospholipides porteurs de I’AA.
Elle nécessite de faibles concentrations de calcium, compatibles avec une activation
intracytosolique. Cette enzyme cytosolique est transloquée vers la membrane lors de
Pactivation cellulaire. Elle est ensuite activée par des kinases de la famille des protéines
kinases C (PKC) ou par des « mitogen activating protein » (MAP) kinases. Le cinqui¢me
groupe de PLA, comprend une enzyme intracytoplasmique, spécifique des phospholipides
porteurs d’AA, mais ne requiert pas de calcium pour son activation.

Les sPLA, de type II et V impliquées dans I’inflammation requiérent des concentrations
millimolaires pour son activation, alors que la forme cytosolique a besoin de concentrations
nanomolaires (Mukherjee et coll, 1994). Ainsi, la forme sécrétoire est constamment activée
par les concentrations extracellulaires de calcium, alors que la forme cytosolique est induite
au cours de I’inflammation par Iaugmentation du calcium intracellulaire causée par des
médiateurs comme la bradykinine (Burch et Axelrod, 1987 ; Ricupero et coll, 1993).
L’importance de la bradykinine a d’ailleurs ét¢é montrée (Saunders et coll, 1999) dans
I’induction de la PLA, nécessaire a la synthése des PGE, par les COXs, et notamment dans
les maladies chroniques comme I’asthme ou la polyarthrite rhumatoide. L’AA libéré est
ensuite métabolisé en PGG, puis PGH; par I’une ou I’autre des isoformes de COX. La PGH,
est ensuite convertie en différentes PGs actives (TxA,, PGD,, PGE,, PGF,, ou PGl,) par leurs
PGs synthases (PGS) respectives (Figure 12). Ces enzymes ont des structures différentes et
leur distribution présente une spécificité cellulaire et tissulaire. L’AA peut ¢galement étre
libéré de fagon accessoire, apres action des phospholipases C (PLC), D (PLD) ou d’un PLA,
spécifique des acides phosphatidiques. L’étape de libération de I’AA est capitale car elle
constitue I’étape limitante de la biosynthése des eicosanoides (Lands, 1979).

COX-1, isoforme constitutive, réalise, en général, la biosynthése immédiate de PGs,
intervenant quelques minutes apres une stimulation par les ions Ca®*, alors que COX-2,
isoforme inductible, est un élément indispensable a la biosynthese retardée des PGs, pouvant
se prolonger plusieurs heures apres le stimulus inflammatoire. En revanche, COX-2 inductible
est capable de réaliser une réponse immédiate (« priming response ») dans des cellules traitées
pour la premiére fois avec un stimulus pro-inflammatoire et en présence de ionophore
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(Murakami et coll, 2000a ; Naraba et coll, 1998 ; Chen et coll, 1997 ; Balsinde et coll, 1999 ;
Kuwata et coll, 1998 ; Murakami et coll, 1997).

Interactions intercellulaires,

secrétion d’isomérases a PLA2
I

v Cox-1

PG (nucléaires) Cox-2

/ \ C] PG Isomérase

A ' )
PG (membrane
/A' cellulaire)
PPAR

Récepteur PG
relié au
protéine G

Figure 14 Voie de signalisation de COX-1 et de COX-2. Les isoenzymes de la COX sont activées par la
translocation de la PLA; vers la membrane du RE et du noyau, libérant 'AA. Elles catalysent la
formation de PGH; qui est converti en prostanoides plus stables par les isomérases spécifiques des
tissus. L'activité exagérée des isoenzymes de la COX libére des PGH; pouvant étre métabolisées par
les voies de transformation des eicosanoides transcellulaires ou par des isomérases secrétées. Les
prostanoides secrétés comme les PGE, agissent sur des récepteurs couplés aux protéines G de fagon
autocrine ou paracrine. Au contraire, les PG nucléaires sont transportées dans la cellule pour se lier au
récepteur des PPAR qui sont transloqués dans le noyau pour activer la transcription. Les COXs
peuvent aussi induire une signalisation redox par l'activité peroxydase (d‘aprés Hla et coll, 1999).

Le mécanisme précis de la ségrégation fonctionnelle entre les deux isoenzymes de COX n’est
pas encore clairement établi. Cependant, des couplages spécifiques entre les COXs et des
sous-types de PLA, ont ét¢ proposés (Reddy et coll, 1997 ; Bingham et coll, 1996). Les
études de co-expression ont montré que la cPLA; et différentes sPLA, étaient capables de
fournir ’AA a COX-1 aussi bien qu’a COX-2 lors des réponses immédiates et uniquement a
COX-2 lors des réponses retardées (Murakami et coll, 1999a, b et ¢; Murakami et coll,
2001). De plus, d’autres études chez des souris n’exprimant pas la cPLA; ont apporté les
preuves du rdle essentiel de cette isoforme dans la synthése de PGs lors des réponses
immédiate et retardée (Uozimi et coll, 1997 ; Bonventre et coll, 1997). Le role des sPLA;
dans I’une ou l’autre des réponses apparait étre cellule-spécifique et dépendante de leur
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expression, de leur sécrétion et de leur localisation dans des microdomaines particuliers de la
membrane (Murakami et coll, 1999b ; Murakami et coll, 2001).

Il a également été suggéré que les deux isoformes de COX pourraient €tre couplées
différemment avec des PG synthases spécifiques. Par exemple, les macrophages péritonéaux
de rat produisent du TxA; et des PGD, par ’intermédiaire de COX-1 dans le cas d’une
réponse immeédiate induite avec I’ionophore A23187 et des PGE,; et de la PGI, dans le cas
d’une réponse retardée apres stimulation par du LPS (Harada et coll, 1996 ; Naraba et coll,
1998 ; Brock et coll, 1999). La production de TxA; par les plaquettes sanguines activées
dépend entierement de COX-1 (Langenbach et coll, 1995), alors que la production de PGE;
par les ostéoblastes est réalisée par COX-2, malgré la présence de COX-1 (Chen et coll,
1997 ; Murakami et coll, 1997). Dans le cas de la production biphasique de PGD, par les
mastocytes activés de souris, seule COX-1 est sollicitée lors de la réponse immédiate et seule
COX-2 I’est lors de la réponse retardée (Murakami et coll, 1994 ; Murakami et coll, 1995a et
b ; Reddy et Herschman, 1997). Dans un modéle d’inflammation chez le rat, les inhibiteurs
sélectifs de COX-2 réduisent ’accumulation des PGE,, mais pas celle des autres PGs (Naraba
et coll, 1998). Qui plus est, les différences de cinétique des diverses synthases pourraient
compliquer le schéma de synthése des PGs (Penglis et coll, 2000).

La conversion du PGH, en TxA; et PGI, est catalysée respectivement par la Tx synthase
(TXS) et par la PGI, synthase (PGIS), qui appartiennent toutes les deux a la famille des
cytochromes P450 et qui sont localisées dans la membrane du RE et dans les membranes
périnucléaires (Ohashi et coll, 1992 ; Hara et coll, 1994 ; Lin et coll, 1998). La PGD, synthase
(PGDS), qui réalise I’isomérisation du PGH, en PGD,, existe sous deux formes distinctes, une
forme sécrétoire essentiellement présente dans le systéme nerveux (L-PGDS) (Nagata et coll,
1991) et une forme hématopoiétique (H-PGDS) de la famille de la gluthation S-transférase
cytosolique (Kanaoka et coll, 1997). Les PGF synthases présentent dans les poumons et le
foie sont des protéines cytosoliques qui ont de fortes homologies avec les enzymes de la
famille des aldo-kéto réductases (Watanabe et coll, 1985 ; Suzuki et coll, 1999). Plusieurs
protéines ayant une activit¢ PGE, synthase (PGES) ont ¢été identifiées. On peut distinguer la
forme constitutive cytosolique (cPGES), identique a p23 (Tanioka et coll, 2000), la forme
inductible, attachée a la membrane périnucléaire (mPGES), initialement appelée MGST1-L1
pour Membrane-Bound GSTI1-like-1 (Murakami et coll, 2000 ; Jakobsson et coll, 1999 ;
Thoren et Jakobsson, 2000) et les formes cytosoliques p2 et u3 de la gluthation S-transférase
(Beuckmann et coll, 2000).

L’expression de la mPGES est fortement induite par les stimuli pro-inflammatoires in vitro et
sur le site de I’inflammation in vivo. Elle est inhibée par les glucocorticoides (Murakami et
coll, 2000 ; Jakobsson et coll, 1999 ; Thoren et Jakobsson, 2000). Il a ét¢ montré plus
récemment que la cPGES et la mPGES favorisaient respectivement COX-1 et COX-2 pour la
conversion de I’AA endogeéne ou exogéne en PGE; (Tanioka et coll, 2000 ; Murakami et coll,
2000). Ceci a confirme "hypothése qui proposait un lien fonctionnel spécifique entre les
1soenzymes de COX et les PG synthases terminales (Figure 15). Une étude récente (Ueno et
coll, 2001) a permis de classer les PG synthases en 3 catégories en fonction de leur
localisation et de leurs préférences pour les COXs : i) les enzymes périnucléaires préférant
COX-2 (TXS, PGIS et mPGES) ; ii) les enzymes cytosoliques préférant COX-1 (cPGES) ; et
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iii) les enzymes utilisant I’une ou "autre des COXs en fonction du stimulus (H-PHDS). 1l a
également ét¢ montré que 1’altération de la disponibilité en AA, exogéne ou endogene, affecte
de fagon considérable les couplages entre les COXs et les synthases terminales.

Ca? Stimulus pro-inflammatoire

cPGES/p23

A \
PGE, PGE,
Réponse immédiate  Réponse retardée

Figure 15 Modéle schématique du couplage fonctionnel entre les COXs et les PGES (d'aprés
Murakami et coll, 2000)

1.4.3. Les récepteurs des prostaglandines

Les PGs sont des médiateurs a action locale (Ferreira et Vane, 1967) dont les concentrations
plasmatiques ne dépassent pas 10° M (Granstrom et Samuelsson, 1978). La synthése des PGs
n’est pas restreinte a un seul organe (Smith, 1986). Elles peuvent sortir de la cellule qui les a
synthétisées pour agir sur les récepteurs membranaires spécifiques des cellules voisines
(action paracrine) ou de la cellules dont elles sont issues (action autocrine) en tant que
premiers messagers.

Ces récepteurs appartiennent a deux types de superfamille de récepteurs : 1) les récepteurs de
type rhodopsine couplés a la protéine G ; 2) les récepteurs nucléaires aux hormones ou aux
stéroides (Versteeg et coll, 1999) (Figure 16).

Les récepteurs des différents eicosanoides ont été étudiés griace a des animaux modifiés pour
certains génes. En effet, il en existe 18 concernant des intermédiaires de la synthése ou de
I’action des eicosanoides (Austin et Funk, 1999). Ces animaux ont un développement pour la
plupart normal et ne montrent aucun effet notable au niveau anatomique, a ’exception de
souris déficientes pour COX-2 ou pour le récepteur EP4.
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Prostaglandine
Récepteur des prostaglandines

Membrane

Ty ..

Figure 16 Schématisation des deux types de récepteur aux PGs et de leurs mécanismes d’action
(d'aprés Gupta et Dubois, 2001)

1.4.3.a. Les récepteurs membranaires

Les différentes PGs et les thromboxanes ont des fonctions aussi différentes que la réponse
inflammatoire, le contréle de I’hémodynamique ou [’accouchement. L’expression des
récepteurs est spécifique du type cellulaire. Ainsi, le récepteur TP du Tx est principalement
trouvé dans les plaquettes, les récepteurs EP; dans les fibroblastes, les récepteurs EP; et EP,
dans les cellules musculaires lisses et les récepteurs FP dans les cellules rénales et les
astrocytes. Les récepteurs couplés aux protéines G sont formés de 7 domaines
transmembranaires (Ushikubi et coll, 1995). Ces récepteurs peuvent étre répartis en 3 groupes
selon la protéine G avec laquelle ils sont couplés et la réponse cellulaire induite par sa région
C terminale.

La premiére catégorie de récepteurs comprenant les récepteurs de type IP, EP,, EP4 et DP
(Adie et coll, 1992 ; Reimer et coll, 1992 ; Ichikawa et coll, 1996) conduit & I’activation de
’adénylate cyclase par I’intermédiaire de la protéine Gs. La deuxiéme catégorie comprend les
récepteurs de type TP, EP, et FP (Mayeux et coll, 1989 ; Watabe et coll, 1993 ; Funck et coll,
1993 ; Watanabe et coll, 1994) et conduit & la mobilisation du Ca** par la protéine G et &
"utilisation du phosphatidylinositol. Le type de récepteur TP peut également activer les
protéines Giy, G2 et Gy3 et une forme non-identifiée de 85-kDa (Ushikubi et coll, 1994 ;
Offermanns et coll, 1994 ; Knezevic et coll, 1993), impliquées dans le rdle du récepteur TP
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dans I"homéostasie. La protéine G couplée au récepteur EP n’a pas encore été identifiée, mais
ses effets sont liés a un canal calcium. Le récepteur EP; est un sous-type particulier de
récepteur (Ichikawa et coll, 1996). En général, il active la protéine G; (Nishigaki et coll,
1993 ; Schwaner et coll, 1995) mais a cause des différentes formes générées par un épissage
alternatif, 1l est capable d’induire une grande variété¢ d’effets. Les types EP;zq, p sont des
activateurs de protéine G; chez la souris mais avec des conséquences différentes (Tanabe et
coll, 1992). La forme EP35 bovine active la protéine G; alors que la forme EP3p active G,. La
forme bovine EP;p stimule les 3 principales protéines G, alors que la forme EP;c est couplée a
Go (Namba et coll, 1993). Ceci conduit & I’inhibition de la protéine G, en augmentant son
affinité pour le facteur de dissociation du GTP (Negishi et coll, 1993). Les effets des
différents récepteurs EP; montrent une certaine spécificité d’espece.

1.4.3.b. Les récepteurs nucléaires

Les récepteurs des activateurs de proliférateurs de péroxysomes (PPARs), membre de la
famille des récepteurs nucléaires, comprennent 3 isoformes PPAR,, s et ,. Elles différent par
leur spécificité d’expression et de ligands (Forman et coll, 1996). Le PPAR,, est exprimé de
fagon prédominante dans les cellules ayant une forte activité catabolique des acides gras
comme le cceur, le foie ou les reins, alors que I’expression du PPAR, est ubiquitaire. Son rdle
n’est pas clairement établi. Il est exprimé de fagon prédominante dans les tissus adipeux, la
glande surrénale, Ia rate, le gros intestin et le systéme immunitaire (Kliewer et coll, 1997 ;
Tontonoz et coll, 1994 ; Chawla et coll, 1994 ; Fajas et coll, 1997).

Le PPAR, a ét¢ identifié comme récepteur des prostanoides (Tontonoz et coll, 1994). Il fixe
différents ligands dont le 15-A'*" prostaglandine J, (15d-PGJ,), un métabolite du PGG; et les
AINS. Une fois activé, le PPARy forme un hétérodimére avec le récepteur des rétinoides
(Kliewer et coll, 1992) et ce complexe se fixe & ’ADN sur des séquences spécifiques
(¢1éments de réponse aux proliférateurs de péroxysomes), conduisant ainsi a ’activation d’un
géne cible. Le PPARy peut se fixer & NF-kB et conduire a son inactivation, comme le fait le
PPAR,, récepteur intracellulaire des LTs, et ainsi bloquer la réponse inflammatoire (Ricote et
coll, 1998).

Le PPARY est un facteur de transcription appartenant a la famille des récepteurs nucléaires,
dont font partie les récepteurs des glucocorticoides (Schoonjans et coll, 1997 ; Mangelsdorf et
coll, 1995). 1l s’agit d’un facteur important de I’immunomodulation, de la cancérisation et du
métabolisme des lipides (Vamecq et Latruffe, 1999). Il est activé par un grand nombre de
substances naturelles et artificielles, dont les antidiabétiques thiazolidinediones (comme la
troglitazone), les acides gras polyinsaturés, les métabolites du PGD,, les composés oxydés
LDL, les produits des 12- et 15-LOX et par les AINS (Huang et coll, 1999 ; Keller et coll,
1993 ; Lehmann et coll, 1995 ; Lehmann et coll, 1997). Son activation conduit a la régulation
négative de I’expression de geéne pro-inflammatoire, et a ’inhibition de la croissance des
cellules cancéreuses (Ricote et coll, 1998 ; Elstner et coll, 1998 ; Kubota et coll, 1998). De
plus, les agonistes du PPARY peuvent inhiber la production des cytokines inflammatoires par
les monocytes et I’expression de la iNOS (Jiang et coll, 1998 ; Konig et coll, 1997). Plusieurs
¢tudes ont mis en évidence le role important du PPAR, dans la différenciation des adipocytes
et dans I'homéostasie du glucose (Spiegelman, 1998). Les PPAR, et , ont tous deux des effets
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anti-inflammatoires par I’activation des métabolites de I’AA, comme le PPAR,, par le LTB;
(Devchand et coll, 1996) et leurs taux sont augmentés au niveau transcriptionnel par les
glucocorticoides (Lemberger et coll, 1996).

L1.4.4. Conséquences physiopathologiques de l’existence des deux isoformes
de COX

Les PGs sont synthétisées de fagon ubiquitaire et ont des effets biologiques variés. Elles sont
ainsi impliquées dans de nombreux processus, aussi bien physiologiques que pathologiques
(Tableau 2). Les différentes PGs peuvent avoir des effets biologiques opposés dans le méme
organe et une PG donnée peut exercer des effets opposés selon la partie de I’organe considéré
(exemple des PGE, au niveau de l'utérus). De plus, la concentration du composé va
conditionner ses effets. En effet, & faible concentration (<1uM), les PGE, potentialisent
I’action pro-agrégante de différents stimuli, alors qu’a forte concentration, elles I’inhibent.
Enfin, deux PGs appartenant a la méme classe, ne différant que par leur degré d’insaturation,
comme les PGE; et les PGE,, peuvent avoir des effets opposés dans le méme tissu (comme
Pinhibition de I’agrégation plaquettaire par les PGE; a faible concentration). Ces effets
biologiques, parfois contradictoires, pourraient étre expliqués par la diversité des récepteurs
exprimés selon ’organe considéré, ou encore par les différentes réponses qu’ils peuvent
induire, notamment par la diversit¢ des seconds messagers pouvant €tre impliqués. Elles
interviennent dans de nombreuses fonctions métaboliques et endocriniennes, comme la
lipolyse, la sécrétion d’insuline ou le remodelage osseux. Seuls les effets biologiques
principaux des PGs seront cités ici et ceux présentant un intérét particulier pour cette étude
seront détaillés (Tableau 4).

COX-1 a une fonction domestique en assurant la synthése des PGs qui régulent 1’activité
normale des cellules. La concentration de cette isoforme est globalement stable, mais une
faible augmentation (2 a 4 fois, Tableau 1) peut survenir apres stimulation par des hormones
ou des facteurs de croissance (DeWitt, 1991 ; Wu et coll, 1991). La forme constitutive, COX-
1, a des fonctions physiologiques clairement identifiées. Elle permet notamment la production
de PGI qui, lorsqu’elle est libérée par I’endothélium, est anti-thrombogéne (Moncada et coll,
1976) et est cytoprotectrice lorsqu’elle est libérée par la muqueuse gastrique (Whittle et coll,
1980). COX-1 est aussi présente dans les plaquettes sanguines ou elle réalise la syntheése de
TxA,, permettant ’agrégation plaquettaire pour éviter les saignements (Funk et coll, 1991).
Dans des conditions normales, dans des cellules au repos, COX-2 n’est que peu ou pas
détectée, mais son expression est largement augmentée lorsque les cellules sont exposées au
LPS, aux esters de phorbol, aux cytokines ou aux facteurs de croissance. Cependant, il existe
une COX-2 dont I’expression est constitutive dans certains organes, comme le cerveau ou le
rein. Ou encore, c¢’est ’induction de COX-2 qui produit des PGF,, qui permettent les
contractions de I’utérus au moment de I’accouchement.

Une surproduction de PGs est, en revanche, impliquée dans des processus
physiopathologiques tels que les maladies cardio-vasculaires, certains cancers (notamment le
cancer colorectal) ou les maladies inflammatoires (Dubois et coll, 1998 ; Pairet et Netter,
1999).
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Dans des conditions basales, polynucléaires neutrophiles, macrophages et fibroblastes ont peu
ou pas dactivit¢ COX alors qu'aprés un stimulus inflammatoire (cytokines, facteurs de
croissance ou LPS), on observe une augmentation de l'activité de I'enzyme (surtout de COX-
2) suivie d’une production tres importante de PGs (Richardson et Emery, 1996). Au cours de
la réaction inflammatoire, la réponse vasculaire précoce (vasodilatation et cedéme) implique la
libération locale de différents médiateurs de faible poids moléculaire dont I'histamine, la
sérotonine, la bradykinine et les PGs. Les PGs seules sont de faibles inducteurs de I’cedéme,
mais elles agissent en synergie avec les autres médiateurs ou avec le fragment CSa du
complément. En revanche, les PGs vasodilatatrices ont un role majeur durant les phases
aigués et chroniques de l'inflammation (Portanova et coll, 1996). Ainsi, au cours de Ia
polyarthrite rhumatoide, les PGs, notamment PGE,, sont produites de fagon exagérée par les
tissus synoviaux. Cette dérégulation de synthese est considérée comme un des éléments clés
de I'érosion du cartilage et de I'os juxta-articulaire (Sano et coll, 1992).

Tableau 4 Fonctions physiologiques des deux isoformes de COX

Processus physiologique COX-1 COX-2 PGs impliquées
Ovulation Non-essentielle Essentielle ' PGE,
Nidation Non-essentielle Essentielle' PGI,
Parturition Essentielle > Compensatoire * PGF,,
Résolution de I’inflammation Non-essentielle Essentielle * PGD,, 15-déoxy-PGJ,
Agrégation plaquettaire Essentielle ® Pas d’implication TxA;
Développement périnatal du rein Non-essentielle ° Essentielle 7 Non-déterminé
Développement des cellules T Spécifique du stade Spécifique du stade ® PGE,

Ulcére gastrique Inhibition des deux isoformes nécessaires ° Non-déterminé
Cicatrisation d’ulcére Non-essentielle Essentielle ! Non-déterminé

Cancer intestinal Réles essentiels des deux isoformes !2 Non-déterminé

(1: Lim et coll, 1997 ; 2 : Davis et coll, 1999 ; 3 : Gross et coll, 1998 ; 4 : Gross et coll, 2000 ; 5 : Wallace et
coll, 1988 ; 6 : Langenbach et coll, 1995 ; 7 : Kombhoff et coll, 2000 ; 8 : Rocca et coll, 1999 ; 9 : Wallace et coll,
2000 ; 10 : Wallace et coll, 1998 ; 11 : Mizuno et coll, 1997 ; 12 : Chulada et coll, 2000)

COX-2 joue un rdle important dans l’inflammation et 1’expression des phénoménes
douloureux (Seibert et coll, 1994) et c’est I’isoforme qui est prédominante au cours de la
phase chronique de l’inflammation (Mitchell et coll, 1995). Elle est responsable de la
production de PGs au niveau des sites inflammatoires et son inhibition rendrait compte des
propriétés anti-inflammatoires des AINS (Richardson et coll, 1996).

Les PGs issues de COX-2 jouent également un role important au niveau du systéme nerveux.
Elles permettent en effet la sensibilisation des nocicepteurs et la transmission de la douleur au
niveau spinal et supraspinal (Yamamoto et coll, 1996).

En plus de son role sur le site inflammatoire, COX-2 assure un certain nombre de fonctions
physiologiques et physiopathologiques. Elle est en effet, exprimée de fagon constitutive dans
plusieurs tissus, comme le cerveau et le rein, jouant un role dans leur maturation et leur
fonction. Son expression a été montrée avec celle de COX-1 dans D’épithélium gastro-
intestinal apparemment normal, ou les deux isoformes semblent contribuer a la synthése des
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PGs cytoprotectrices (Zimmermann et coll, 1998). Elle est également induite a certains sites :
dans le rein en cas de restriction en sodium, dans la microglie des centres cognitifs de
I’hippocampe et du cortex, dans les adénomes intestinaux et les tumeurs du colon, ou encore
dans un certain nombre d’atteintes, comme 'infection par Helicobacter pylori (Sawaoka et
coll, 1998 ; McCarthy et coll, 1999) ou dans les bordures des ulceres en cicatrisation (Mizuno
et coll, 1997).

La formation des vaisseaux ou angiogéngse, est indispensable & la croissance des tumeurs.
Les vaisseaux matures expriment COX-1, alors que les vaisseaux nouvellement synthétisés
expriment la COX-2 inductible. Ainsi, I’hypothése selon laquelle les facteurs de croissance
dérivés des tumeurs permettent I’angiogénese en induisant la production de PGE, par COX-2
a ét¢ émise (Masferrer et coll, 1990). Les PGs sont connues pour étre des molécules pro-
angiogenes, contribuant a la croissance des tumeurs en induisant la synthese de nouveaux
vaisseaux sanguins (néo-angiogénese) qui permettent la viabilité des cellules tumorales et leur
croissance. COX-2 est exprimée aussi bien dans les cellules néovasculaires que dans les
cellules néoplasiques de tumeurs du colon, du sein, de la prostate et du poumon.
L’angiogénése peut étre réduite par les inhibiteurs sélectifs de COX-2, comme le célécoxib
chez le rat, par un effet direct sur les cellules endothéliales, en diminuant I’expression des
facteurs angiogéniques, comme le facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF).

1.4.4.a. Systéeme cardiovasculaire

Les PGs influencent la fonction cardiaque de fagon indirecte, en agissant sur la musculature
vasculaire lisse. Elles ont des effets myoconstricteurs ou myorelaxants. Ainsi, les PGE,, E,
D,, I; et A, sont vasodilatatrices, alors que le TxA; est vasoconstricteur (Eklund et Carlson,
1980).

1.4.4.b. Hémostase

Le maintien de I’hémostase nécessite la production de TxA; et de PG, de fagon équilibrée.
Le TxA,, synthétis¢ de fagon exclusive par les plaquettes, est un vasoconstricteur et un
agrégant plaquettaire puissant. Au contraire, la PGI, produite par les cellules endothéliales
vasculaires, est vasodilatatrice et anti-agrégante.

COX-2 permet la synthése de PGl impliquée dans 1’activation des plaquettes dans
I’athérosclérose (Fitzgerald et coll, 1984). Mais elle peut aussi étre active dans des conditions
physiologiques. Les PGI, et par conséquent COX-2 contribuent au maintien de 1’homéostasie,
ce qui limite les conséquences sur I’activation plaquettaire iz vivo.

La production des PGs par les cellules sanguines (plaquettes ou leucocytes) et leur inhibition
par les AINS sont utilisées comme modele d’étude des pouvoirs inhibiteurs sur les isoformes
de COXs (systéme sang total, Patrignani et coll, 1994 et 1997).

Le TxA; est I’eicosanoide majoritaire et uniquement produit par COX-1 dans les plaquettes
sanguines (Funk et coll, 1991 ; Hamberg et coll, 1975). Le dosage du TxB,, métabolite inactif
résultant de ’hydrolyse du TxA,, dans le sérum refléte I’inhibition de cette isoforme ex vivo.
Les leucocytes expriment COX-2 quand ils sont stimulés par du LPS ex vivo (Hempel et coll,
1994), conduisant a la syntheése de PGE, et de TxA,. L’inhibition de COX-1 par I’aspirine
suivie de la stimulation du sang total par le LPS conduit a la synthé¢se de PGE; par COX-2
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(Patrignani et coll, 1994). Ainsi, dans ces conditions expérimentales, I'inhibition des PGE»
refléte ’inhibition de COX-2 ex vivo. La plupart des AINS ont été testés dans le systeme sang
total chez ’homme et dans un systeme modifié (Warner et coll, 1999). Les modifications
portent sur la mesure de I’activité COX-2. Les cellules sanguines sont ajoutées a des cellules
A549 qui ont été stimulées au préalable par de I'IL-1f. Le tout est incubé avec du diclofénac
1 mM pendant 30 min pour inhiber plus de 98% de la formation de prostanoides. Les PGE,
dosées sur le plasma refletent I’activité COX-2 dans les cellules A549.

Il est important de noter qu’une capacité résiduelle de 5 a 10% a former du TxA, est
suffisante pour maintenir I’agrégation (Reilly et Fitzgerald, 1987).

[.4.4.c. Systeme respiratoire

Le poumon est un site majeur de synthése et d’inactivation des PGs. Les roles tenus par les
PGs au niveau du systéme respiratoire sont aussi bien vasculaires que métaboliques. Les PGs
agissent directement sur la musculature lisse bronchique. Le PGF,, les endoperoxydes et le
TxA; sont de puissants bronchoconstricteurs. Les PGE, et plus particuli¢rement les PGE;, ont
une action hypotensive sur la pression pulmonaire et sont des bronchodilatateurs.

1.4.4.d. Fonction rénale

Le cortex rénal synthétise la PGI; et participe au métabolisme des PGs. La médula produit des
quantités importantes de PGs, notamment les PGE,. Les PGE,, E, et I, exercent leur rdle de
puissants vasodilatateurs, gridce a leurs actions myorelaxantes, par intermédiaire du
récepteur EP,. Ceci permet de maintenir la pression de filtration au niveau du glomérule,
notamment en cas d’hypoperfusion rénale. La vasodilatation s’accompagne d’une
augmentation de I’excrétion d’eau et des électrolytes et de la libération d’hormones comme la
rénine (Fisher, 1980). Les différentes PGs synthétisées dans les diverses parties du rein,
PGE,, PGF,,, PGD, et PGL,, sont responsables de plusieurs aspects de la physiologie rénale,
dont la fonction tubulaire, ’hémodynamique rénale, la sécrétion de rénine par I’appareil
Jjuxtaglomérulaire avec un effet sur la sécrétion d’aldostérone, I’homéostasie du potassium, et
les transports de sodium, d’eau et d’urée (Navar et coll, 1996 ; Frazier et coll, 1992 ; Roman
et coll, 1981 ; Breyer et coll, 1998 ; Conte et coll, 1992 ; Kramer et coll, 1985).

De nombreux travaux réalisés au cours de derniéres années ont mis en évidence 1’expression
constitutive de COX-2 dans le rein, et ont pu montrer qu’elle pouvait étre augmentée selon les
conditions expérimentales ou la situation clinique (Komhoff et coll, 1997 ; Vio et coll, 1997 ;
Harris et coll, 1994 ; Khan et coll, 1998 ; Jensen et Kurtz, 1997 ; Guan et coll, 1997 ; Smith et
Bell, 1978 ; Cheng et coll, 1999 ; Wang et coll, 1998 ; Hartner et coll, 1998 ; Tomasoni et
coll, 1998). COX-2 est largement exprimée de fagon constitutive dans le rein au niveau des
vaisseaux, du glomérule, des segments tubulaires et de I’ interstice.

Plusieurs essais cliniques contrdlés, comparant les effets d’inhibiteurs sélectifs de COX-2 a
des AINS classiques, ont confirm¢ 1’'importance de I’isoforme inductible de COX au niveau
du rein. L’analyse globale des études cliniques avec les inhibiteurs sélectifs de COX-2 a
permis de mettre en évidence le role important de COX-1 dans le maintien de la fonction
rénale alors que COX-2 est impliquée dans la régulation physiologique de la réabsorption de
sodium (Brater et coll, 2001).
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[.4.4.¢. Systéme reproducteur

C’est grace a la présence des PGs en quantité abondante dans le liquide séminal qu’elles ont
¢té découvertes. Cependant, leur role physiologique chez ’homme n’a toujours pas été
¢lucidé. Elles sont, en revanche, trés impliquées dans toutes les phases de ’activité génitale
chez la femme. Les PGE,; et F,, interviennent au cours de ’ovulation, la menstruation, la
lutéolyse et contrdlent le transport de ’ovule vers ’utérus et stimulent la musculature utérine
(O’Brien, 1995), d’ou leurs propriétés ocytociques. Ces propriétés sont mises a profit en
obstétrique, soit pour déclencher le travail par administration d’analogue de PGE, & faible
concentration, soit dans le cadre d’une interruption volontaire de grossesse par une injection a
forte concentration ou par une application locale d’analogue synthétique de PGE; (Escousse,
1996).

1.4.4.f. Tube digestif

Les PGs ont été identifiées, a des concentrations variables, dans tous les segments du tractus
digestif. C’est I’estomac, principalement 1’antre, région non-glandulaire, qui posséde la plus
forte capacité de synthése des PGs (Eberhardt et Dubois, 1995). Les PGs sont impliquées dans
la motricité digestive. Les effets myorelaxants des PGE,, E; et I, permettent de diminuer la
pression du sphincter antérieur de I’cesophage et d’inhiber les contractions antrales spontanées
ou provoquées. Au contraire, les PGF,, induisent la contraction des muscles du sphincter et
de I’estomac.

Les PGs interviennent également de fagon importante dans les mécanismes de sécrétion
digestive et de cytoprotection des muqueuses (Robert et coll, 1979 ; Wallace, 1997). Elles
stimulent, d’une part, au niveau gastrique, la production du mucus et la sécrétion
hydrocarbonatée qui auront pour conséquence de limiter la rétrodiffusion des ions H' vers les
cellules pariétales. Et d’autre part, elles maintiennent le flux sanguin sous-muqueux qui
entretient une activité métabolique importante et nécessaire au renouvellement des cellules de
la paroi digestive. Enfin, elles réduisent les taux d’AMPc dans les cellules pariétales et
réduisent ainsi, la sécrétion d’acide gastrique induite par la gastrine ou I’histamine (Wilson et
Kaymakcalan, 1981 ; Johansson et Bergstrom, 1982).

Dans la plupart des espeéces, incluant ’Homme, les PGs protectrices sont synthétisées
massivement par COX-1, méme si COX-2 est également exprimée dans la muqueuse
gastrique normale de ’'Homme ou du rat (Kargman et coll, 1996). Contrairement a ce que
’on aurait pu attendre, les souris déficientes pour COX-1 n’ont pas développé spontanément
des saignements et des érosions de la muqueuse gastrique (Langenbach et coll, 1995). Il existe
stirement d’autres mécanismes de cytoprotection, par exemple avec le NO, qui permettent de
parer a I’absence de synthese des PGs.

Les PGs produites par COX-1 permettent la protection des cellules épithéliales des cryptes de
Lieberkithn dans I’iléon de souris irradiées. COX-1, dans des conditions physiologiques,
participe a la synthése des PGs. Elle a €té localisée au niveau de la zone apicale des cellules a
mucus (Iseki, 1995) et dans les cellules épithéliales régénératrices. Cette localisation supporte
I’hypothése du role de COX-1 dans le maintien de ’intégrité de la muqueuse gastrique.
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La PGI, et la PGE,, lorsqu’elles sont produites principalement par COX-1, assurent un réle
cytoprotecteur au niveau de la muqueuse stomacale en inhibant la production d’acide
gastrique par les cellules pariétales, en stimulant leur sécrétion de bicarbonates et de mucus et
en maintenant le flux sanguin au niveau de I’endothélium sous muqueux. Enfin, elles
permettent une réparation rapide de I'épithélium grice a un processus impliquant la migration
de cellules basales, la synthese dARN et de protéines (Dubois et coll, 1998). Ces fonctions
sont a la base de la cytoprotection par des analogues synthétiques de la PGE; (misoprostol®)
lors des traitements par AINS chez des patients présentant des risques majeurs de
complications digestives graves (4ge>65 ans, antécédents d’ulceres gastro-duodénaux,...).
L’induction de COX-2 a ¢été mise en évidence dans les ulcérations gastriques de souris
(Mizuno et coll, 1997). L’expression de COX-2 est corrélée a une augmentation de la
production de PGs. Seule I’expression de COX-2 est augmentée dans les macrophages, les
myofibroblastes et les cellules endothéliales en bordure des ulcérations. Par contre, les deux
isoformes sont induites par H pylori et COX-1 contribue plus que COX-2 a la synthése des
PGE, (Jackson et coll, 2000). Ces résultats vont a I’encontre des observations faites sur la
perte des effets protecteurs des inhibiteurs sélectifs de COX-2 dans le cas des infections par /
pylori (Laine et coll, 1999). L’expression de COX-2 a ¢galement été mise en €vidence dans la
muqueuse gastrique de rat dans laquelle des ulcérations ont été induites de fagon
expérimentale (acide acétique), alors que ’expression de COX-1 n’est pas modifiée, ni par
Iulcération, ni par la cicatrisation (Shigeta et coll, 1998 ; Schmassmann et coll, 1998).
L’expression de COX-2 a été montrée dans le cytoplasme de différents types cellulaires
localisés (monocytes, macrophages, fibroblastes et cellules endothéliales) dans les régions
d’activité de réparation maximale. Etant donné que les PGs agissent a courte distance,
Iinhibition de la synthése des PGs par COX-2 peut retarder la réparation. L’inhibition
sélective de COX-2 par le NS-398 (inhibiteur sélectif de COX-2, 100 mg/kg) (Lesch et coll,
1998) a montré le ralentissement du processus de cicatrisation. D’autre part, ’expression de
COX-1 et de COX-2 a ét¢ montrée dans les cellules HuGE, cellules gastriques endothéliales
humaines, in vitro (Hull et coll, 1999). L’induction de ’expression de COX-2 est associée a
Pangiogenése par les mémes cellules dans deux modgles in vitro. L’inhibition sélective de
COX-2 par le 1L.-745,337, retarde la cicatrisation d’ulcére gastrique induite expérimentalement
chez le rat. Dans le méme modéle, les mémes effets ont été constatés avec les inhibiteurs non
sélectifs, indométacine et diclofénac (Ferraz et coll, 1997).

Tous ces éléments ont permis de mettre en évidence le role crucial de COX-2 dans Ia
cicatrisation des ulcéres gastriques, en montrant son rdle dans la maturation de I’ulcére et
dans angiogenese, évenements déterminants dans le processus de cicatrisation. Cependant,
le role de COX-1 dans la régénération de la muqueuse, tout comme dans 1’angiogenése, n’est
pas a exclure.

1.4.4.g. Inflammation

Les PGs participent au développement des signes et des symptomes de I’inflammation
(Ferreira et coll, 1974), ou elles interviennent comme un modulateur plutét que comme un
médiateur. Leurs effets pro-inflammatoires sont de 3 types.
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e Signes cardinaux de ’inflammation

Les effets vasodilatateurs des PGE,, I, et D, interviennent au niveau des artérioles et des
veinules, provoquant le développement de la rougeur du tissu atteint (rubor). L’cedéme
(tumor) apparait simultanément par ’action synergique des PGs avec d’autres agents
vasoactifs, comme la sérotonine, les kinines et la substance P. De plus, la chaleur locale
(calor) pourrait relever majoritairement de I’afflux sanguin sur le site de I’inflammation et par
conséquent de I’effet vasodilatateur des PGs (Belch, 1989). Enfin, la douleur (dolor) pergue
lors d’une inflammation périphérique est ¢galement dépendante des PGs. En effet, méme si
les PGs sont peu algogeénes, elles jouent un role essentiel dans la perception de la douleur,
puisqu’elles potentialisent la sensation doulourcuse en abaissant le seuil d’excitabilité des
nocicepteurs périphériques aux substances algogénes endogenes, comme la substance P,
I’histamine ou la bradykinine. Une étude récente (Ajuebor et coll, 2000) a montré le role des
PGE; et du PGI, dans la réaction inflammatoire, en induisant notamment la formation des
cedémes grace a leurs effets vasodilatateurs et leur role dans la douleur, en agissant sur les
terminaisons nerveuses. Au niveau central, les PGs peuvent également potentialiser la
transmission de I’information nociceptive. Elles n’interviennent pas dans la transmission de la
douleur aigué, mais agissent lors de douleurs persistantes, comme celle survenant avec une
inflammation périphérique. En effet, sous I’action de stimuli répétés, les PGs sont libérées par
les neurones post-synaptiques, puis en se fixant sur des récepteurs au niveau des neurones
pré-synaptiques, elles facilitent la libération des neurotransmetteurs (Yaksh, 1999).
Néanmoins, les PGF,, peuvent diminuer les effets hyperalgiques des PGE, et I’effet
antalgique de la B-endorphine pourrait s’expliquer, au moins en partie, par I’inhibition qu’elle
exerce sur la biosynthese des PGs.

¢ Action sur les polynucléaires neutrophiles

Les PGI,, E, et E; induisent I’augmentation de I’AMPc intracellulaire dans les polynucléaires
neutrophiles. Ceci conduit a la réduction de la libération des enzymes lysosomiales, a la
réduction du chimiotactisme et de la diapédése. Au contraire, les PGF,, induiraient une
augmentation du chimiotactisme en augmentant le taux intra-cellulaire de GMPc.

¢ Action sur les lymphocytes

Comme pour les polynucléaires neutrophiles, les PGE,, E; et I, ont un effet inhibiteur sur les
fonctions lymphocytaires. En effet, il a été¢ montré in vitro que les PGE; et la PGI, inhibent la
prolifération lymphocytaire en augmentant les taux d’ AMPc intra-cellulaires. /n vivo, ces PGs
inhibent les réponses médi€es par les lymphocytes. A Pinverse, les PGF,, activent
expérimentalement la prolifération des lymphocytes grice a 1’augmentation du GMPc intra-
cellulaire. Par contre, des résultats opposés ont été rapportés pour la production
d’immunoglobulines et la fonction lymphocytaire T-suppressive (Belch, 1989).

De nombreuses études ont mis en évidence le role de COX-2 dans I’inflammation, qui est
devenue la cible des futurs traitements des arthropathies inflammatoires (Gilroy and Colville-
Nash, 2000). Certaines de ces études ont montré la présence de COX-2 aussi bien dans des
modeles d’inflammation aigué¢ (cedéme & la carragénine) (Tomlinson et coll, 1994) que
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chronique (Appleton et coll, 1995 ; Vane et coll, 1994) et ont décrit sa distribution spatiale et
temporelle. En effet, ces expériences ont montré que Pactivité de I’enzyme augmentait au
cours du développement de I’inflammation et ont pu mesurer ’augmentation de la production
de ses métabolites, les PGE,. L’inhibition de I’expression de COX-2 par les glucocorticoides
et les cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et IL-4) (Masferrer et coll, 1990 ; Mertz et coll,
1994 ; Dworski et Sheller, 1997) a mis en évidence le role de cette isoforme dans
I’inflammation.

Méme si l’efficacité des inhibiteurs sélectifs de COX-2 n’est plus a démontrer, il est
important de considérer qu’elle n’a été montrée, au cours de I’inflammation, qu’a des doses
inhibant aussi COX-1 (Wallace et coll, 1998).

Chez ’'Homme, I’expression de COX-2 a été montrée dans la membrane synoviale au cours
de la polyarthrite rhumatoide, la production de PGs semblant participer au processus
inflammatoire dans la synoviale (Siegle et coll, 1998). COX-2 est induite au cours des
inflammations exudatives aigués, de la formation de granulome et de la résorption osseuse. La
polyarthrite rhumatoide est caractérisée par une réponse exudative, la formation d’un
granulome ou la formation d’un pannus et la résorption osseuse.

L’administration de LPS a des volontaires sains a permis de montrer que méme si COX-2 est
prédominante, COX-1 est exprimée au cours de la réaction inflammatoire suivant I’injection
de LPS (McAdam et coll, 2000). Dans ce modele, ’activation des COXs contribue a la
peroxydation lipidique induite par le LPS. De plus, seule COX-2 contribue a la réponse
constitutionnelle au LPS chez I’homme.

Le PPARy est exprimé dans les macrophages et dans les synoviocytes de patients arthritiques,
et ses ligands inhibent la croissance des synoviocytes in vitro en induisant 1’apoptose. De
plus, le 15d-PGJ,, métabolite du PGD,, a des potentialités 100 fois supérieures pour inhiber
I’inflammation chronique et la formation du panus dans la polyarthrite thumatoide que la
troglitazone (Kawashito et coll, 2000). De méme, il est 5 & 30 fois plus efficace que cette
derniere, pour induire I’apoptose dans les synoviocytes et dans I’endothélium et pour inhiber
la production des cytokines par les macrophages.

Le 15d-PGJ, est capable de supprimer la synthése des PGE, induite par I’IL-1§ dans les
synoviocytes arthritiques, en inhibant I’expression de la PLA; cytosolique ou I’expression de
COX-2 (Tsubouchi et coll, 2001), alors que la troglitazone et les autres prostanoides, tels que
les PGE,, le PGFy, le PGA, et le PGD, n’ont aucun effet. L’inhibition de COX-2 par le 15d-
PGJ, a également été montrée dans d’autres types cellulaires, dont les macrophages murins et
les hépatocytes feetaux (Inoue et coll, 2000 ; Castrillo et coll, 2000 ; Callejas et coll, 1999). La
troglitazone, contrairement au 15d-PGJ,, peut inhiber ’expression de la 5-LOX dans les
mémes conditions. Ces résultats suggerent que ’effet anti-inflammatoire du 15d-PGIJ; est
indépendant du PPARy , méme si dans les macrophages U937 stimulés par du LPS, COX-2
est régulée par un rétrocontrole négatif impliquant le PPARY et si le contrdle négatif exercé
par les PGs sur la voie de transformation de I’AA est spécifique du 15d-PGJ,. 11 a également
été¢ montré que les PGE; et le PGF,, étaient capables d’inhiber I’expression de COX-2 ainsi
que la synthese de PGE, dans les macrophages (Pang et coll, 1997). Le rétrocontrdle de la
voie de biotransformation de I’AA est dépendant du type cellulaire.
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Le 15d-PGJ,, comme les AINS (aspirine, salicylés ou indométacine) (Yin et coll, 1998), est
un inhibiteur de la kinase IkB (IKK-f), conduisant donc a I'inactivation de NF-xB,
responsable de I’activation de COX-2 (Newton et coll, 1997), expliquant que les effets du
15d-PGJ; sont indépendants du PPARYy (Rossi et coll, 2000). Cependant, les AINS comme
I’indométacine, I’ibuprofene ou le fénamate, peuvent aussi étre des ligands du PPARY et ainsi
bloquer la synthése des cytokines inflammatoires par les monocytes humains (Jiang et coll,
1998).

On a pu évaluer que pour inhiber 50% de I’inflammation avec une molécule comme le SC-
58125, un inhibiteur sélectif de COX-2, il faut des doses 100 fois plus importantes que celles
requises pour inhiber COX-1. Ceci a soulevé I’hypothése que les doses nécessaires pour
observer un effet anti-inflammatoire significatif correspondent a celles ol la sélectivité
d’inhibition des molécules est perdue (Wallace et coll, 1998). Ainsi, certains des effets gastro-
intestinaux sont accentués.

L’implication de COX-1 au cours du processus inflammatoire a ét¢ étudiée. La réduction de
I’inflammation de la patte chez le rat implique la suppression systémique de COX-1, puisque
dans cette étude, les molécules inhibitrices de COX-2 ne sont efficaces qu’a des doses
permettant ’inhibition de COX-1 et accentuant les effets gastro-intestinaux (Wallace et coll,
1998). Ces résultats chez le rat ont été¢ complétés par une étude chez des souris déficientes
pour le géne de COX-2, ou le role de COX-1 a été mis en ¢évidence au cours d’une
inflammation aigué consécutive a I’injection de carragénine.

La surproduction de certaines PGs au cours de processus inflammatoires n’est pas forcément
synonyme d’effets délétéres. Les colites ulcéreuses actives produisent des taux élevés de PGs
(Gould et coll, 1977 ; Harris et coll, 1978 ; Sharon et coll, 1978). L’augmentation de PGs
accompagnant I’inflammation colique pourrait étre bénéfique, en assistant a la protection de la
muqueuse contre les 1ésions et/ou en induisant la réparation. Cette affirmation est supportée
par 3 constatations : i) les AINS qui inhibent la synthese des PGs, augmentent les risques de
maladies inflammatoires ou réactivent les maladies inflammatoires quiescentes (Kaufmann et
coll, 1987 ; Rampton et coll, 1983) ; ii) les AINS aggravent la colite expérimentale (Reuter et
coll, 1996 ; Wallace et coll, 1992), mais des composés identiques d’un point de vue structural,
n’inhibant pas la synthése des PGs, sont sans effet (Reuter et coll, 1996); et iii) une
administration intra-colonique de PGE; ou d’analogues de PGE, réduit la sévérité de colites
expérimentales (Allgayer et coll, 1989 ; Fedorak et coll, 1990 ; Wallace et coll, 1985). Il a été
montré que les PGs produites par le colon inflammatoire sont synthétisées par COX-2 chez le
rat (Reuter et coll, 1996) et chez ’homme (McCartney et coll, 1999). Par ailleurs, les PGD,
majoritairement produites par les cellules mastocytaires de la muqueuse ou par les entérocytes
en culture (Longo et coll, 1998), sont synthétisées par COX-2 et sont capables de supprimer
les infiltrations de leucocytes dans la cavité pleurale inflammée de rat (Gilroy et coll, 1999).
Certaines PGs et d’autres membres de cette famille de médiateurs lipidiques peuvent exercer
des effets anti-inflammatoires. Elles peuvent inhiber 1’adhésion des leucocytes (Asako et coll,
1992), inhiber la libération des especes activées de 1’oxygene par les neutrophiles (Wound et
Freund, 1981), empécher la dégranulation des mastocytes (Hogaboam et coll, 1993), ou
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encore inhiber la synthese d’un certain nombre de médiateurs de I’'inflammation et de
cytokines par différentes cellules (Ham et coll, 1983 ; Hogaboam et coll, 1993 ; Kunkel et
coll, 1986). De plus, les propriétés anti-inflammatoires du PGD, ont été¢ montrées dans un
mode¢le expérimental de pleurésie (Gilroy et coll, 1999).

Dans ce cas, les AINS et les inhibiteurs sélectifs de COX-2 seraient capables d’exacerber la
réponse inflammatoire et les I€sions tissulaires. Les taux de PGD, ne sont élevés qu’au cours
des stades précoces suivants ’induction de la colite (1-3 h). La synthese des PGD, modifie
celle des PGE,, tout comme Dinfiltration des granulocytes. En effet, les PGD, exogenes
inhibent I’infiltration des granulocytes dans le colon. L ’inhibition sélective de COX-2 avec le
célécoxib bloque complétement 1’augmentation de synthése de PGD, dans le colon,
provoquant le doublement de I’infiltration granulocytaire. Ainsi, les PGD, dérivés de COX-2
constituent un signal important dans les stades précoces de la colite. Leur activité¢ anti-
inflammatoire est médiée par le récepteur DP des PGs (Ajuebor et coll, 2000).

Dans le colon, les PGE; augmentent la réponse de lignées cellulaires épithéliales (T84) a
I’histamine et au cabachol. Elles sont secrétées par les myofibroblastes sub-épithéliaux
intestinaux stimulés par I’'IL-la. Les PGs peuvent moduler la prolifération des cellules
épithéliales intestinales et leur survie in vitro. Elles peuvent également en moduler les
sécrétions et la réplication (Takafuji et coll, 2000). Les PGE, peuvent créer un effet « barriere
de protection » dans I’épithélium du colon. Cet effet est de longue durée (heures) et peut étre
préservé face aux effets de certaines cytokines. La encore, cet effet pourrait expliquer les
effets négatifs des inhibiteurs de COX au cours d’inflammation chronique du colon. Les
récepteurs EP, et EP; aux prostanoides sont exprimés de fagon exclusive dans les cellules
épithéliales a I’apex des cryptes. Dans la muqueuse inflammée, I’expression des récepteurs
s’étend sur la surface latérale des cryptes. Ceci permet I’extension de la barriére protectrice.

1.4.4.h. Effet sur le cartilage

L’homéostasie du cartilage implique la synth¢se de macromolécules de la matrice extra-
cellulaire (protéoglycanes et collagéne), et la régulation des enzymes qui dégradent cette
matrice, comme les métalloprotéases (MMP). Les chondrocytes, seul type cellulaire présent
dans le cartilage, produisent différents protanoides, comme PGE,, PGI, et PGF,. La
contribution des PGs a I’homéostasie du cartilage est encore mal connue et controversée,
puisque des effets aussi bien anaboliques que cataboliques ont ét¢ observés. Certains travaux
expérimentaux montrent que les PGs sont capables d’inhiber la synthese des kératanes
sulfates (Fukuda et coll, 1995), des aggrécanes (Fulkerson et Damiano, 1983 ; Mitrovic et
coll, 1981) et des collagénes (O’Keefe et coll, 1992). Elles seraient é¢galement capables de
moduler I’équilibre entre les protéinases matricielles (MMPs) et leurs inhibiteurs (Yamada et
coll, 1996) et de réduire la prolifération des chondrocytes (Blanco et Lotz, 1995 ; Steinberg et
coll, 1991 ; Verbruggen et coll, 1992), ce qui les rendraient responsables d’effets délétéres sur
le cartilage.

A TP'inverse, d’autres travaux ont montré qu’elles étaient capables d’inhiber ’expression des
MMPs (Steinberg et Sledge, 1991 ; DiBattista et coll, 1994) et qu’elles pourraient stimuler la
prolifération et la différenciation des chondrocytes, la synthése des protéoglycanes et des
collagénes (DiBattista et coll, 1996 ; Schwartz et coll, 1998 ; Blanco et coll, 1995 ; Dingle,
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1991 ; O’Keefe et coll, 1992), qu’elles augmenteraient le taux de recepteur aux
glucocorticoides et seraient les médiateurs de la vitamine D (DiBattista et coll, 1991). Ceci
serait en faveur de leur effet bénéfique sur le cartilage.

La synthése de ces prostanoides par le cartilage peut €tre augmentée par des facteurs
biologiques comme I’IL-1, le TNFa ou un traumatisme (Campbell et coll, 1990 ; Malemud et
coll, 1981). L’IL-1 induit la dégradation de cartilage humain in vitro et plusieurs travaux ont
suggéré que les PGE,; pourraient intervenir dans la médiation des effets de I’IL-1 sur le
cartilage (Chin et coll, 1988). Les chondrocytes humains non stimulés ne contiennent pas
d’ARN messager de COX-2, a un taux détectable, mais il est induit par ’IL-1p (Geng et coll,
1995). Dans les chondrocytes articulaires de lapin, 'ARNm de COX-2 est exprimé de fagon
constitutive, et son expression est augmentée dans des cultures stimulées par I'IL-1. L’ARNm
de COX-1 n’est pas détecté dans des cultures traitées ou non a I’'IL-1 (Lyons-Giordano et coll,
1993) dans les chondrocytes bovins et dans les ostéoblastes humains (De Brum-Fernandes et
coll, 1994 ; Morisset et coll, 1998).

Le cartilage est le site de la destruction de la matrice extra-cellulaire dans les arthropathies
inflammatoires et des processus pathogéniques de I’arthrose. Les chondrocytes sont la source,
avec les synoviocytes de la membrane synoviale, de ’augmentation de synthése de PGs dans
’arthrite (Wittenberg et coll, 1993 ; Salmon et coll, 1983).

Les PGs sont produits a des taux ¢levés dans les tissus inflammatoires, comme la membrane
synoviale arthritique (Bombardier et coll, 1981 ; Davies et coll, 1984). Les PGE; et les PGE,
contribuent a I’inflammation de la membrane synoviale en augmentant le flux sanguin local et
en potentialisant les effets d’autres médiateurs comme la bradykinine et I’IL-13 qui induit la
vasoperméabilité. Les PGE, contribuent également a la destruction osseuse au cours de la
polyarthrite rhumatoide, en participant a la résorption des ostéoclastes (Robinson et coll,
1975). Ces observations suggerent donc que les PGE, participent a la physiopathologie de la
polyarthrite rhumatoide.

Différentes études ont montré que les PGE; pouvaient avoir un role différent dans le cartilage
sain et arthrosique (Amin et coll, 1997). Des échantillons de cartilage prélevés chez des
patients arthrosiques liberent spontanément des PGE; ex vivo apres 48 heures de culture a des
taux 50 fois supérieurs a la normale et 18 fois supérieurs a du cartilage sain traité par des
cytokines et des endotoxines. Cette augmentation de synthése des PGE, coincide avec
Pinduction de COX-2 dans le cartilage arthrosique. La production de NO et de PGE, par les
explants de cartilage arthrosique est régulée au niveau transcriptionnel et traductionnel. La
DEX inhibe la production spontanée de PGE,, mais pas celle de NO. L’inhibition de la NOS
réduit de 90% la production de NO, mais augmente (de deux fois) la production de PGE, dans
ces mémes explants. De méme, I’addition de donneurs de NO exogéenes inhibe la production
de PGE,. Cette production est augmentée dans les mémes explants stimulés par des cytokines
et des endotoxines. Ces résultats ont mis en évidence la production des PGE, par COX-2 dans
les explants de cartilage arthrosique ex vivo et la libération spontanée de NO qui agit de
maniére autocrine sur les cellules pour atténuer la production de PGE, par COX-2.
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Les PGE; jouent également un role important dans ’angiogénese de la membrane synoviale
par I’expression de facteur de croissance de I’endothélium vasculaire (Ben-Av et coll, 1995),
par la synthése de médiateur de P'inflammation de la synoviale ou de I'érosion de
Particulation.

Les inhibiteurs de COX sont largement utilisés dans le traitement des arthropathies
inflammatoires et représentent la principale intervention pharmacologique dans P’arthrose
(Hochberg et coll, 1995 ; Brandt et coll, 1987). Les effets des anti-inflammatoires stéroidiens
ou non, dans le cartilage restent cependant controversés (Brandt, 1987 ; Pelletier et coll,
1993). Les travaux de Blanco se sont intéressés aux effets de différents anti-inflammatoires
sur Pactivité¢ des COXs dans le cartilage articulaire humain pour difféientes raisons : 1)
I’expression et la modulation de COX-1 et de COX-2 varient selon le type cellulaire
considéré ; ii) la sélectivit¢ d’inhibition des isoformes de COX par les molécules anti-
inflammatoires n’est pas identique dans toutes les especes, les tissus et les cellules ; iii) les
AINS constituent le traitement principal des pathologies inflammatoires et la voie
pharmacologique majeure d’intervention dans ’arthrose (Blanco et coll, 1999).

1.4.4.i. Mort cellulaire programmée ou apoptose

Depuis plusieurs années, I’apoptose, ou mort programmée des cellules, apparait étre 1’un des
phénoménes importants dans la croissance et le développement mais aussi dans le maintien du
nombre appropri¢ de cellules dans un organisme pluricellulaire adulte. Le mécanisme
moléculaire conduisant & la mort de la cellule est schématisé Figure 17. _

Les PGH, synthétisées par COX-1 et COX-2 sont isomérisées en PGs dont les propriétés pro-
apoptotiques ont ét¢ mises en évidence dans les lymphocytes. Les PGE; induisent ’apoptose
dans les lymphocytes de manicre directe ou indirecte (Mastino et coll, 1992 ; Brown et coll,
1992). Les PGs sont aussi impliquées dans la mort programmeée des cellules épithéliales de la
membrane basale de I’utérus pendant la nidation et a la surface du follicule pré-ovulatoire
(Abrahamsohn et coll, 1993 ; Ackerman et Murdoch, 1993). Le r6le des COXs dans ces deux
cas est d’initier la synthése des PGs qui, en agissant vraisssmblablement de fagon paracrine
induisent la transduction du signal apoptotique au travers de leurs récepteurs membranaires
respectifs. Les PGA; et 15d-PGJ, sont également capables d’induire I’apoptose dans les
lymphocytes mais ces PGs ne possedant aucun récepteur membranaire, agissent probablement
sur des cibles intracellulaires par I’intermédiaire, par exemple, du facteur de transcription
PPAR (Kim et coll, 1993 ; Forman et coll, 1995).

Les changements observés au niveau du cartilage articulaire au cours du vieillissement
correspondent a une réduction de la cellularité et a une calcification de la matrice
extracellulaire. Ces modifications augmentent les risques d’arthrose. L’apoptose est un
événement cellulaire important qui permet le maintien, le remodelage ou le renouvellement du
cartilage mature. Cependant, des travaux récents ont montré que I’apoptose était impliquée
dans les processus de dégradation au cours de I’arthrose et associés a 1’dge (Horton et coll,
1998 ; Blanco et coll, 1998 ; Hashimoto et coll, 1998). De cette maniére, I’apoptose
chondrocytaire serait impliquée dans la déplétion en protéoglycanes (Hashimoto et coll, 1998)
ou dans la calcification pathologique de la matrice (Lee et coll, 2000). D’autres travaux
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(Nishida et coll, 2001) ont montré que I’apoptose participait a la formation des ostéophytes
dans le cartilage arthrosique humain.

L’induction de I’apoptose fait intervenir des interactions entre des facteurs pro- et anti-
apoptotiques de la famille de gene Bcl-2, notamment le rapport d’expression Bax et Bel-X qui
controle I’activation des caspases et par conséquent la mort cellulaire. L’activation de la
caspase-3 est nécessaire a I’exécution de la mort cellulaire par apoptose dans un certain
nombre de cellules, dont les chondrocytes (Lee et coll, 2000 ; Pelletier et coll, 2000). Des
travaux ont montré que la réduction de ’expression de Bcl-2 dans les chondrocytes pourrait
étre un marqueur de la mort programmée des cellules au cours de I’arthrose (Pelletier et coll,
2000 ; Feng et coll, 1998). De plus, il semble que les PGE; jouent un rdle dans I’induction de
I’apoptose chondrocytaire (Miwa et coll, 2000), suggérant un rdle possible des AINS dans la
chondroprotection. Des travaux récents (Mukherjee et coll, 2001) étudiant I’apoptose induite
par la staurosporine sur des chondrocytes immortalisés ont confirmé que 1’expression de Bcl-
2 était altérée au cours de 1’apoptose et que celle de la caspase-3 était induite. Deux des AINS
testés, nimésulide (inhibiteur préférentiel de COX-2) et ibuproféne (inhibiteur non sélectif), se
sont avérés capables de bloquer ’activation de la caspase-3 et de 1’apoptose. Par contre,
I’inhibiteur sélectif de COX-2, NS-398, a été sans effet sur ces deux parameétres. Ceci suggere
que les AINS ont une activité protectrice sur les chondrocytes, mais que cette activité est
différente de I’inhibition de COX-2.

Par ailleurs, il existe plusieurs preuves de I’implication du NO dans I’apoptose chondrocytaire
et dans la dégénérescence du cartilage articulaire au cours de I’arthrose. Le NO peut induire
des cassures de I’ADN, la modification des lipides et des protéines ou encore induire
I’apoptose chondrocytaire. De plus, le NO influence la synthése de collagénes et de
protéoglycanes par les chondrocytes, interfere avec leur migration et leur attachement a la
fibronectine (Clancy et coll, 1998). Il a également ét¢ montré que le NO était largement
exprimé dans le liquide synovial, le cartilage et la membrane synoviale de patients arthritiques
et que le chondrocyte en était stirement la principale source (Maier et coll, 1994 ; Sakurai et
coll, 1995). La INOS, enzyme responsable de la synthése du NO, présente dans les
chondrocytes arthrosiques, est induite en réponse a des stimulations par les cytokines pro-
inflammatoires comme I’IL-1f, I'IL-17 ou le TNFa. Par contre, la production de NO peut étre
inhibée par le TGFB, 'lL-4 ou I'IL-10 (Lotz, 1999 ; Martel-Pelletier, 1998 ; Amin et
Abramson, 1998 ; Blanco et coll, 1995 ; Sasaki et coll, 1998).
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Figure 17 Représentation shémahque des principaux mécanismes moléculaires du processus
apoptotique, impliquant Bax, Bcl-2, les caspases initiatrices et effectrices et I'’AIF (« apoptosis inducing
factor »)

1.4.4,j. Cancer

COX-2 est impliquée dans le processus de cancérisation (Eberhardt et coll,1994), notamment
dans celui du cancer colorectal (Sano et coll, 1995 ; Dimberg et coll, 1999 ; Hao et coll,
1999 ; Chapple et coll, 2000), dans le cancer de la prostate (Gupta et coll, 2000), du sein, de
I’estomac (Ristiméaki et coll, 1997 ; Uefuji et coll, 1998 ; Lim et coll, 2000), du pancréas
(Yip-Schneider et coll, 2000), des poumons (Ochiai et coll, 1999), de la téte et du cou (Chan
et coll, 1999).

Expérimentalement, la taille et la fréquence des polypes intestinaux sont considérablement
réduites chez des souris déficientes pour les génes de la polyadenomatose rectocolique
familiale et de COX-2 (Oshima et coll, 1996). De plus, I’inhibition sélective de COX-2
conduit & la suppression du cancer colorectal induit expérimentalement (Kawamori et coll,
1998), tout comme chez les rats traités par des agents cancérigénes ou dans des lignées de
cellules cancéreuses en culture (Reddy et coll, 1996 ; Qiao et coll, 1998 ; Crew et coll, 2000).
Dans le carcinome hépatocellulaire, le niveau d’expression de COX-2 a été corrélé avec le
stade de différenciation, suggérant que I’expression anormale de COX-2 est impliquée dans le
processus de cancérisation au niveau hépatique (Koga et coll, 1999 ; Shiota et coll, 1999).
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Une étude récente (Bae et coll, 2001) a confirmé le role déterminant joué¢ par COX-2 dans le
processus de différenciation de 1’hépatocarcinome puisque son inhibition induit la suppression
de la croissance des cellules, par I’induction de I’apoptose. Qui plus est, I’expression de
I’ARNm de COX-2 a été corrélée avec la profondeur de I’invasion dans des tissus de cancer
de I’estomac (Ohno et coll, 2001).

Le NO pourrait également €tre associ¢ a COX-2 au cours du processus de cancérisation
puisqu’il a été montré que ’activité de COX-2 est augmentée par le NO produit par la iNOS
(Nogawa et coll, 1998). L’expression simultanée et augmentée de iNOS et de COX-2 a été
observée dans deux formes de cancer de I’cesophage, dans un carcinome hépatocellulaire
(Rahnan et coll, 2001), tout comme au cours des gastrites induites par H. pylori (Wilson et
coll, 1998 ; Fu et coll, 1999). COX-2 et iNOS sont impliquées dans le processus de
cancérisation de fagon directe ou par I’intermédiaire de la synthése de médiateur qui régulent
la croissance cellulaire (Tsujii et Dubois, 1998 ; Jaiswal et coll, 2000). Ces effets peuvent
notamment étre liés a la synthese de peroxynitrite ou de prostanoides.

Trois eicosanoides formés a partir de I’AA apparaissent jouer un role clé dans le cancer de la
prostate : les PGE,, le 12-HETE et le 5-HETE (Myers et coll, 2001). Les cellules de cancer de
la prostate produisent des PGE, dans des cultures de tissu. Les tissus prélevés au moment de
’ablation de la prostate montrent une production de PGE, 10 fois supérieure dans les tissus
cancéreux de la prostate par rapport aux tissus périphériques (Chaudry et coll, 1994). Les
deux isoformes de la COX ont ¢t¢ identifiées dans la prostate, mais seule COX-2 est
sélectivement surexprimée dans le tissu cancereux (Gupta et coll, 2000). La production de
PGE, dépendante de COX-2 pourrait contribuer au développement du cancer de la prostate de
différentes fagons et en favoriser la progression (Sawaoka et coll, 1999 ; Tsujii et coll, 1998).
Le role de COX-2 dans I’angiogenese est maintenant clairement établi, et favorise ainsi la
croissance des tumeurs, I’invasion et la formation des métastases. De plus, ’inhibition de
COX-2 in vitro conduit a I’apoptose, ce qui suggere que les produits de COX-2 contribuent a
la survie des cellules cancéreuses de la prostate humaine (Liu et coll, 1998). Les PGE,
peuvent induire 1’apoptose dans les cellules NT (« natural killer ») et dans les cellules T
cytotoxiques (Rhind et coll, 2000). La surexpression de COX-2 dans certains cancers est la
résultante de la modulation de certaines voies de signalisation. L’implication de p53 dans la
régulation de I’expression du geéne de COX-2 peut expliquer en partie 1’augmentation de
COX-2 notée dans différentes formes de cancer contenant le mutant pS3 (Kutchera et coll,
1996 ; Eberhardt et coll, 1994 ; Kargmann et coll, 1995 ; Sano et coll, 1995 ; Hwang et coll,
1998 ; Zimmermann et coll, 1999). D autre part, plusieurs travaux ont montré que le potentiel
cancérigene lié a la surexpression de COX-2 était souvent associ¢ a la résistance a I’apoptose
(Tsujii et Dubois, 1995). L’activation de p38 et de ERK (kinase régulée par des signaux extra-
cellulaires), appartenant a la famille des kinases activées par un mitogéne (MAPK) ainsi que
celle de COX-2 a ¢té montrée dans I’épithélium de colon humain soumis a un changement
d’osmolarité (équivalent a un stress environnemental subi par les cellules) (Arbadi et coll,
2001). De plus, dans ces conditions, I’inhibition de p38 réduit de 50% I’expression de COX-2.
Ce mécanisme pourrait aider a expliquer le mécanisme de pathogénése du carcinome du
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colon. D’autres travaux (Liu et coll, 2001) ont montré que I’incidence des hyperplasies de la
glande mammaire, des dysplasies et des transformations en tumeurs métastatiques est
augmentée de fagon considérable chez les souris modifiées (souris transgéniques ayant le
géne de COX-2 humaine) ayant eu plusieurs grossesses. Les tissus tumoraux (glandes
mammaires) expriment COX-2 et ont des taux réduits en protéines pro-apoptotiques (Bax et
Bel-xp) et des taux augmentés en protéine anti-apoptotiques (Bcl-2). Ces résultats montrent
que D’expression de COX-2 est suffisante pour induire la cancérisation de la glande
mammaire. Un mécanisme par lequel la COX pourrait étre impliquée dans I’initiation de la
formation des tumeurs est la co-oxygénation de I’ADN et des nucléosides pendant la réaction
catalysée par la COX (Nikolic et coll, 2001). Les espéces radicalaires produites au cours de
cette réaction, dont les radicaux peroxyls, pourraient étre les médiateurs de cette oxygénation.
Le produit de la 12-lipoxygénase (12-LOX) semble favoriser la métastase de ce cancer. De
plus, elle est capable d’augmenter la motilité et le caractére invasif in vitro par un mécanisme
impliquant I’activation de la protéine kinase C (Gao et coll, 1995). Les produits de la 5-LOX
favorisent la survie de ces cellules cancereuses et jouent un role moins important dans la
croissance de ces cellules. Les lignées cellulaires cancéreuses humaines hormono-
dépendantes ou non sont trés résistantes puisque capables de survivre plus d’une semaine
privées de sérum (Ghosh et coll, 1997 ; Ghosh et coll, 1998). Cependant, un inhibiteur de 5-
LOX, comme le MK 886, induit I’apoptose chez ces cellules, qui meurent alors apres 8 heures.
L’addition de 5-HETE, produit de la 5-LOX, prévient la mort cellulaire. L’AA lui-mé&me peut
stimuler la croissance des cellules. Les cancers de la prostate chez ’homme ont tendance a
former des métastases dans 1’0s. La 5-LOX joue un réle important dans la biologie de I’os et
de la moelle osseuse, en conditionnant notamment la maturation des pré-ostéoclastes en
ostéoclastes ou la prolifération et la maturation des cellules my¢éloides (Stenke et coll, 1994).
11 a d’ailleurs été montré chez des souris déficientes pour le géne de la 5-LOX, I’absence
d’ostéoclastes (Bonewald et coll, 1997 ; Franchi-Miller et coll, 1995). Ainsi, I’activité anti-
apoptotique de la 5-LLOX peut jouer un role dans la capacité des cellules de cancer de la
prostate a survivre et a pousser dans des sites osseux en dépit de la privation en androgene.

Tous ces ¢léments suggerent que ’inhibition de I’activité de COX-2 pourrait avoir un effet
thérapeutique important dans le contréle de ces différentes tumeurs.

Le traitement de patients a haut risque de cancer colorectal (Krishnan et coll, 2001) par 81 mg
d’aspirine pendant 28 jours réduit la concentration en PGE, de la muqueuse colorectale, sans
modifier le risque de cancer colorectal.

[4.4.k. COX et os

Les ostéoclastes sont les uniques cellules multinuclées, dérivées des cellules souches
hématopoictiques responsables de la résorption osseuse. L’induction de I’expression de COX-
2 est impliquée dans la résorption osseuse en induisant la différenciation des ostéoclastes par
’intermédiaire des interleukines (Koide et coll, 1999 ; Onoe et coll, 1996). De plus, une étude
récente a montré que COX-2 est impliquée dans la fonction normale des ostéoblastes (Boyan
et coll, 2001). Les inhibiteurs de COXs diminuent la fonction des ostéoblastes. L’inhibition
sélective de I'une ou l'autre des isoformes de la COX provoque la diminution de ’expression
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phénotypique des ostéoblastes, mais leur fonction peut étre maintenue. Cependant,
’inhibition sélective n’affecte pas I’activité de la phosphatase alcaline qui est 1’enzyme
importante dans les stades précoces de la différenciation et dans 1’établissement de la
calcification (Owen et coll, 1990). La COX constitutive est nécessaire pour la fonction et la
différenciation des ostéoblastes.

1.5. Voie de la lipoxygénase
L5.1. Les leucotriénes

Les leucotricnes (LTs) sont des médiateurs biologiques importants, impliqués dans
I’inflammation et les troubles allergiques. Ils sont répartis en deux catégories : 1) le LTBy,
composé participant au chimiotactisme des neutrophiles ; 2) les cystéinyls leucotriénes, LTC;,
LTDy4 et LTE4 formant un groupe d’entités actives connues comme des substances d’action
lente (Samuelsson, 1983) (Figure 18).
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Figure 18 Structure chimique des leucotriénes et de leur précurseur, le 5-HEPTE
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1.5.2. Les lipoxygénases (LOX)

Les LOXs forment un groupe d’enzymes non-héminiques, ferriques comprenant une activité
cyclooxygénasique, catalysant 1’incorporation d’un atome d’oxygeéne dans les acides gras
contenant un 1,4-cis, cis-pentadiéne. Certaines de ces enzymes, telles que les 5-LOX, 12-LOX
et 15-LOX, ont été mises en évidence dans différentes cellules au niveau du site
inflammatoire. La 5-lipoxygénase (5-LOX) catalyse les deux étapes initiales de la biosynthese
des LTs a partir de I’AA, la premiére correspond & une oxygénation stéréospécifique
permettant la formation de I’acide (5S)-hydroxyperoxy-6-trans-8,11,14-cis-eicosatetraénoique
(5-HPETE) et la deuxiéme a la déshydratation conduisant a la formation du LTAy,
intermédiaire instable (Radmark et coll, 1980a et b), pouvant étre transformé par la suite de
fagon enzymatique ou non-enzymatique. La transformation non-enzymatique conduit a la
formation du 5,6-diHETE et du 5,12-diHETE (Maycock et coll, 1982). L’époxyde hydrolase,
LTA, hydrolase, catalyse la transformation du LTA; en LTB, (Radmark et coll, 1984). Le
LTA4 peut également étre conjugué avec le gluthation par la LTC,4 synthase pour former le
LTC, (Figure 19) (Radmark et coll, 1980a). De méme, des clivages successifs par la y-
glutamyl transférase (Orning et Hammarstrom, 1980) et par une dipeptidase (Lee et coll,
1983) convertit le LTC4 en LTD4 et LTE4. C’est a "occasion des études sur la voie de la 5-
LOX que le métabolisme transcellulaire des LT a été mis en évidence (Marcus, 1986). Ainsi,
le LTA4 produit par les neutrophiles peut étre transformé en LTB, soit par cette méme cellule
soit par les hématies. La 5-LOX se distingue des autres isoformes de LOX par son activité
Ca”* et ATP-dépendante. De plus, c’est a cette occasion que le rdle des protéines activatrices
membranaires ou « Five Lipoxygenase Activating Protein » (FLAP) a ét¢ montré (Dixon et
coll, 1990 ; Abramovitz et coll, 1993). En effet, la 5-LOX est normalement présente dans le
cytoplasme des cellules dans lesquelles elle est exprimée (leucocytes, monocytes, basophiles
et lymphocytes T), mais en réponse 4 une augmentation des taux de Ca”" intracellulaire, elle
est transloquée vers la membrane cellulaire ou elle se lie au FLAP (Rouzer et coll, 1988). Le
FLAP agit comme une protéine accessoire qui facilite le transfert de I’AA vers I’enzyme
(Abramovitz et coll, 1993).
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Figure 19 Biosynthése du LTB, et du LTC,4
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Tableau 5 Principaux roles biologiques des leucotriénes

Effet LT impliqué
Augmentation de [’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales LTB,
Augmentation de la perméabilité vasculaire LTC, LTD,, LTE,
Stimulation du chimiotactisme pour les neutrophiles et pour les autres granulocytes (2 un LTB,

moindre degré)

Stimulation du chimiotactisme pour les éosinophiles dans la muqueuse des voies LTD,, LTE,
respiratoires

Stimulation de la sécrétion d’anion superoxyde et dégranulation des leucocytes LTB,
Stimulation de la libération d’IL-5,-6 et d’IL-8 par les lymphocytes T LTB,
Augmentation de I’expression des récepteurs IgE de faible affinité sur les cellules B et LTB,

synthése d’IgE induite par I'IL-4
Augmentation du tonus musculaire et des sécrétions bronchiques LTC, LTD,, LTE,

Prolifération et remodelage des muscles lisses respiratoires LTC4LTD,, LTE,

La S5-LOX est activée par le Ca®" et PATP (Rouzer et coll, 1986). La 5-LOX activée est
toujours membranaire (Rouzer et coll, 1986 ; Wong et coll, 1988).

Elle joue un role clé au cours de ’asthme et de I’inflammation (Tableau 5), notamment dans
le développement de I’cedéme, et est responsable de la synthése de LTB,, des lipoxines et des
cystéinyls leucotriénes. C’est pour ces raisons que la 5-LOX est devenue une cible
thérapeutique. Il existe des molécules ayant un pouvoir inhibiteur double sur la COX et la 5-
LOX (Hidaka et coll, 1994 ; Ikuta et coll, 1987 ; Wong et coll, 1992 ; Unangst et coll, 1994).
Ces inhibiteurs sont supposés avoir des propriétés inhibitrices supérieures en tant qu’anti-
inflammatoires, avec un profil de tolérance améliorée. Ceci serait expliqué par le role des LT
synthétisés par la 5-LOX au cours de I’inflammation et au niveau des effets secondaires
induits par les AINS (Brain et Williams, 1990 ; Vaananen et coll, 1992 ; Guslandi, 1987 ;
Asako et coll, 1992).

La P12-LOX est une forme de LOX exprimée au niveau des plaquettes. Elle catalyse la
transformation de I’AA en acide 12-hydroxperoxyeicosatétraenoique (12-HPETE), réduit en
12-HETE. 1l existe une forme de 12-LOX exprimée dans les leucocytes (L12-LOX),
permettant la transformation de I’AA en 12-HPETE et de 15-HPETE a un plus faible niveau.
Les produits de la LOX, synthétisés au niveau des synoviocytes au cours de la polyarthrite
rhumatoide peuvent participer a [’accumulation cellulaire au niveau de la membrane synoviale
et du liquide synovial, tout comme a I’activation cellulaire conduisant a la destruction de
’articulation (Bonnet et coll, 1995).

3éme

I.6. L’hypothése d’existence d’une isoforme de la COX

Les compagnies pharmaceutiques ont développé des tests simples pour 1’identification de
I’activité anti-inflammatoire des molécules, comme le modéle d’inflammation a la
carragénine.
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Les différents modeéles expérimentaux d’inflammation sont caractérisés par la succession de la
libération de différents médiateurs comme I’histamine, la 5-hydroxytryptamine, les kinines et
les PGs (DiRosa et coll, 1971). Aux stades précoces, les anti-histaminiques ont une activité
anti-inflammatoire. De plus, ces changements de migration de polynucléaires puis de
monocytes sont aussi observés. Ils sont dus a des modifications des facteurs chimiotactiques
et d’expression des molécules d’adhésion cellulaire. De plus, I’apoptose des cellules
polynucléaires conduit a la dominance des monocytes (Willoughby et coll, 2000).

Dans le modeéle de pleurésie a la carragénine, les inhibiteurs de COX-2 montrent une activité
anti-inflammatoire trés précocément dans la réaction inflammatoire, a partir du moment ou
Pexpression de COX-2 est détectée, comme le font les inhibiteurs classiques, tel que
I’indométacine. Aprés 6 heures, les inhibiteurs sélectifs de COX-2 n’ont plus d’effet, alors
que ’efficacité des inhibiteurs classiques persiste. A ce point, la protéine de COX-2 n’est plus
détectée par western blot. Qui plus est, a 48 heures, alors que I’inflammation est en rémission,
une seconde augmentation de I’expression d’une protéine de type COX-2 est détectée par
western blot (Figure 20). Cependant, 1l a ét¢ montré ex vivo par ajout d’AA que cette protéine
ne produit pas de PGE, pro-inflammatoires mais, par contre, produit in vivo des PGs anti-
inflammatoires comme PGD,, PGF;, ou 15d-PGJ,.

Certains auteurs ont émis I’hypothése que cette protéine synthétysée tardivement (48 heures)
pourrait représenter une 3% isoforme de la COX, COX-3, qui, contrairement 8 COX-1 et a
COX-2 ne produirait pas de PGs pro-inflammatoires, mais les prostanoides anti-
inflammatoires.
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Figure 20 Expression des isoenzymes de COX pendant les phases d’installation et de rémission de
I'inflammation (d‘aprés Willoughby et coll, 2000)

L’expression de ce variant catalytique de COX-2 ou d’une 3°™ isoforme de COX a été
montré in vitro dans des macrophages traités pendant 48 heures par de fortes doses d’AINS
(Simmons et coll, 1999). Cette isoenzyme, détectée par des anticorps anti-COX-2, semble
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sensible a I’inhibition par le paracétamol, mais est moins sensible aux autres AINS, en
comparaison a I’activit¢ COX-2 induite par le LPS.

Cette 3°™ isoforme de COX pourrait étre exprimée seulement dans certaines circonstances.
En effet, cette protéine COX-2-like produit des PGE, dans des macrophages transformés sous
I’effet d’AA exogene, alors qu’elle n’est pas capable d’en réaliser la synthése dans les
échantillons de pleurésie a 48 heures avec un apport d’AA exogeéne. 1l n’est d’ailleurs pas
possible de détecter les PGE; dans les exudats au méme temps. L’induction de la synthese de
cette isoforme pourrait dépendre de I’activation des PPARs (Lehman et coll, 1997).

La production de 15d-PGJ, a 48 heures par cette COX-3 dans le modele de pleurésie a la
carragénine (Gilroy et coll, 1999) constitue un lien avec d’autres mécanismes endogenes
d’inflammation, tels que la protéine de choc thermique heme-oxygénase-1 (Colville-Nash et
coll, 1998). Expérimentalement, I’induction de cette protéine a des propriétés anti-
inflammatoires équivalentes ou plus importantes que celles des stéroides dans les modeles
d’inflammation (Willis et coll, 1996).

Si cette hypothése est vérifiée, I’expression de COX-3 pourrait survenir dans les périodes de
rémission de certaines pathologies inflammatoires, comme la polyarthrite rhumatoide. Chez
I’homme, il serait important de disposer de marqueurs de {’activité de la maladie, afin de
pouvoir arréter la médication (inhibiteurs de COX-2 ou inhibiteurs équipotents) pendant les
périodes de rémission, puisque ’utilisation des inhibiteurs de COX pourrait retarder la
survenue normale des périodes de rémission.
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Il. Les anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS)

Les AINS sont utilisés en thérapeutique depuis trés longtemps, puisque I’écorce de saule,
contenant la saliciline, ¢tait appréciée dans I’Antiquité pour ses propriétés antalgique et
antipyrétique. Plus récemment, le centenaire de I’acide acétylsalicylique ou aspirine a été
celébré. A I'heure actuelle, les AINS demeurent une des classes thérapeutiques les plus
utilisées dans le monde, que ce soit dans le contexte de la prescription médicale ou celui de
I’automédication. On estime ainsi que plus de 30 millions de personnes prennent
quotidiennement un AINS pour les soulager d’affections aussi diverses que les poussées
inflammatoires de la polyarthrite rhumatoide ou de Darthrose, la symptomatologie
douloureuse associée aux pathologies musculo-tendineuses, post-opératoires, migraineuses,
ou aux dysménorrhées. Ils sont cependant considérés comme une « arme a double tranchant »
(Lichtenstein et coll, 1995) puisqu’ils sont responsables d’environ 16 500 déces par an aux
Etats—Unis chez les patients atteints d’arthrite thumatoide ou d’arthrose, c’est-a-dire autant
que le nombre de morts du SIDA en 1997 dans le méme pays (Wolfe et coll, 1999). Les effets
indésirables digestifs et, 2 un moindre degré, rénaux demeurent la principale limitation de
’utilisation prolongée des AINS classiques en rhumatologie (Pairet et Netter, 1999).

I1.1. Mode d’action des AINS

Il y a 30 ans, Vane proposa un mécanisme d’action pour les molécules de type aspirine et les
AINS : Pinhibition de la biosyntheése des PGs (Vane, 1971). L’inhibition par I’aspirine est
causée par D’acétylation irréversible du site cyclooxygénasique de la COX, laissant le site
peroxydase de I’enzyme libre. Les autres AINS comme !’ibuproféne ou 1’indométacine,
inhibent la COX de fagon réversible ou irréversible en entrant en compétition avec le substrat
de ’enzyme, I’AA, pour son site actif (Figure 21).

II a été montré récemment que I’inhibition préférentielle de COX-2 par le NS-398 permettait

non seulement d’inhiber 1’activité de COX-2 mais aussi de réduire I’expression de son géne
dans des synoviocytes humains arthritiques et arthrosiques (DiBattista et coll, 2001).
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Figure 21 Mode d'action des AINS sur la voie de biosynthése des PGs

I1.2. Classification des AINS classiques

Ces inhibiteurs peuvent étre classés en deux grands groupes : les acides carboxyliques et les
acides énoliques, qui peuvent eux-mémes étre subdivisés en au moins 7 groupes selon leur
structure chimique (Figure 22) (Terlain et coll, 1996) :

- les acides salicyliques

- les acides phénylacétiques

- les acides indoacétiques

- les acides propioniques

- les acides anthraniliques

- les pyrazolones

- les oxicams

Pendant longtemps, on a cru que la présence d’un groupement acide était un pré-requis pour
les AINS classiques. Aujourd’hui, on sait que cette caractéristique structurale permet la
formation d’une liaison saline entre la fonction carboxylique de I’anti-inflammatoire et
I’Arg120 de la COX, provoquant ainsi I’inhibition de I"activité¢ COX-1.

En fonction de leur structure chimique, les AINS inhibent différemment COX-1 et COX-2.
Ceci leur confére leurs activités anti-inflammatoire et analgésique mais aussi leurs effets
secondaires indésirables, notamment au niveau du tractus gastro-intestinal (Carabazza et coll,
1996).
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Tous les AINS commercialisés sont capables d’inhiber COX-1 et COX-2. La sélectivité
d’inhibition des COXs est importante a considérer pour le développement des AINS a effets
indésirables réduits. Le développement des inhibiteurs sélectifs de COX-2, avec un profil
pharmacologique attrayant et des effets secondaires réduits, a été favoris¢ (Dannhardt et
Kiefer, 2001).

I1.3. Base de la sélectivité des AINS

Les AINS ayant des caractéristiques différentes, I’inhibition des COXs par ces molécules
aboutit a des effets différents. L’ AINS idéal serait donc capable d'inhiber la voie enzymatique
associée aux effets déléteres des PGs (COX-2) tout en conservant l'activité de la voie
enzymatique associée a leurs effets physiologiques (COX-1). Ainsi, la production des PGs
protectrices, aussi bien au niveau de l'estomac que du rein, serait préservée, et I’activité anti-
inflammatoire maintenue. Dans cette optique, les propriétés analgésiques et anti-
inflammatoires des AINS classiques ne sont pas remises en cause, seules leurs tolérances
gastro-intestinale et rénale sont & prendre en considération.

Le concept de sélectivité des AINS repose sur des arguments structuraux et cinétiques.

e Arguments structuraux

Certains arguments prennent en compte les différences structurales révélées par les études
cristallographiques des deux isoformes de COX. En effet, le canal hydrophobe de COX-2
¢tant plus large que celui de COX-1, il pourrait interagir avec des molécules de plus grande
taille et/ou ayant une chaine latérale susceptible de se positionner dans la poche latérale. Il est
d’ailleurs 1égitime de supposer que les modifications structurales mineures (changement de
conformation de I’enzyme par exemple) puissent conduire 4 des modifications majeures des
cinétiques d’inhibition enzymatique (Figure 24).

¢ Arguments cinétiques

Les anti-inflammatoires sont capables d'inhiber les COXs de quatre fagons (Gierse et coll,

1999):

¢ Inhibition irréversible par fixation covalente (aspirine et valerylsalicylate) provoquant
I'acétylation de la Ser530 ou 516.

¢ Inhibition réversible compétitive : 'AINS entre en compétition avec le substrat pour le site
de fixation selon un équilibre régi par la loi d’action de masse (ibuproféne, piroxicam et la
majorité des arylpropioniques)

¢ Inhibition d’interaction lente, réversible et dépendante du temps de COX-1 et de COX-2.
Une étude récente a suggére que I’interaction lente puisse étre de faible affinité (oxicams
et naproxéne). L’indométacine et le flurbiproféne semblent produire des interactions
ioniques entre leur fonction acide carboxylique et le résidu Arg de I’enzyme. Cet effet
semble influencer I’hélice D de la protéine, suivi par une perte remarquable de la
flexibilité de ’enzyme

¢ Inhibition lente, irréversible et dépendante du temps de forte affinité (indométacine,
flurbiprofene, méclofénamate, célécoxib et rofécoxib). Les inhibiteurs sélectifs de COX-2
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sont capables d'inhiber compétitivement COX-1 et d'interagir lentement avec COX-2
(Ouellet et Percival, 1995).

La base de la s¢lectivité d’inhibition des nouvelles classes d’inhibiteurs hautement sélectifs de
COX-2 réside dans leur capacité a inhiber COX-2 d’une maniere dépendante du temps, sans
inhiber COX-1 de fagon temps dépendante (Gierse et coll, 1995 ; Copeland et coll, 1994). Par
exemple, I’inhibition de la COX par le célécoxib comprend une inhibition compétitive
initiale, avec une affinité identique pour COX-1 et COX-2 (Gierse et coll, 1999). L’inhibition
lente, dépendante du temps intervient suite a la formation d’un complexe binaire avec COX-2,
mais pas avec COX-1, et apparait contribuer largement a la potentialité et a la sélectivité
d’inhibition du célécoxib. Les hétérocycles diaryles peuvent inhiber COX-2 en prenant
avantage de la poche latérale du site actif, n’existant pas dans COX-1 (Gierse et coll, 1996 ;
Guo et coll, 1996). Cependant, tous les inhibiteurs agissant de fagon dépendante du temps ne
bénéficient pas de ’espace supplémentaire aménagé par la poche latérale. Certains composés
n’ont pas la structure adéquate pour interagir avec la poche latérale mais sont tout de méme
capables d’une inhibition dépendante du temps, comme les acides carboxyliques qui
interagissent avec 1’Argl20. Dans ce cas, I’acide carboxylique est transformé en ester de
méthyle (Figure 24).

IL.3.1. L’hypothése COX-2

Cette hypothese propose qu’a des doses efficaces, les inhibiteurs sélectifs de COX-2 causent
moins d’effets secondaires gastro-intestinaux graves que ceux causés par les AINS classiques.
Le développement clinique des inhibiteurs sélectifs de COX-2 repose sur deux hypothéses : 1)
I’inhibition de COX-2 est nécessaire et suffisante pour une efficacité anti-inflammatoire et
analgésique, et i) I’inhibition de COX-1 est responsable en majeure partie de la toxicité
digestive des AINS classiques (Mardini et Fitzgerald, 2001).

« Un inhibiteur sélectif de COX-2 est avant tout un anti-inflammatoire non-stéroidien

n’inhibant pas I’activit¢é COX-1 et non une molécule inhibant plus efficacement I’activité
COX-2 qu’un AINS classique » (Vane et Warner, 2000).
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Figure 23 Structure chimique des inhibiteurs sélectifs de COX-2
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I1.3.2. Mise en évidence de la sélectivité in vitro

L’inhibition de COX par les AINS a été démontrée dans de nombreux systémes, comme des
préparations microsomiales d’enzymes, des cellules ou des tissus, ou des organismes entiers
(Tableau 6). Toutes ces méthodes permettent de calculer des DEsq (dose efficace permettant
d’inhiber 50% d’activit¢ de l’enzyme) des différents AINS pour COX-1 et COX-2,
conduisant ainsi a I’estimation d’un rapport de sélectivité COX-2/COX-1.

Ainsi, plus la valeur sera voisine de zéro, plus I’AINS sera considéré comme sélectif de COX-
2. Bien que trés variables selon les systemes expérimentaux utilisés (Jouzeau et coll, 1997 ;
Pairet et Van Ryn, 1998), ces rapports permettent de classer les AINS en 4 catégories : les
inhibiteurs sélectifs de COX-1 (faible dose d’aspirine), les inhibiteurs non-sélectifs (forte dose
d’aspirine, indométacine, diclofénac, ibuproféene naproxene et piroxicam), les inhibiteurs
préférentiels COX-2 (méloxicam) et les inhibiteurs sélectifs de COX-2 (célécoxib, rofécoxib)
(Frolich, 1997). Cette définition de la sélectivité doit cependant également prendre en compte
la sélectivité d’inhibition tissulaire aux posologies utilisées en thérapeutique (Jouzeau et coll,
1997 ; Pairet et Van Ryn, 1998 ; Lipsky, 1999). Un inhibiteur ayant le rapport de DEs le plus
faible possible serait susceptible, a priori, d’avoir un indice bénéfice/risque le plus favorable.
Plus récemment (Kawai et coll, 1998), les rapports de sélectivité d’inhibition COX-2/COX-1
ont ét¢ déterminés par ’inhibition de la production de PGE, dans des synoviocytes humains
in vitro stimulés par I’IL-1f pour Iactivité COX-2 et par la production de TxB, par la COX-1
plaquettaire. De méme, il a été¢ montré (Horton et coll, 1999) que la mesure des taux de PGE,
dans des fibroblastes 3T3 et macrophages J774.2 murins et dans des lignées cellulaires
établies, stimulées ou non (A23187, LPS) et traitées par des inhibiteurs (aspirine,
indométacine ou DEX) permettait de déterminer les index de sélectivité en s’affranchissant de
la mesure de I’activité COX, difficile a effectuer dans ces conditions.

Tableau 6 Tests /n vitro utilisés pour caractériser le pouvoir inhibiteur des AINS sur COX-1 et COX-2

COX-1 COX-2
Vésicule séminale ovine Placenta de mouton
Cellules endothéliales aortiques bovines Macrophages de souris stimulés au LPS'
Plaquettes humaines Cellules mésangiales de rat stimulées a I’[L-1?
Macrophages non-stimulés de cobaye Macrophages stimulés de cobaye *
Enzyme recombinante de souris Enzyme recombinante de souris
Lignées cellulaires humaines Lignées cellulaires humaines
ex. cellules de lymphome histiocytic U-397 ex. cellules d’osteocarcinome 143.98.2
Enzyme recombinante humaine Enzyme recombinante humaine
(enzyme puriﬁée“, microsomes’, homogénats‘s, cellules”) (enzyme purifiée, microsomes, homogénats, cellules)
Muqueuse gastrique humaine Monocytes humains stimulés au LPS®
Plaquettes humaines isolées Monocytes humains stimulés au LPS
Sang total humain coagulé Sang total humain stimulé au LPS *'>"!

1: Mitchell et coll, 1993; 2: Klein et coll, 1994; 3: Engelhardt et coll, 1996; 4 : Barnett et coll, 1994, Copeland et
coll, 1994; 5: O’Neill et coll, 1994, Glaser et coll, 1995, Laneuville et coll, 1994; 6: Gierse et coll, 1996; 7:
Cromlish et Kennedy, 1996, Kargman et coll, 1995; 8: Tavares et Bennett, 1993 ; 9 : Patrignani et coll, 1994 ;
10 : Young et coll, 1996 ; 11 : Grossman et coll, 1995
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I1.4. Les inhibiteurs préférentiels de COX-2

La caractéristique de ces molécules est d’inhiber préférentiellement COX-2. Ces molécules
pourraient donc présenter ’intérét de conserver les propriétés anti-inflammatoires des AINS
classiques, tout en ayant une meilleure tolérance digestive et/ou rénale (Vane et coll, 1994).
Deux molécules commercialisées en France, le méloxicam (Mobic™) et le nimésulide
(Nexen™) ont les caractéristiques des inhibiteurs préférentiels de COX-2.

Le méloxicam est un énolcarboxamide, appartenant a la famille des oxicams (Noble et
Balfour, 1996). Le méloxicam (4-hydroxy-2-méthyl-N-(5-méthyl-2-thiazolyl)2H-1,2-
benzothiazine-3-carboxamide-1,1-dioxide) est un dérivé du piroxicam, AINS énolique de la
famille des oxicams (Noble et Balfour, 1996). Il est capable d’inhiber COX-2, dans différents
systémes, 3 a 77 fois plus que COX-1 (Pairet et coll, 1998 ; Patrignani et coll, 1997).
Plusieurs modeles cellulaires ont suggéré sa capacité d’inhiber préférentiellement COX-2 par
rapport & COX-1, ce qui a conduit certains auteurs a proposer que scn profil de tolérance
clinique, plus favorable que celui d’AINS classiques, soit la conséquence d’une inhibition
préférentielle de COX-2 (Distel et coll, 1996). Sa sélectivité¢ d’inhibition limitée conduit a le
classer dans la classe des inhibiteurs préférentiels de COX-2 (Tableau 7 et Tableau 10). Il
n’est pas capable de se lier a la poche latérale de COX-2 mais peut exploiter la plus grande
flexibilité dans le site actif de cette enzyme par rapport a I’apex de COX-1.

Le méloxicam a une demi-vie d’élimination de 20 heures chez I'homme et de 16 heures chez
le rat. Cette demi-vie longue permet une administration quotidienne unique aux doses de 7,5
ou 15 mg chez I'homme. Le méloxicam se lie de 99,5 a 99,7% aux protéines plasmatiques et,
comme tous les acides faibles, principalement & l'albumine. Il est plus ou moins bien et
lentement absorbé, atteint sa concentration plasmatique maximale (Tmax) 5 a 6 heures aprés
I'administration orale et présente une biodisponibilité de 89 % (Tirk et coll, 1997). Comme
tous les AINS, il a la capacité¢ de pénétrer dans les articulations inflammatoires (liquide
synovial au cours de l'arthrite par exemple) ou les concentrations sont égales a 50 % de celles
observées dans le plasma. Sa clairance est identique chez I'homme et chez le rat (0,11
ml/min/kg) et son élimination est a la fois biliaire (30 %) et rénale (70 %) (Engelhardt et coll,
1995). Quatre métabolites principaux du méloxicam ont ét¢ identifiés chez le rat et chez
I'homme, issus majoritairement d’une biotransformation hépatique faisant intervenir les
cytochromes P450 2C9 et 3A4. Les métabolites sont rapidement éliminés dans les urines sans
glucuronoconjugaison, et ne sont pas détectables dans le plasma. Ces métabolites n’ont pas
d'effets inhibiteurs sur COX et n’ont aucun effet analgésique ou anti-inflammatoire apres
administration orale chez le rat (Engelhardt et coll, 1996). Les études cliniques ont montré son
efficacité a des doses comprises entre 7,5 et 22,5 mg par jour (Noble et Balfour, 1996 ;
Linden et coll, 1996 ; Hosie et coll, 1996 ; Wojtulewski et coll, 1996). Le méloxicam a été
commercialisé en France depuis 1997 pour le traitement symptomatique de courte durée des
poussées aigués de rhumatismes et le traitement au long cours des rhumatismes
inflammatoires chroniques (PR notamment) et de certaines arthroses douloureuses et
invalidantes. II possede expérimentalement des propriétés anti-inflammatoires dans des
modeles classiques et une toxicité gastro-intestinale modérée dans des modeles aigus de
tolérance (Tableau 7).
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Tableau 7 Efficacité de plusieurs anti-inflammatoires dans différents modéles expérimentaux (d'aprés
Engelhardt et coll, 1995; Engelhardt, 1996)

Méloxicam Piroxicam _ Indométacine Diclofénac  Naproxéne
(Edéme au kaolin 335 2,71 3,42 403 6,25
DE,, (mg/kg)
Arthrite 4 I'ACF
- réaction primaire 0,17 0,61 ND 0,97 14,3
- réaction secondaire 0,12 0,67 0,67 1,24 11,8
DE, (mg/kg/j)
Douleur inflammatoire a 5,64 6,06 3,09 2,23 8,18
90 min (levure de biére)
DE , (mg/kg)
Fiévre (levure de biére) 9,01 4,54 1,99 8,18
DI_LOQC (mg/kg)
Ulcérations 2,47 1,07 2,35 2,71 11,1
gastroduodénales
DE, (mg/kg/j)

(DE, ~=dose inhibant 35% de I'cedéme ; DE = dose inhibant 50% de I’augmentation du volume de patte;
DE, =dose augmentant le seuil de douleur de 50% ; DI . =dose faisant baisser la fievre de 1,0°C en 2
heures ; DE=dose provoquant une ou plusieurs ulcération dans 50% de la population )

Le nimésulide a été introduit en 1985 (Davis et coll, 1994). Sa structure lui permet d’accéder
a la poche latérale de COX-2. Il est capable d’inhiber COX-2 5 a 16 fois plus que COX-1
(Tavares et coll, 1995). Son absorption orale est presque compléte avec une Tmax comprise
entre 1,2 et 3,2 heures. Il est métabolisé et éliminé avec une demie-vie de 1,6 a 5,0 heures.
Les études cliniques ont mis en évidence ces propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et
anti-pyrétiques dans différentes conditions. Dans le modele du sang total, le nimésulide a
démontré sa capacité a inhiber la synthese inductible des prostanoides. Cependant, malgré un
rapport de sélectivité de 20, les doses plasmatiques de nimésulide sont suffisamment €levées
pour inhiber la COX-1 plaquettaire (Panara et coll, 1998). Cependant, il n’est pas considéré
comme un inhibiteur sélectif de COX-2 parce qu’il est utilisé & des doses conduisant a la perte
de sélectivité pour COX-2.

Le méloxicam et le nimésulide ont montré une plus faible incidence des effets secondaires
gastro-intestinaux.

Deux autres AINS sont bien tolérés, 1’étodolac (Glaser et coll, 1995) et le nabumétone
(Hallyar et Bjarnasson, 1995). Il pourrait s’agir d’inhibiteurs sélectifs de COX-2 mais on ne
dispose pas de suffisamment de preuves (Cipollone et coll, 1995).

I1.5. Les inhibiteurs sélectifs de COX-2

La caractéristique de ces molécules est d’inhiber sélectivement COX-2.

Le composé DuP-697 est un puissant anti-inflammatoire, dans de nombreux systémes, avec
un potentiel inhibiteur relativement fort sur la synthése des PGs dans les vésicules séminales
bovines (Gaus et coll, 1990). Ce composé a une forte activité inhibitrice sur COX-2. Ceci a
été a I’origine de la recherche de nouveaux anti-inflammatoires inhibant sélectivement COX-2
(Figure 23 et Figure 24).

Les inhibiteurs de COX-2 peuvent étre classés selon leur différences structurales :
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I. les ethers diaryl- et aryl-hétéroaryles (les inhibiteurs sulfonanilides) : nimésulide, NS-398.
tflosulide

2. les hétérocycles diaryles vicinales: célécoxib, rofécoxib, SC-57666, DuP-697

3. les AINS modifiés pour augmenter leur pouvoir inhibiteur sur COX-2: L-748780, L-
761066, méloxicam, étodolac

4. les compose€s anti-oxydants

5. les dérivés 1,2-diaryléthyléne (cis-stilbenes)

I1L.5.1. Les éthers diaryl- et aryl-hétéroaryles

Le premier inhibiteur sélectif de COX-2 de cette classe est le NS-398, dont la structure différe
totalement de celle des AINS classiques. Cette molécule est capable d’inhiber la synthese des
PGs dans des cellules inflammatoires et s’est avérée étre sans effet secondaire indésirable
dans les modéles expérimentaux animaux. De plus, elle n’affecte pas la production des PGs
dans I’estomac et le rein.

Il existe deux autres composés treés proches du NS-398, d’un point de vue structural, le
nimésulide (inhibiteur préférentiel) et le flosulide, une structure éther diaryl et triéther
respectivement, partageant une entit¢ méthanesulfonilanilide (Patrignani et coll, 1994 ; Huff
et coll, 1995 ; Davis et Brogden, 1994). La structure sulfonamide avec sa fonction acide NH
semble étre indispensable.

IL.5.2. Les hétérocycles diaryles

Les composés de cette classe comportent un cycle central carbocyclique ou hétérocyclique
supporté par deux entités aryles vicinales (Figure 23). Ils sont encore couramment appelés
dans la littérature composés tricycliques. Ils appartiennent au groupe le plus important des
inhibiteurs sélectifs de COX-2.

L’hétérocycle permet I’orientation appropriée des cycles aromatiques dans 1’espace et donc la
fixation a I’enzyme. Les cycles pyrazole et cyclopentanone paraissent les mieux appropriés
pour l’inhibition spécifique de COX-2. La substitution d’un cycle aromatique par un
groupement méthylsulfonyl ou sulfonamide en position para permet une activité optimale
(Talley, 1999).

La substitution en position 4 sur ’'un des cycles aromatiques par un groupement sufolnamide
ou méthylsulfonylamide est essentielle pour I’inhibition. D’ailleurs, le remplacement d’un
groupement méthylsulfonylamide par un groupement sulfonamide réduit la sélectivité
d’inhibition pour COX-2 mais augmente la biodisponibilité orale (L1 et coll, 1995).

Ces pré-requis structuraux sont indispensables pour permettre I’activité inhibitrice sur COX-2
et conduisent a la formations d’analogues substitués asymétriques. Le composé¢ DuP-697,
avec un cycle thiophénique bromo-substitué, est un représentant typique répondant a ces pre-
requis. Cependant, les données cliniques avec cette molécule ont montré qu’elle avait une trés
longue demi-vie plasmatique (242 h) chez I’homme, a cause de sa recirculation entéro-
hépatique. Cette molécule n’est utilisée aujourd’hui que comme un outil pharmacologique
(Pinto et coll, 1999).
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Deux des hétérocvceles substitués ont un intérét particulier : le dérivé 1,5-diarylpyrazole ou
célécoxib et le dérivé 3 4-diarylfuranone ou rofécoxib.

Le célécoxib (Celebrex™) a été approuvé pour le traitement de "arthrose et de la polyarthrite
en 1998 (Tableau 8). Il a montré un profil optimal in vitro et in vivo. 1l est efficace in vitro, ou
il est capable d’inhiber sélectivement COX-2 (Clsp COX-1=13 umol, Clsy COX-2=0,04
umol) (Tableau 10 et Tableau 11) et il a une activité anti-inflammatoire importante chez le rat
au cours de la polyarthrite a ’adjuvant (DEsy=0,4 mg/kg) (Penning et coll, 1997 ; Simon et
coll, 1998) (Tableau 9). Utilis¢ a 400 mg/kg/j, le célécoxib a des propriétés analgésiques et
anti-phlogistiques, ¢quivalentes a 1000 mg de naproxene ou a 150 mg de diclofénac. 11 est
contre-indiqué en cas de grossesse et chez des patients ayant des antécédents d’ulcéres gastro-
intestinaux ce qui fournit une preuve supplémentaire sur le rdle de COX-2 dans la
cicatrisation des ulcéres.

Le rofécoxib (Vioxx™) a eu Dautorisation de mise sur le marché pour le traitement de
I’arthrose et I’arthrite en Europe et aux Etats-Unis, et pour le traitement de la douleur aigué et
des douleurs menstruelles aux Etats-Unis uniquement. Il a été approuvé dans la communauté
européenne pour le traitement de I’arthrose (Ehrich et coll, 1999) (Tableau 8 et Tableau 9).
L’étoricoxib, le valdécoxib, le parécoxib sodium et le JTE-522 (Tableau 12) sont les derniers
inhibiteurs sélectifs de COX-2 de cette classe chimique. Le valdécoxib est un dérivé
diarylisoxazole en cours d’évaluation clinique pour le traitement de la douleur et de
I’inflammation. Il n’a qu’un faible potentiel inhibiteur sur COX-1 (Cls;=140£19 umol), alors
qu’il inhibe COX-2 avec une Cl50=0,005£0,001 pmol dans un systéme d’enzymes
recombinantes humaines. Ces résultats expérimentaux ont ét¢ confirmés in vivo dans des
modeles animaux (inflammation aigu¢ dans 1’cedéme a la carragénine, inflammation
chronique au cours de ’arthrite a4 ’adjuvant ou encore le modele de la poche a air a la
carragénine), ou il inhibe la syntheése des PGs au niveau du site inflammatoire (Talley et coll,
2000). Le valdécoxib est métabolis¢ chez les rongeurs et le chien en un dérivé
hydroxyméthyle ayant une activité anti-inflammatoire. Les substances comme le célécoxib ou
le rofécoxib, sont trés peu solubles, ce qui empéche leur administration par la voie
parentérale. Le développement du parécoxib sodique, pro-drogue du valdécoxib, sous une
forme injectable augmente les possibilités d’utilisation, comme dans des cas d’inflammation
aigué (Talley et coll, 2000).

Le JTE-522 est actuellement en phase II d’essai clinique pour le traitement de la polyarthrite
rhumatoide et de ’arthrose. Il semble &tre I’une des molécules les plus sélectives de COX-2
avec une valeur de Clsy pour les COX-2 ovine et recombinante humaine de 0,64 et 0,085
umol respectivement, en étant incapable d’inhiber la COX-1 plaquettaire humaine ou ovine
jusqu’a des concentrations de 100 pmol. Aucun ulcere gastrique n’a €té constaté aux doses
thérapeutiques, ne provoquant aucune inhibition de la synthése des PGs par COX-1 dans la
muqueuse gastrique (Wakitani et coll, 2000).

I1.5.2.a. Célécoxib (Celebrex™)

11 s’agit d’un composé dérivé du 1,5-diaryl pyrazole (Penning et coll, 1997). Son 1Cso (dose
inhibant de 50% [’activit¢é enzymatique) pour COX-2 est de 4x10°® mol/L et de 1,5x10°
mol/L pour COX-1. Il est 375 fois plus sélectif de COX-2 que de COX-1, d’apres les études
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sur les enzymes recombinantes humaines, mais il peut s’avérer moins sélectif dans d’autres
systémes (Lipsky et Isakson, 1997). Le célécoxib a la dose de 600 mg deux fois par jour (dose
50% plus importante que celle utilisée au cours des essais cliniques) n’a pas d’eftet sur les
taux de thromboxane sérique ou la fonction plaquettaire (Mengel-Gaw et coll, 1997). 11 est
rapidement absorbé avec une Tmax de 3 heures. Il est largement métabolisé et éliminé avec
une demie-vie de 11,2 heures. Son utilisation est recommandée a 100 mg deux fois par jour
dans la polyarthrite rhumatoide et de 200 mg une fois par jour dans I’arthrose.

Des doses uniques chez des volontaires sains sont bien tolérées (McAdam et coll, 1999).
Toutes les doses testées (100, 400 et 800 mg) sont capables d’inhiber la formation de PGE,
stimulée par le LPS ex vivo, & un degré atteint avec 800 mg d’ibuprofene. Des différences
inter-individuelles ont pu €tre observées au cours de cette €étude, et méme si la sélectivité du
célécoxib pour COX-2 était relative, elles n’influencent en aucun cas I’agrégation plaquettaire
dépendante du TxA; ex vivo. Par contre, le célécoxib a des effets comparables a ceux de
I’ibuproféne sur la suppression de la sécrétion de PGI-M (métabolites urinaires du Tx et de la
prostacycline). Le célécoxib est aussi responsable de la suppression du 6-kéto PGFla
urinaire. Ces résultats ont confirmé le réle de COX-2 dans la biosynthése des PGI,
systémiques et rénales dans des conditions physiologiques, chez le sujet jeune.

Le célécoxib est métabolisé chez I’homme par un métabolisme oxydatif (Paulson et coll,
2000). Cette réaction consiste en une oxydation du groupement méthyle pour former un
métabolite méthylhydroxy, puis en acide carboxylique. Le glucuronide formé a partir du
meétabolite acide carboxylique est aussi produit chez I’homme.

11 existe une spécificité dépendante du sexe dans la clairance du célécoxib. Chez le rat, il est
¢liminé du plasma 4 fois plus vite chez le male (t1,=3,73 h) que chez la femelle (t;,=14,0 h).
La clairance est de 7,76 ml/min/kg chez le male et de 1,99 ml/min/kg chez la femelle (Paulson
et coll, 2000). Les différences de pharmacocinétique des xénobiotiques liées au sexe sont
courantes et ont ét¢ attribuées a une expression sexe-spécifique des genes du CYP2C et du
CYP3A (Waxman et coll, 1985). L’administration par voie veineuse conduit a I’¢limination
biliaire et/ou intestinale du célécoxib. Apres une administration orale de 20 a 400 mg/kg, 7%
de la dose est retrouvée dans les urines et 88 a 94% sont retrouvés dans les féces.

Les taux tissulaires maximums de célécoxib aprés une administration orale de 2 mg/kg sont
trouvés apres 1 heure, a I’exception du gros intestin et du coecum, ou le maximum est
retrouvé apres 8 heures. Apres 96 heures, les taux tissulaires sont en dessous des limites de
détection.
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Istude bibliographique

Rofécoxib (MK-0966)

Molécules Célécoxib (SC-58635)
Laboratoires Pharmacia

AMM (France) 16/11/2000
Indications Arthrose-PR
Posologie 200 mg/j (OA, maxi 400 mg)

200-400 mg/j (PR)

Formes pharmaceutiques Gélules

Merck
21/04/2000
Arthrose
12,5 4 25 mg/j

Comprimés

Suspension buvable

Paramétres pharmacocinétiques

Biodisponibilité orale ? (57 & 86% chez I’animal)

Tmax 2a4h

V apparent de distribution 300-600 L. (4,2 4 8,4 L/kg)
Fixation protéique 97%

Demi-vie d’élimination 8-12h

[GR]/Plasma 0,89
Rythme d’administration Biquotidienne (sauf OA)
27-29 L/h
Hépatique
CYP-2C9 (polymorphisme)
Ratio Cls, COX-1/-2=
7.5

Clairance
Métabolisme
Enzymes impliquées

Sélectivité in vitro sang total

93%
2a4h
70-90 L (1 a 1,3 L/kg)
87%
17 h (9-21 h)
Quotidienne
7/8 L/h
Hépatique
Cytosol. +CYP-450
Ratio CIsg COX-1/-2=
35

Tableau 9 Efficacité des inhibiteurs sélectifs de COX-2 dans les modéles expérimentaux

Célécoxib Rofécoxib
(Edéme carragénine 7 1,5
(DEs, en mg/kg)
Arthrite a Padjuvant 0,37 0,74
(DEs; en mg/kg/j)
Fiévre a Ia levure de biére - 0,24
(DEs, en mg/kg)
Perte fécale hématies >'Cr >200 >200
(DUsy en mg/kg/i)
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Tableau 10 Index de sélectivité du naproxéne, AINS classique, du méloxicam, inhibiteur préférentiel
de COX-2 et des deux inhibiteurs sélectifs de COX-2 disponibles, le célécoxib et le rofécoxib dans le
systeme de sang total chez 'homme (inhibition de la COX-1 plaquettaire et de la COX-2 monocytaire)

Cls50COX-1/Cl50COX-2

Naproxene 0,7
Meéloxicam 18
Célécoxib 30
Rofécoxib 267

Tableau 11 DEs, du célécoxib sur la COX-2 dans différents modéles expérimentaux d’inflammation

DEso (mg/kg)
Oedéme de la patte 7
Prostaglandine dans la poche a air 0,2
Arthrite a I’adjuvant 0,3
Lésion aigué gastro-instestinale >200

11.5.2.b. Rofécoxib (Vioxx ®)

Il s’agit d’une molécule ayant émergé d’un programme de développement de dérives
méthylsulphonylphényl (4-[4-(méthylsulfonyl)phényl}-3-phénylfuran-2(5/)-one). Dans les
lignées cellulaires exprimant spécifiquement COX-1 ou COX-2, le rofécoxib inhibe COX-2
recombinante humaine avec une Clso de 1,8x10'8 mol/L et COX-1 avec une Clso de 1,5)(10'5 ,
c’est-a-dire qu’il est 800 fois plus sélectif de COX-2 (Lanza et coll, 1997). Dans le systeme
du sang total, avec des doses uniques, la Clsy pour COX-2 est 7,7x107 mol/L, alors que celle
pour COX-1 n’a pu étre déterminée dans ces conditions, avec des doses allant jusqu’a 1000
mg (Tableau 10) (Ehrich et coll, 1999; Depre et coll, 2000 ; Van Hecken et coll, 2000).

Sa concentration plasmatique maximale (Cy,y) apres I’administration d’une dose unique de
25 mg est de 207 ug/L, et aprés des administrations répétées de 25 mg, elle est de 321 pg/L.
Sa Tmax est de 2 a 3 heures (Tableau 8) (Scott et Lamb, 1999). Les valeurs de Cp,x sont
dépendantes de la dose, mais au-deld de 50 mg, la dose-dépendance diminue a cause de la
faible solubilité de la molécule. Sa biodisponibilité est de 93% quand il est administré & des
doses de 12,5, 25 et 50 mg. A des concentrations plasmatiques comprises entre 0,05 et 25 mg,
87% se lient aux protéines plasmatiques chez ’homme. Le volume apparent de distribution a
I’état d’équilibre est de 91 L pour une dose de 12,5 mg et de 86 L pour une dose de 25 mg. Sa
clairance plasmatique est de 8,46 et 7,2 L/h a des doses respectives de 12,5 et 25 mg. Sa
demie-vie est d’approximativement 17 heures. Son ¢limination est hépatique. Seul 1% est
retrouvé dans les urines. Ses principaux métabolites sont ses dérivés cis-dihydroxyle et trans-
dihydroxyle et un glucuronide dérivé de la forme hydroxylée.

Il provoque moins d’ulcéres gastro-intestinaux a des doses allant jusqu’a 250 mg par jour que
I’ibuproféne (800 mg 3 fois par jour) ou I’aspirine (650 mg 4 fois par jour) sur une période de
7 jours. Aucune différence n’est observée entre le groupe traité avec le rofécoxib et le groupe
placebo.
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Le rofécoxib a été testé chez des patients souffrant d’arthrose de la hanche et du genou. Deux
types d’étude clinique ont été réalisés. Le premier consistait en une recherche de dose (Ehrich
et coll, 1999) et le second en une étude comparative du rofécoxib a des AINS de référence
comme le diclofénac (Cannon et coll, 2000), I’ibuprofene (Saag et coll, 2000 ; Day et coll,
2000) ou le nabumétone (Truitt et coll, 2000). Tous les essais ont utilisé les mémes criteres :
réponse globale du patient au traitement, estimation de I’état global par I’tnvestigateur,
douleur lors de la marche sur une surface plane.

Dans la premiére série d’essai, le rofécoxib a été administré a des doses allant de 5 4 50 mg,
en une prise unique quotidienne. L’efficacité du rofécoxib a pu étre mise en évidence par
comparaison au groupe placebo. Ensuite, il s’est avéré aussi efficace que le diclofénac, sur
une période de 26 semaines, a I’ibuproféne ou au nabumétone sur une période de 6 semaines.
L’administration orale de rofécoxib a la dose de 50 mg a des effets analgésiques similaires a
ceux du naproxéne sodique, de I’'ibuproféne ou du paracétamol codéiné (Morrison et coll,
2000 ; Chang et coll, 2001) dans le cas de douleurs dentaires post-opératoires.

Les patients atteints de polyarthrite thumatoide ont été traités par 50, 25 ou 5 mg de rofécoxib
et ont ét¢ comparés a un groupe placebo pendant 8 semaines. La dose de 5 mg s’est avérée
identique au placebo. 49% des patients dans le groupe 25 mg et 53% des patients dans le
groupe 50 mg ont répondu au traitement, taux supérieurs a ceux du groupe placebo.
Significativement moins de patients ont arré€té le traitement dans ces deux groupes pour cause
de manque d’efficacité (Cannon et coll, 2000).

Le rofécoxib est aussi efficace que I’ibuproféne (400 mg) dans le traitement de la ficvre
causée par une infection des voies respiratoires. La dose de 25 mg est plus efficace que celle
de 12,5 mg et que le placebo (Cannon, 2000).

Le rofécoxib aux doses uniques quotidiennes de 12,5 et 25 mg est généralement bien toléré
chez les patients arthrosiques ou souffrant de douleurs aigués. Les effets secondaires les plus
couramment observés sont la diarrhée, les céphalées, la nausée et les infections respiratoires.
Lors des études comparatives, la survenue des effets secondaires avec le rofécoxib était
identique a ceux de I’ibuproféne (800 mg, 3 fois par jour). Les effets secondaires de la partie
supérieure du tube digestif (perforations, ulcérations et saignements) sont significativement
moins fréquents avec le rofécoxib & 12,5, 25 et 50 mg qu’avec I’ibuprofene 800 mg, le
diclofénac 50 mg ou le nabumétone 500 mg, 3 fois par jour (1,5 contre 2,68%). L’incidence
cumulative des ulcérations gastro-duodénales (=3 mm) avec le rofécoxib est plus faible que
celle avec I’ibuproféne, chez des patients souffrant d’arthrose, et est similaire a celle du
groupe placebo (Hawkey et coll, 1999).

L’inhibition sélective de COX-2 au niveau du sang peut €tre associée a 'augmentation des
événements thromboemboliques. Avec le rofécoxib, le taux de ces accidents est de 3 pour 100
patients par année d’exposition au médicament (Daniels et Seidenberg, 1999). 1l n’existe pas
de données permettant de relier ces accidents thromboemboliques au manque d’inhibition de
la COX-1 plaquettaire par le rofécoxib.

Les études réalisées chez les volontaires 4gés sains avec le rofécoxib a la dose de 50 mg ont
montré des conséquences similaires de celles de 1’indométacine a 50 mg, 3 fois par jour ou a
ceux du placebo pendant 2 semaines. L’excrétion de sodium diminue aussi bien avec le
rofécoxib qu’avec I’indométacine pendant les premieres 72 heures de traitement et retourne
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ensuite a la normale avec les deux molécules. Le débit de filtration glomérulaire n’est pas
diminué chez les patients recevant le rofécoxib alors que I’indométacine le diminue (Cannon
et coll, 2000 ; Schnitzer et coll, 1999).

11.5.2.c. Etoricoxib

Des données précliniques récentes ont mis en évidence le pouvoir d’inhibition sélective de
COX-2 d’un agent actif oral, I’étoricoxib (MK-663) [S-chloro-2-(6-méthylpyridin-3-yl)-3-(4-
méthylsulfonylphényl)pyridine] (Figure 23) (Riendeau et coll, 2001). Cette nouvelle molécule
a une efficacité comparable a celle des AINS classiques dans différents modeles
d’inflammation, de douleur et de fievre chez le rongeur. Elle est 100 fois plus sélective pour
COX-2 que pour COX-1 dans différentes cellules et dans le systeme du sang total. Elle ne
parait produire aucun effet inhibiteur sur la prostacycline synthase (Clso>100pM)

Tableau 12 Principales caractéristiques des inhibiteurs sélectifs de COX-2 en développement (d‘aprés

Agrawal et cofl, 2001 ; Talley et coll, 2000 a et b; Sorbera et coll, 2001)

Molécule
Nom de code
Laboratoires

Particularités structurales

Etoricoxib

MK-663

Merck
Pyridinyl-phényl-pyridine

Valdécoxib
SC-65872
Pharmacia

Diaryl-isoxazole

Parécoxib
SC-69124A
Pharmacia

Diaryl-isoxazole sulfonamide

méthylsulfone sulfonamide (propanamide du Valdécoxib)
Effets pharmacologiques expérimentaux
(Edéme a la carragénine 0,6+0,1 10,2+1,4 -
(DEs, en mg/kg)
Douleur a la carragénine 0,3+0,1 - 5,0 (voie I'V)
(Randall et Selitto)
(DEs, en mg/kg)
Arthrite a | ‘adjuvant 0,6+0,1 0,03+0,01 0,08 (voie IV)
(DEsp en mg/kg 4 J21)
Sélectivité in vitro Ratio Clso COX-1/-2= Ratio Clso COX-1/-2= Pro-drogue
Sang total 106 30 Conversion totale en

Valdécoxib (30°)

Développement Phase II1 Phase II1 Phase II1
Voie administration orale orale Parentérale (IV, IM)

Indications potentielles

OA-PR-douleurs

OA-PR-douleurs

Douleurs
+4)

(post-opératoires

Effets cliniques

Arthrose (poussées)
Douleurs dentaires

Douleurs post-op.

Tolérance digestive

30-60 mg/j pdt 2 mois
120 mg = 400 mg Ibu ou
550 mg Npx

Absence excrétion >'Cr GR
(120 mg/j pdt 28 j)

10 et 20 mg/j efficaces

Ulcéres/érosions = Pcb
(20 mg/j pdt 12 sem)

40>20 mg = 30 mg de Kéto

40 mg (i.v) = 30 mg Kéto

> Mor 4 mg
Absence ulcéres GD/érosions
(40 mg x2 pdt 7j < Kéto 15
mgx4 pdt 5§)

-8).-



Etude bibliographique

11.6. Effets des AINS

11.6. 1. Effets gastro-intestinaux

Depuis 1938, les effets toxiques (érosion aigué de la muqueuse gastrique et ulcération
chronique) de I’aspirine sont connus (Douthwaite et Lintot, 1983). A partir des années 60, la
prescription de nouvelles molécules « non-aspirine », les AINS, tel que I'indométacine, a elle
aussi été associée a ce genre de complications. De nombreuses études épidémiologiques au
cours des 20 dernicres années ont établi que I’utilisation de I’aspirine et des AINS est liée a
I’apparition d’ulcere et des complications qui y sont associées, notamment chez le sujet 4gé.
Les AINS augmentent de 3 a 10 fois les risques de saignement et de perforation d’ulcéres,
d’hospitalisation et de déces (Hawkey, 1990 ; Langman et coll, 1994 ; Henry et coll, 1996 ;
Somerville et coll, 1986 ; Carson et coll, 1987 ; Griffin et coll, 1991 ; Laporte et coll, 1991). 11
semble que les AINS soient responsables de la moitié des décés causés par les ulceres. De
plus, la relation entre les AINS et Helicobacter pylori (H. pylori) a récemment été faite. En
effet, des études ont montré que I’infection par H. pylori augmentait les risques courus lors de
P’utilisation d’AINS (Hawkey, 2000).

Les AINS classiques sont la cause majeure de I€sions gastro-intestinales iatrogéniques
(Paulus et coll, 1985 ; Langman, 1989 ; Lockard et coll, 1980). La toxicité des AINS est
évidente au niveau de I’estomac et du duodénum. Il y a prévalence des ulceres chez 10 a 25%
des patients prenant des AINS avec une proportion importante de mortalité¢ et de morbidité
(Gabriel et coll, 1991 ; Armstrong et Blower, 1987). Certaines études (Garcia-Rodriguez et
Jick, 1994) ont pu montrer un risque augmenté de 3 a 4 fois par rapport aux personnes ne
prenant pas d’AINS. On a pu également montrer que les risques augmentaient avec les doses
utilisées. Les AINS peuvent aussi atteindre le petit intestin, conduisant 8 de nombreux
dommages, allant du changement de perméabilité jusqu’a I’inflammation et ’ulcération,
pouvant conduire a I’anémie (Bjarnason et coll, 1987).

La plupart des AINS classiques inhibent les deux isoformes de COX de la méme manicre
(Laneuville et coll, 1994). L’identification de compos¢ inhibant sélectivement COX-2 (Chan
et coll, 1995 ; Khanna et coll, 1997) a permis de réaliser de grands progrés en terme de
réduction des effets indésirables. Ces molécules présentent I’avantage d’inhiber COX-2 sur le
site de I’inflammation tout en préservant COX-1 dans I’estomac et aussi au niveau des
plaquettes, diminuant ainsi les risques de troubles digestifs.

Une étude récente (Shah et coll, 2001) a comparé les effets gastro-intestinaux in vivo du
naproxeéne (AINS classique, non-sélectif) a ceux du nimésulide, un inhibiteur préférentiel de
COX-2 (Cullen et coll, 1998 ; Taniguchi et coll, 1995) et a montré que I’utilisation du
nimésulide était liée a moins d’effets indésirables gastrointestinaux que le naproxéne, sur une
base endoscopique et fonctionnelle. Les effets de I’inhibition sélective de COX-2 ont pu étre
observés a court terme mais aussi a plus long terme, notamment au niveau de la réduction des
saignements et des perforations. La plupart des I€sions de la muqueuse gastro-intestinale
régressent spontanément méme si la prise du médicament continue (Buttgereit et coll, 2001).
Cependant, certains patients développent des 1ésions seéveres. Ceci correspond a des ulcéres de
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3 mm de diametre et d’une profondeur notable. Ces ulceres peuvent progresser vers des
complications fatales, comme le saignement ou la perforation.

Une autre étude (Morteau et coll, 2000) a montré que les deux isoformes de COXs jouent un
role important au niveau de la défense de la muqueuse intestinale chez la souris dans un
modele de colite expérimentale. Les auteurs n’excluent cependant pas que I’expression de
I’isoforme inductible, COX-2, soit augmentée au cours de I’inflammation ainsi que son
activité. Les résultats suggerent qu’aucune des isoformes n’est essentielle au maintien de
I”’homéostasie de la muqueuse en absence d’un stimulus.

11.6.1.a. Mécanisme

Le mécanisme de toxicité gastro-intestinale des AINS peuvent €tre dépendants ou non des
PGs.

L’inhibition de synthése des PGs est toxique pour I’estomac et le duodénum parce qu’elle
supprime les mécanismes prostaglandine-dépendants de défense de la muqueuse, tels que le
flux sanguin sous-muqueux et la sécrétion de mucus et de bicarbonates (Wallace et coll,
1995).

La plupart des AINS réduisent I’hydrophobicité phospholipide-dépendante qui permet de
maintenir une barriére entre 1’eau et I’acide (Lichtenberger et coll, 1995).

Les AINS ont d’autres actions qui contribuent a leur toxicité. A haute concentration, la
plupart d’entre eux découplent la phosphorylation oxydative (Thompkins et Lee, 1969 ;
Jorgensen et coll, 1976). Comme il s’agit pour la plupart d’acides faibles, ils sont absorbés
efficacement a partir du milieu acide de I’estomac, mais ils ont la possibilit¢ de rester dans
des zones neutres de la muqueuse, atteignant ainsi des concentrations suffisamment élevées
pour découpler la phosphorylation oxydative. L’aspirine en particulier, a un effet irritant local
pouvant &tre détecté par le changement de perméabilité de la barriere de I’estomac, conduisant
a un retour des acides dans I’estomac (Davenport, 1964). Ce phénomene n’est pas causé par
I’inhibition de synthese des PGs parce qu’il peut étre observé avec le sodium salicylate, qui
est trés semblable d’un point de vue structure & I’aspirine mais qui n’est pas capable d’inhiber
la synthése des PGs. Les raisons pour lesquelles I’annulation de I’hydrophobicité de la
mugqueuse ou un changement dans la phosphorylation oxydative conduisent a une irritation
locale, ne sont pas connues.

Le mécanisme par lequel fes AINS conduisent a I’ulcération, implique la destruction de la
défense de la muqueuse, avec une contribution variable de [Dirritation locale et des
changements métaboliques.

Les AINS ont un rapport différent avec H. pylori. En effet, Uinfection par H. pylori est
associée a une inflammation de la muqueuse, a I’apparition de cytotoxines et d’acidité. En
induisant une inflammation et la synthése de PG, H. pylori peut potentiellement inverser le
mécanisme fondamental de toxicité des AINS. Ceci pourrait expliquer pourquoi les patients
infectés par H. pylori ne sont pas plus sujets a des complications d’ulcére que ceux qui ne le
sont pas (Hawkey, 2000), et pourraient méme étre dans une certaine mesure protégés
(Yeomans et coll, 1998 ; Hawkey et coll, 1998). Ainsi, si H. pylori exerce un effet bénéfique
en stimulant la synthése de PGs, on pourrait supposer qu’il est plus évident pour les AINS
(pour qui I'inhibition de synthése des PG est le facteur principal de toxicité) que pour
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I’aspirine (faisant intervenir d’autres mécanismes comme ['irritation locale). Cette hypothése
serait confirmée par des études épidémiologiques (Hawkey, 2000).

Des études dans des modéles de gastropathies induites par les AINS chez I’animal, suggérent
qu’il existe une composante acide-indépendante, causant des érosions microscopiques
consécutives a I'inhibition de synthese des PG et intervenant sans relation avec ’acidité intra-
gastrique (Whittle, 1981). Cependant, les érosions plus importantes et profondes
macroscopiquement sont plus évidentes avec un pH gastrique bas. Dans les mémes modéles
expérimentaux, il semble que I’inhibition substantielle de la sécrétion d’acide a un pH intra-
gastrique de 4 et plus est nécessaire pour prévenir de I’acidité relative a la prise de I’AINS
(Elliot et coll, 1995). Ainsi, il faut une suppression plus profonde des acides pour se protéger
contre les dommages causés par les AINS sur la muqueuse que contre 1’ulcération causée par
H. pylori.

11.6.1.b. Effets des inhibiteurs sélectifs de COX-2

Les effets du rofécoxib sur I’incidence des ulceres de diameétre supérieur & 3 mm, ont été
observés pendant 6, 12 et 24 semaines d’utilisation. Dans ces études, le rofécoxib était utilisé
a des doses de 25 et 50 mg par jour, en comparaison & un placebo ou a I’ibuproféne a la dose
de 2 400 mg par jour (800 mg par prise). L’¢étude de la tolérance digestive du rofécoxib a
porté sur ’étude de différents parametres : 1’étude endoscopique des risques d’ulcére de la
partie supérieure du tractus gastro-intestinal (Lanza et coll, 1999), les dommages sur
I’ensemble du tractus gastro-intestinal en prenant en compte les changements de perméabilité
ou la perte de globules rouges par une étude microscopique (Bjarnason et coll, 1987 ; Hunt et
coll, 1998), ou par I’incidence clinique des perforations, ulcéres et saignement (Langman et
coll, 1999 ; Laine et coll, 1999). Les effets du célécoxib a 100 mg et 200 mg deux fois par
Jour ou a 200 mg par jour en prise unique ont été€ étudiés au cours d’une étude endoscopique
de 12 semaines, en comparaison a un placebo et au naproxéne a 500 mg deux fois par jour, a
I’ibuproféne a 800 mg trois fois par jour et au diclofenac a 75 mg deux fois par jour. Ces
études ont montré qu’apreés 12 semaines de traitement, le célécoxib et le rofécoxib ne
provoquaient aucune augmentation significative de I’incidence des ulcéres gastro-duodénaux
par rapport au placebo a toutes les doses utilisées. Au contraire, I’utilisation de ces molécules
et du placebo montraient une réduction significative des ulcéres. A 6 mois, les deux
inhibiteurs sélectifs de COX-2 ont montré¢ une réduction significative de I’incidence des
ulcéres gastro-intestinaux par rapport aux autres inhibiteurs testés, mais ont montré une légére
augmentation, non-significative, par rapport au placebo. D apres ces résultats, il apparait que
le rofécoxib et le célécoxib induisent des ulceres a la méme fréquence que le placebo et de
fagon significativement moins importante que les autres AINS aprés 12 ou 24 semaines de
traitement. Les mémes effets ont ét¢ observés au cours d’étude chez des patients atteints de
polyarthrite rhumatoide (Simon et coll, 1999).

L’étude des effets des inhibiteurs de COX-2, rofécoxib et célécoxib, sur les complications des
ulceres (saignement, perforation, pouvant aller jusqu’a la mort) est en cours d’investigation.
Des études in vitro sur des hépatocytes stimulés par du LPS ont montré que I’inhibition de
Pactivité de COX-2 par le NS-398 conduisait a ’augmentation de la synthése de I’enzyme
(Callejas et coll, 1999). Ces résultats ont une importance pharmacologique dans la mesure ou
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les enzymes nouvellement synthétisées sont actives alors que les concentrations en inhibiteurs
diminuent.

11.6.1.c. Effets gastro-intestinaux différents des ulcéres

Il existe des effets des AINS dans la partie supérieure du tractus gastro-intestinal différents
des ulcéres. Iis ne sont cependant pas toujours corrélés avec la présence d’ulcére gastro-
intestinal. Ces effets sont importants a prendre en compte pour la tolérance d’un traitement
(Buttgereit et coll, 2001).

Une étude de 6 semaines a montré que le rofécoxib, comparé au placebo, était associé a une
plus forte incidence de troubles épigastriques et de nausées. Au cours d’une autre étude
prenant en compte l’arrét de traitement et les symptomes liés a I'utilisation des AINS au
niveau de la partie supérieure du tube digestif, c’est-a-dire le reflux gastrique, la dyspepsie,
les génes épigastriques, les briilures, la nausée et les vomissements, le rofécoxib a causé
moins d’arrét de traitement dans les études de 6 et 12 mois en comparaison aux autres AINS.
Seule une légere augmentation, en comparaison au placebo, a été observée apres 4 mois de
traitement.

Des études similaires avec le célécoxib ont montré qu’il avait une incidence légérement
supérieure a celle du placebo mais nettement inférieure a celle des autres AINS.

11.6.2. Systeme cardio-vasculaire

Il existe des méthodes validées d’étude de la sélectivité des AINS pour I’inhibition des
isoformes de la COX (Brideau et coll, 1996 ; Ehrich et coll, 1999). Elles comprennent la
mesure ex vivo de la diminution des taux de TxB,, produits spontanément au cours de la
coagulation, comme un index de I’activit¢ de COX-1 et la diminution de la production de
PGE, par les cellules sanguines stimulées par du LPS, comme un index de I’activité de COX-
2. C’est dans ces conditions que des molécules comme le rofécoxib ont un fort pouvoir
inhibiteur envers COX-2 (Chan et coll, 1999). Cette molécule a montré des propriétés
inhibitrices identiques chez I’homme a des doses uniques allant jusqu’a 1000 mg et a des
doses répétées allant jusqu’a 375 mg par jour (Ehrich et coll, 1999). Elle s’est avérée efficace
dans I’arthrose, a des doses de 12,5 et 25 mg par jour, avec une tolérance beaucoup plus
favorable que les AINS classiques, notamment au niveau gastro-intestinal.

Une étude récente a pu montrer que seul le rofécoxib (12,5 et 25 mg par jour), comparé au
diclofénac (50 mg, trois fois par jour), a I’ibuproféne (800 mg, trois fois par jour), au
naproxene (550 mg, deux fois par jour) et au méloxicam (15 mg par jour), était capable
d’inhiber uniquement COX-2 dans le systtme du sang total. Tous les comparateurs sont
capables d’inhiber les deux isoformes de COX (Van Hecken et coll, 2000).

Des thromboses sont survenues chez 4 patients atteints de lupus anti-coagulant circulant sous
célécoxib (Crofford et coll, 2000).

Des incidents vasculaires graves ont été observés beaucoup plus fréquemment avec le
rofécoxib qu’avec le naproxéne au cours de I’étude VIGOR (Vioxx Gastrointestinal
Outcomes Research), (0,8% conte 0,4%) (Mukherjee et coll, 2001 ; Bombardier et coll,
2000). Par contre, au cours de 1’étude CLASS (Célécoxib Long-term Arthritis Safety Study)
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avec le célécoxib, aucune différence significative concernant les incidents cardiovasculaires
n’a été observée entre les différents traitements (Silverstein et coll, 2000 ).

I faut cependant considérer que les patients de I’étude VIGOR chez lesquels les incidents
cardiovasculaires ont ¢€té observés, souffraient de polyarthrite rhumatoide et qu’ils
présentaient un risque accru de thrombose (Wallberg-Jonsson et coll, 1997 et 2000), alors que
les patients impliqués dans 1’étude CLASS étaient majoritairement arthrosiques, sans risque
accru de thrombose. 1l est important de noter que la prise d’aspirine était autorisée au cours de
I’étude CLASS, alors qu’elle était interdite dans I’étude VIGOR. De plus, le naproxeéne,
comparateur dans 1’é¢tude VIGOR, peut étre considéré comme un cardioprotecteur. En effet,
sa demi-vie permet de supprimer complétement la capacité¢ des plaquettes a synthétiser le
TxA,, prostanoide permettant la vasoconstriction et I’agrégation plaquettaire.

11.6.3. Effet sur la fonction rénale

Les effets indésirables des AINS sont a considérer également au niveau du rein, notamment
en ce qui concerne ’homéostasie des solutés et le maintien de la perfusion rénale (Brater,
1999 ; Cryer, 1998 ; Clive et Stoff, 1984). La mise en évidence de I’expression constitutive de
COX-2 dans le rein peut laisser penser que [’utilisation des inhibiteurs de COX-2 peut
entrainer les mémes effets indésirables rénaux que les AINS classiques. En inhibant la
synthese des PGs rénales, les AINS induisent une vasoconstriction, pouvant aller jusqu’a une
insuffisance rénale aigué¢ (Whelton et coll, 1999 ; Bennett et coll, 1996 ; Toto et coll, 1986).
Les effets des inhibiteurs sélectifs de COX-2 sur la fonction rénale, célécoxib et rofécoxib,
ont été évalués lors d’essais cliniques contrélés (Rossat et coll, 1999 ; Whelton et coll, 1999 ;
Whelton et coll, 2000). Chez le sujet 4gé de 65 a 68 ans, le rofécoxib (50 mg/j) induit une
diminution de 47% de I’excrétion urinaire de 6-kéto PGF),. Cet effet est comparable a celui
de I’'indométacine (-53%) (Catella-Lawson et coll, 1999). Dans une autre étude, le rofécoxib
administré quotidiennement, aux doses de 12,5 et 25 mg, chez des volontaires sains, réduit
I’excrétion urinaire de PGE; et de 6-kéto PGF,, d’approximativement 40 a 50%. La méme
diminution a pu étre observée avec le méloxicam (15 mg/j) ou le diclofénac (50 mg en 3
prises quotidiennes) (McAdam et coll, 1999). L’excrétion urinaire de PGE, et de 6-kéto
PGF . sous I’effet du célécoxib (200 et 400 mg/j administré en deux fois) chez des sujets
agés, sains ayant un apport en sodium normal est réduit de 65 a 80%. Cette baisse est
équivalente a celle observée avec le naproxéne (500 mg, deux fois par jour) (Whelton et coll,
2000). Ces observations ont permis d’anticiper les conséquences des inhibiteurs sélectifs de
COX-2 sur la fonction rénale.

Les effets éventuels des inhibiteurs de COX-2 ont ét¢ étudi€s en évaluant le taux de filtration
glomérulaire et I’excrétion urinaire de sodium, chez des patients 4gés, ayant un apport en
sodium normal ou réduit et chez des patients ayant une insuffisance rénale légére ou modérée.
De méme, les différents essais se sont intéressés a I’incidence des traitements sur I’cedéme
périphérique, la pression sanguine et ’excrétion de créatinine. Les résultats obtenus ont
montré que les inhibiteurs sélectifs de COX-2, célécoxib et rofécoxib, affectent 1’homéostasie
des solutés ainsi que I’hémodynamique rénale en produisant des changements radicaux au
niveau de I’excrétion des PGs urinaires, du taux de filtration glomérulaire, de la rétention du
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sodium et du développement de I'aedéme périphérique, a un niveau €quivalent a celui des
AINS classiques (Brater et coll, 2001).

Une étude récente (Rocha et coll, 2001) a montré les effets toxiques de différentes molécules
(acide salycilique, paracétamol, NS-398, indométacine et caféine) sur des cellules rénales en
culture (cellules de la medulla du tubule collecteur). L’inhibition de COX n’est pas suffisante
pour produire ces effets et la toxicité du paracétamol se traduit par le gonflement conduisant a
la nécrose et a I’apoptose des cellules.

1L.6.4. Cancer

Le role potentiel de I’aspirine et d’autres AINS dans la chémoprévention des cancers a éte
montré dans plusieurs études (Taketo, 1998 ; Ziegler, 1998). Des études épidémiologiques ont
pu mettre en évidence que ’utilisation de I’aspirine ou d’autres AINS pouvait réduire de 40 a
50% le risque de cancer colorectal (Thun et coll, 1991 ; Thun et coll, 1993 ; Scheinemachers
et Everson, 1994 ; Giovannucci et coll, 1995), et dans une plus faible mesure, le risque de
cancer du sein (Scheinemachers et coll, 1994 ; Harris et coll, 1996). De méme, I’inhibition de
COX-2 par des AINS tels que ’aspirine, pourrait induire la régression des polypes au niveau
du colon chez des patients atteints de polyadénomatose rectocolique familiale (Giardiello et
coll, 1993).

L’aspirine retarderait la prolifération des cellules de cancer colorectal chez I’homme en
induisant I’arrét du cycle cellulaire en phase GO/G1 et la mort programmée des cellules (Elder
et coll, 1996), comme ce qui est observé avec la majorité des agents de prévention du cancer
(curcumin et indole-3 carbinol ; Samaha et coll, 1997 ; Cover et coll, 1998). Méme si les
premiers résultats de phase II sur des patients avec un adénome du colon sont encourageants
(Barnes et coll, 1999), il n’existe pas d’études prospectives de I’incidence du cancer colorectal
chez les patients prenant de I’aspirine ou d’autres AINS. Les premiéres études de phase 11
avec I’aspirine et les AINS sont actuellement en cours (Sharma et coll, 2001).

L’inhibition de COX-2 est I’une des cibles biochimiques de la prévention du cancer colorectal
(Eberhardt et coll, 1994). En effet, le célécoxib inhibe 1’incidence et la multiplication des
tumeurs dans un modéle de carcinogénése expérimentale dans le colon de rat. Le célécoxib est
non seulement capable d’inhiber la croissance d’une tumeur primaire, mais aussi a un fort
impact sur le développement des métastases (Myers et coll, 2001). Il pourrait exercer ces
effets par I’intermédiaire d’un effet anti-angiogénique. De plus, le célécoxib s’est montré
efficace dans des modeles expérimentaux chez la souris et le rat, alors que le SC 560,
inhibiteur sélectif de COX-1, est resté sans effet. Le célécoxib arréte la croissance des cellules
d’adénocarcinome de colon exprimant COX-2, in vitro et chez des souris nude. Par contre il
est sans effet sur des cellules d’adénocarcinome n’exprimant pas COX-2 (Sheng et coll,
1998).

L’utilisation d’inhibiteurs sélectifs de COX-2 permet d’induire 1’apoptose dans plusieurs
types cellulaires, dont certaines cellules de cancer du colon (Hara et coll, 1997 ; Sheng et coll,
1998 ; Erickson et coll, 1999), d’estomac (Sawaoka et coll, 1998), de la prostate (Liu et coll,
1998) et du sein. Des travaux récents (Hsu et coll, 2000) ont montré que le célécoxib était
capable d’induire I’apoptose dans des cellules humaines de cancer de la prostate en bloquant
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la kinase anti-apoptotique Akt ou protéine kinase B, contrairement aux autres inhibiteurs de
COX-2 qui inhibent Bcl-2 (Piazza et coll, 1995 ; Hanif et coll, 1996 ; Thompson et coll,
1997). Dans cette ¢tude, il a d’ailleurs été possible de constater que le célécoxib a des
potentialités inductrices d’apoptose beaucoup plus importantes que les autres inhibiteurs de
COX-2 étudiés (rofécoxib).

Un mécanisme par lequel les AINS induisent la carcinogenése est I’inhibition des facteurs de
transcription nucléaire de type NF-kB ou I’inhibition de la liaison du PPARy a I’ADN (He et
coll, 1999).

11.6.5. Cartilage

Les effets des AINS sur les chondrocytes et globalement sur le cartilage sont controversés.
Plusieurs travaux ont suggéré des effets bénéfiques sur le cartilage, alors que d’autres ont
montré que certains AINS étaient responsables de 1’aggravation des Iésions du cartilage in
vitro dans des modeles expérimentaux animaux et humains (Brandt et coll, 1987 ; Pelletier et
coll, 1993 ; Rashad et coll, 1989). Les expériences utilisant des échantillons de cartilage 4gé
prélevé au niveau des tétes fémorales montrent que I’indométacine et les sodium salicylates
suppriment I’activité de synthese des chondrocytes (McKenzie et coll, 1976). Il n’existe pas
encore de preuves concernant la sélectivité d’inhibition des AINS sur les COXs qui pourraient
expliquer les différents effets de ces molécules sur le cartilage articulaire humain.

La grande variété des effets des AINS sur le cartilage dépend en partie de I’origine des
cellules (Pelletier et coll, 1989). Par exemple, dans les cultures primaires humaines, le
naproxéne et le diclofénac n’ont pas d’effet significatif sur la synthese des
glycosaminoglycanes (GAGs) ou sur la prolifération cellulaire, méme a fortes doses, alors que
I’ibuproféne a 10 pg/ml stimule la syntheése des GAGs (Smith et coll, 1995). Mais dans les
chondrocytes de lapin en culture secondaire, le diclofénac sodique, I’indométacine, le
piroxicam, le naproxéne, I’ibuprofene et ’acide salicylique, & fortes concentrations, inhibent
la synthese des GAGs (Bjelle et coll, 1991). Les effets des AINS sur la synthése des
protéoglycanes dans le cartilage arthrosique sont aussi différents que ceux observés dans le
cartilage normal. Les études in vivo et in vitro ont montré que certains AINS pouvaient
réduire la dégradation du cartilage humain arthrosique. Des concentrations thérapeutiques
d’acide tiaprofénique réduisent de fagon considérable le catabolisme des protéoglycanes en
diminuant la synthése des MMPs. Cet effet est au moins en partie, li€¢ a I’inhibition de COX
(Pelletier et coll, 1989). Au contraire, des études sur le cartilage normal n’ont montré aucun
effet significatif sur le catabolisme du cartilage. Les différences observées selon les conditions
expérimentales et selon les espéces peuvent étre lides a un profil d’expression et a la
modulation différente des COXs entre les cellules humaines et de lapin (Lyons-Giordano et
coll, 1993) et aux différents niveaux d’expression de COX-2 entre le cartilage sain et
arthrosique (Amin et coll, 1997).
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11.6.6. Apoptose

Les AINS induisent I’apoptose dans des cellules en culture. Les lignées cellulaires humaines
et de rongeur, de cellules épithéliales de colon, cancéreuses ou non (Hanif et coll, 1996 ;
Piazza et coll, 1995 ; Tsuji et coll, 1995 ; Elder et coll, 1996 ; Lu et coll, 2001 ; Thompson et
coll, 1997), les fiboblastes d’embryon de poulet transformés par v-src (Lu et coll, 1995) et les
macrophages murins ont été montrés sensibles a ’apoptose induite par les AINS (AIA).
Cependant certaines lignées se sont avérées résistantes a I’ AIA.

L’aspirine ne cause pas d’apoptose, excepté¢ a trés forte dose (>ImM), ou elle et son
métabolite salicylé, agissent comme un inhibiteur compétitif de la COX (Elder et coll, 1996).
Classiquement 1’aspirine agit en tant qu’inhibiteur non competitif de la COX, en acétylant la
Ser530, bloquant partiellement la réaction de cyclooxygénation. Le fait que I’inhibition
partielle de cette réaction par 1’aspirine soit insuffisante pour induire I’apoptose, méme si elle
inhibe totalement la synthese des PGs, suggere que la synthése des PGs ne soit pas le
mécanisme par lequel les AINS induisent 1" apoptose.

L’apoptose induite par les AINS présente les mémes caractéristiques biochimiques et la méme
séquence d’événements que les autres formes d’apoptose. Dans tous les types cellulaires
étudiés, on a pu observer la fragmentation de ’ADN, la perte d’adhésion des cellules, les
modifications du noyau et au cours des stades terminaux, le gonflement du cytoplasme et la
formation des corps apoptotiques (Figure 25).

Plusieurs signaux de transduction ont ét¢ identifiés dans I’AIA. Ainsi, I’induction de c-myc
apparait indispensable pour I’AIA dans les fibroblastes embryonnaires de poulet. Ceci a été
démontré par I’utilisation d’une sonde anti-sens qui permet ’inhibition de c-myc et par
conséquent prévient I’AIA. Dans ce méme type cellulaire, 1’oncogéne v-src potentialise
I’AIA. De méme, le proto-oncogene bc/-2 régule directement I’AIA dans ces cellules, qui
I’expriment normalement a un niveau faible. Dans ce cas, I’expression de bc/-2 bloque PAIA,
comme cela a été montré dans des cellules humaines surexprimant bc/-2 (utilisant un vecteur
d’expression rétroviral) (Xie et coll, 1991).

Certains changements intervenant lors de I’AIA sont surprenant compte tenu des propriétés
pharmacologiques des AINS et de leur pouvoir anti-néoplasique. En effet, les AINS agissant
par compétition avec le substrat sont capables d’induire I’ARNm et la protéine de COX-2 (Lu
et coll, 1995).

Le mécanisme de [’apoptose induite par les inhibiteurs .de COX-2 reste inexpliqué.
Cependant, dans les cellules cancéreuses de colon, le traitement par AINS induit
I’augmentation de I’AA qui conduit a la synthese de céramide, connue pour étre inducteur de
la mort cellulaire. Cette induction fait intervenir un sphingomyelinase (Chan et coll, 1998).
Dans d’autres conditions, les inhibiteurs de COX-2, NS-398 et SC-58125, induisent
I’apoptose dans les cellules du colon ou de la prostate en inhibant la protéine anti-apoptotique
Bcl-2 (Sheng et coll, 1998 ; Liu et coll, 1998). Enfin, un troisieme mécanisme d’induction de
I’AIA, indépendant de P’induction de COX-2, a été observé avec le sulfate de sulindac,
métabolite du sulindac, dépourvu de toute potentialité inhibitrice sur COX-2 (Piazza et coll,
1995; Hanif et coll, 1996 ; Thompson et coll, 1997)
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Figure 25 Représentation schématique de I'apoptose (d'aprés Anthony et coll, 1999)

I.7. Alternative au traitement par les inhibiteurs sélectifs de COX-2

Les résultats cliniques obtenus avec les inhibiteurs sélectifs de COX-2, comme le célécoxib et
le rofécoxib, sont prometteurs. Cependant, le développement d’inhibiteurs trés sélectifs et leur
utilisation en clinique pourrait entrainer des réactions critiques. Les inhibiteurs sélectifs de
COX-2 sont capables de réduire les risques d’effets secondaires gastro-intestinaux, mais
COX-2 n’est pas seulement une enzyme pro-inflammatoire, elle posséde également des
propriétés physiologiques impliquant son expression constitutive (Katori et coll, 2000). Elle
est notamment impliquée dans la régulation du systéme rénine-angiotensine (Morham et coll,
1995 ; Harris et coll, 1994) et elle posséde des propri¢tés vaso-active et anti-athérogénique
(Mitchell et Evans, 1998). Qui plus est, I’induction hormonale est importante pour I’ovulation
et a la fin de la gestation, les taux élevés de COX-2 dans I’utérus sont indispensables pour
’induction du travail (Morham et coll, 1995 ; Chakraborty et coll, 1996). Le role de COX-2
dans la cicatrisation des ulcéres a également été prouvé. Les inhibiteurs sélectifs de la COX-2
se positionnent plus que jamais, comme une alternative au paracétamol (ACR Guidelines,
2000). Cependant, aux doses thérapeutiques recommandées, ces molécules conservent leur
sélectivité et n’ont aucun effet sur I’agrégation plaquettaire ou le temps de saignement. Ainsi,
la tolérance des molécules doit étre considérée en prenant en compte le bénéfice de
I’inhibition sélective de COX-2. D’autres alternatives, comme des molécules anti-
inflammatoires avec des effets secondaires gastro-intestinaux réduits, les NO-AINS ou les
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inhibiteurs mixtes cyclooxygénase et 5-lipoxygénase (ML 3000) (Laufer et coll, 1997;
Augustin et coll, 1994 ; Celotti et Laufer, 2001), sont intéressantes (Figure 26).

IL.7.1. Inhibiteur mixte COX/LOX

L’inhibition mixte de la COX et de la LOX pourrait étre un avantage, car les PGs favorisent
I’inflammation médiée par le LTB; (Raud et coll, 1989 ; Hedqvist et coll, 1990). Des
composés anti-inflammatoires sont efficaces sur I’influx cellulaire dans les périodes ot les
taux de LTB, sont réduits dans I’exudat (Kirchner et coll, 1997). L’inhibition des PGE,; seules
dans I’exudat ne peut étre corrélée avec I’inhibition de I’influx cellulaire. En effet, I’idée est
donc d’obtenir des composés ayant une activité¢ anti-inflammatoire identique aux AINS
classiques, tout en conservant la production des PGs gastroprotectrices et en supprimant les
LTs bronchoconstricteurs.

Les inhibiteurs mixtes devaient étre capables d’inhiber les deux enzymes, COXs et LOX,
différentes d’un point de vue structural, dans une fourchette de concentrations raisonnable.
Cependant, I’inhibition ne doit pas se prolonger de maniere a éviter les effets indésirables liés
a une inhibition chronique (Bertolini et coll, 2001).

L’inhibition mixte de la COX et de la LOX devrait permettre le traitement symptomatique de
I’hyperalgésie et I’inhibition des infiltrations cellulaires conduisant aux 1ésions tissulaires sur
le site de I’inflammation.

Inflammation

Acide Arachidonique

Chimiotactisme ....\asoconstriction
Adhésion des |

neutrophiles |

Ischémie

Lésfon gastrige”
Ulcération _

Figure 26 Cible de I'inhibition mixte COX/5-LOX
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Le RWJ 63556 est un inhibiteur mixte COX-2/LOX. Il s’agit d’un compos¢ aryl méthane
sulfonamide, dérivé du nimésulide. Son efficacité a été démontrée dans un modele
d’inflammation chez le chien (Kirchner et coll, 1997), ou il maintient ses propriétés anti-
inflammatoires et d’inhibition du L'TB, au cours des 24 heures de I’expérience.

Le ML-3000, acide [6-(4-chlorophényl)-2,2-diméthyl-7-phényl-2,3-dihydro-1H-pyrolizine-5-
yl] acétique (Figure 27), est un composé pyrolizine polysubstitué, qui a été sélectionné a partir
de résultats in vitro ayant montré un pouvoir inhibiteur équivalent pour la COX et la 5-LOX a
des doses de I’ordre du micromolaire (Laufer et coll, 1994 et 1997) (Tableau 13).

MLAGOD

Figure 27 Structure chimique de l'inhibiteur mixte COX/5-LOX, ML-3000

Tableau 13 Pouvoirs inhibiteurs du ML-3000 sur la COX et la 5-LOX obtenus in vitro (d'aprés Laufer
et coll, 1994)

Clso (uM)
COX 5-1.LOX
M1.-3000 0,16-0,21 0,18-0,23

Les études in vitro ont été réalisées sur des plaquettes humaines et bovines pour tester le
pouvoir inhibiteur sur activité COX et sur des granulocytes humains et bovins pour tester le
pouvoir inhibiteur sur "activité 5-LOX. 1.’inhibition de la 5-LOX a également été montrée sur
des cellules basophiles de leucémie de rat. Les évaluations ex vivo de I’effet sur le LTB, ont
été réalisées chez le rat. ‘

Des études in vivo sur des veinules mésentériques de rat ont montré que le ML-3000 était
capable de bloquer la voie de la 5-LOX. Les leucocytes de rat en présence de MIL.-3000
n’adherent pas aux veinules alors que le traitement par I'indométacine provoque leur

adhérence.

Les propriétés pharmacologiques du ML-3000 ont été testées dans différents modeles
expérimentaux (Tableau 14). Sa demi-vie d’élimination plasmatique est de 7 & 10 heures.
Ainsi, une administration biquotidienne est recommand¢e.

La tolérance digestive du ML-3000 a été étudiée au cours de plusicurs études chez les
animaux apres des administrations uniques ou réitérées. Il a été montré qu’il provoquait moins
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d’irritations gastriques et duodénales, moins d’érosions ou d’ulcérations que les AINS
classiques a des doses provoquant des effets pharmacodynamiques comparables. Chez le rat,
les ulcérations ont €té observées chez quelques rares animaux aprés I’administration de forte
dose, alors que I'indométacine provoque des ulcérations dans 40% a 80 % des cas dans les
mémes conditions d’administration. De plus, les quelques ulcérations observées avec le ML-
3000 étaient plus petites et moins séveres. La bonne tolérance gastro-intestinale de cette
molécule a été confirmée dans plusieurs modeles animaux. Le ML-3000 n’empéche pas
I’inhibition de synthése des PGs au niveau de [’estomac, mais évite les Iésions gastro-
intestinales en empéchant ’adhérence des leucocytes aux veinules mésentériques (Wallace et
coll, 1994).

Tableau 14 Modéles expérimentaux dans lesquels les propriétés pharmacologiques du ML-3000 ont
été testées

Activité Modéles expérimentaux
Anti-inflammatoire (Edeme de la patte a la carragénine
Erythéme sous UV (cobaye)

Poche a air (rat)
Arthrite a ’adjuvant (rat)

Analgésique Randall et Sellito (rat)
Antipyrétique Fievre a la levure de biére (rat)
Antiasthmatique Bronchoconstriction induite a I’AA et a ’antigene (cobaye)

Asthme induit par I’antigéne (mouton)
Antithrombotique  Effet anti-agrégant sur les plaquettes sanguines (humain et lapin)
Thrombose induite au laser dans vaisseaux mésentériques (rat)

Le ML-3000 a été testé dans un essai randomisé, contrdlé, en double aveugle, comparé a un
placebo, chez des patients porteurs d’arthrose du genou diagnostiquée radiographiquement et
cliniquement. Le ML-3000 a ét¢ administré aux doses de 100 mg, 200 mg, 400 mg bid.
L’efficacité du traitement a été évaluée par I’index WOMAC (Western Ontario and McMaster
university Osteoarthritis Index) (Bellamy et coll, 1988 ; Bellamy, 1995). La valeur de I’index
a été réduite de fagon significative par les doses de 200 et 400 mg bid. Aucun effet significatif
n’a été observé avec la dose de 100 mg bid ou avec le placebo.

Dans une autre étude, le ML-3000 (100, 200 ou 400 mg bid) a ét¢ comparé au diclofénac (50
mg tid). Dans cette étude, ’évaluation de I'index WOMAC a été faite séparément pour la
douleur, la raideur et la fonction physique afin de déterminer un index global. Le ML-3000 a
montré une grande efficacité sur la douleur au mouvement, au repos et la douleur arthrosique
globale, comparé au placebo. Aucune différence significative n’a été observée entre le ML-
3000 et le diclofénac 50 mg tid en terme d’efficacité.

Le ML-3000 est bien toléré aprés une administration unique ou répétée. Au cours d’une étude
de tolérance, a des doses croissantes de ML-3000 allant jusqu’a 3200 mg chez des volontaires
sains, la diarrhée a été le seul effet observé a partir de 1600 mg, aucune modification des
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paramétres cliniques, comme la clairance de la créatinine et les parameétres de fonctionnement
du foie, n’a été observée jusqu’a la dose de 3200 mg.

Aucun effet sévére n’a été reporté jusqu’a maintenant chez les patients utilisant le ML-3000.
Une étude endoscopique a été réalisée chez des volontaires sains de sexe masculin et féminin,
recevant du ML-3000 (200 et 400 mg bid), du naproxéne (500 mg bid) ou un placebo. Cette
étude a confirmé la bonne tolérance digestive du ML-3000. En effet, aucune modification du
score d’évaluation de la muqueuse digestive n’a été observée avec le ML-3000 aux deux
doses testées, alors que le naproxéne a provoqué une détérioration significative du score
d’évaluation.

I1.7.2, Paracétamol

Le paracétamol est de loin la molécule la plus utilisée dans le monde pour ses propriétés anti-
pyrétique et antalgique. Cependant, ses effets anti-inflammatoires sont faibles. Méme si les
mécanismes d’action du paracétamol sur les COXs ne sont pas clairement établis, tout laisse
supposer que les effets antalgique et anti-pyrétique du paracétamol sont dus & une inhibition
des COXs au niveau central, ¢’est-a-dire au niveau du cerveau et de la moelle épiniére,
notamment au niveau de I’hypothalamus (Flower et Vane, 1972). Cependant, il est incapable
d’inhiber, aux doses thérapeutiques, les COXs au niveau des tissus périphériques. Ceci
pourrait expliquer ses faibles propriétés anti-inflammatoires (Schnitzer et coll, 1998).

Il a été montré que le paracétamol est 1’un des facteurs capables de réduire COX-1 (Markey
coll, 1987).

L’inhibition sélective de COX-2 par le rofécoxib permet de réduire la fievre et la douleur
(Chan et coll, 1999). Les études chez des souris dépourvues de COX-2, donc incapables de
développer de la fievre apres une injection de LPS, ont permis de mettre en évidence un effet
in vivo du paracétamol siirement li¢ a COX-2 (Li et coll, 1999). De méme, dans un mode¢le de
douleur, le paracétamol est capable de réduire significativement la production de PGE, dans
la meelle épinicre (production attribuée a COX-2), mais est sans effet sur I’excrétion urinaire
de PGE, (activit¢ COX-1-dépendante) (Muth-Selbach et coll, 1999).

Des résultats publiés récemment (Ouellet et Percival, 2001) ont confirmé la sélectivité
d’inhibition du paracétamol sur les COXs avec la détermination des Clso (doses inhibant 50%
de P’activité enzymatique) sur des enzymes de COX-2 humaine et de COX-1 ovine, en
présence d’AA. De plus, il a été montré que le paracétamol est d’autant plus actif sur les
COXs, dans ces conditions expérimentales, que les taux de peroxyde sont faibles. Ceci est
cohérent avec I’inhibition des COXs en cas de fiévre ou de douleur lorsque le niveau de
peroxyde est faible (Hertz et Cloarec, 1984). De méme, les faibles potentialités anti-
inflammatoires du paracétamol pourraient étre dues aux fortes concentrations en peroxydes au
niveau périphérique.

Dans le systeme du sang total, le paracétamol a des potentialités d’inhibition faibles mais
significatives sur les COXs avec une tendance plus prononcée pour I’inhibition de COX-2
(Brooks et coll, 1999). Ceci n’est pas une preuve des propriétés anti-inflammatoires de la
molécule puisque cette activité peut €tre due a la faible teneur en peroxyde du systeme.
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Le paracétamol administré a la dose de 4 g/j chez des patients atteints d’arthrose du genou
avec des douleurs légeres a modérées, s’est avére plus efficace que le placebo et aussi efficace
que I'ibuprofeéne (1,2 a 2,4 mg/j) (Shamoon et Hochberg, 2001). Tout ceci place le
paracétamol comme une alternative aux AINS pour le traitement de la douleur chez les
patients arthrosiques.

IL.7.3. Modification des AINS classiques

La conversion des AINS classiques en inhibiteurs sélectifs de COX-2 constitue une autre
alternative thérapeutique (Dannhardt et Laufer, 2000).

Les NO-AINS représentent une autre alternative et une nouvelle classe de dérivés d”AINS,
générés par I’addition d’un groupement nitroxybutyl li€¢ & la molécule parent (AINS) par une
liaison éther (Elliott et coll, 1995 ; Wallace et coll, 1995; Fiorucci et coll, 1999a et b ;
Moncada et Higgs, 1993). Ces molécules ont montré une réduction marquée de la toxicité
gastro-intestinale tout en conservant l’activité anti-inflammatoire et anti-pyrétique de la
molécule parent. Les NO-AINS sont capables d’inhiber la synthése des PGs et exercent des
propriétés anti-inflammatoire et anti-apoptotique remarquables. Des études chez I’animal ont
montré que les NO-AINS étaient plus efficaces que les AINS conventionnels sur la réduction
de I’inflammation et de la douleur chez le rat arthritique (Fiorucci et coll, 1999 ; Dimmeler et
coll, 1997; Kim et coll, 1998). D autres études ont mis en évidence le role des NO-AINS sur
les caspases. Ils ont en effet, de la méme maniére que les donneurs de NO, la possibilité
d’inhiber le processus apoptotique en provoquant la N-nitrosylation, donc I’inactivation
d’effecteur tel que la caspase-3 (Kim et coll, 1998) ou le blocage de la sécrétion de certaines
cytokines proinflammatoires en inhibant la caspase-1 ou ICE (enzyme de conversion de 1’IL-
1B et de I'IL-18) (Fioricci et coll, 2000). Ce mode d’action des NO-AINS constitue une
potentialité anti-inflammatoire indépendante de COX-2.
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Les AINS constituent ’'une des classes thérapeutiques les plus utilisées et restent le
traitement symptomatique de premicre intention dans les pathologies articulaires,
inflammatoires (arthrite) ou dégénératives (arthrose). Il est largement admis que leur principal
mécanisme d’action consiste a inhiber la biosynthése des PGs par la COX. Cependant, leur
utilisation s’accompagne d’effets secondaires importants, notamment au niveau gastro-
intestinal. La mise en évidence de deux isoformes de COX aux fonctions distinctes a permis
de décrire des profils de sélectivité d’inhibition des deux 1soformes de COX différents pour
les AINS classiques (d’aprés des modeles d’étude cellulaires). Ceci a €galement permis
d’émettre une hypothése pouvant paraitre simpliste : 'inhibition de COX-1, isoforme
constitutive est délétére pour ['organisme alors que [’inhibition de COX-2, inductible
notamment au cours de ’inflammation, serait bénéfique. COX-2 est donc devenue une cible
thérapeutique de choix et de nouvelles molécules ont été développées avec des pouvoirs
inhibiteurs de COX-1 trés faibles (sélectivit¢ pour COX-2), et par conséquent avec une
tolérance digestive potentiellement améliorée.

Dans la premiére partie de ce travail, nous nous sommes attachés a étudier la
pertinence de la sélectivité d’inhibition des isoenzymes de la COX dans des modéles mimant
des conditions cliniques d’utilisation des AINS, c'est-a-dire une administration orale réitérée
du médicament au cours du processus arthritique. Cette approche avait pour objectif’
d’étudier 'influence de la maladie arthritique sur la tolérance digestive aux AINS et de
pouvoir mesurer les pouvoirs inhibiteurs des molécules dans les tissus cibles (contenus en
PGE; de la muqueuse gastrique et des pattes arthritique, synthese plaquettaire de TxB, ex
vivo). La comparaison des propriétés pharmacologiques d’AINS classiques et d’inhibiteurs
ayant une sélectivité accrue pour COX-2 a été entreprise a l’aide de parameétres d’évaluation
classiques (score, cedeéme, IL-6 circulante) ou originaux (fiévre et activité locomotrice par
biotélémétrie), en étudiant plus particulierement leurs effets sur la biosynthése des
protéoglycanes du cartilage (incorporation de sulfate radiomarqué).

Dans cette premiére partie, nous avons choisi d’étudier les effets de trois molécules
ayant, d’aprés les études in vitro, des profils de sélectivité différents : un inhibiteur
préférentiel de COX-2, le Méloxicam, un inhibiteur sélectif de COX-2, le Célecoxib et un
AINS comparateur non sélectif, le Naproxéne. Ces molécules ont été étudiées dans un modéle
de polyarthrite a ['adjuvant, choisi comme modéle représentatif d'une inflammation
chronique et dans un modéle de monoarthrite au zymosan, choisi comme représentatif d’une
inflammation aigué.

L’arthrite a [D’adjuvant (Philippe et coll, 1997), médiée par un processus
dysimmunitaire dépendant des lymphocytes T, est un modele expérimental de polyarthrite
rhumatoide qui est devenu un standard pour [’évaluation des AINS. En combinant
I’évaluation de paramétres biologiques (cytokines pro-inflammatoires), métaboliques
(anabolisme du cartilage) et biotélémétriques (fievre et mobilité), il est possible de distinguer
4 phases successives dans ce modele, dépendantes des processus inflammatoires locaux ou
systémiques. Ainsi, apres une sensibilisation locale des animaux par I’injection d’adjuvant
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complet dans le coussinet plantaire, on observe successivement une réponse flammatoire
précoce (2 a 4 jours apres la sensibilisation), une phase silencieuse (entre 5 et 9 jours apres la
sensibilisation), une phase dite immunologique, correspondant a P’extension du processus
dysimmunitaire dans toutes les articulations (entre 10 et 15 jours apres I’injection), puis une
phase d’état de la polyarthrite débutant apres 16 jours et généralement maximale a J21. Qui
plus est, I’atteinte articulaire s’accompagne d’une baisse de la biosynthése des protéoglycanes
du cartilage articulaire.

L’arthrite au zymosan chez le rat (Gegout et coll, 1995) associe une phase
inflammatoire précoce prostaglandine-dépendante, comprenant ['cedéme, la fiévre et
’hyperalgie, et des modifications de I’anabolisme des protéoglycanes du cartilage proches de
celles induites par I'IL-1. Ainsi, apres une injection de zymosan dans |’articulation du genou,
une réponse fébrile et un cedéme articulaire sont observés pendant 24 heures. Ces
changements s’accompagnent d’une diminution précoce de I’activité locomotrice (un jour
apres 1’injection) avec un retour progressif a la normale a 4 jours. Parallélement, la synthese
des protéoglycanes du cartilage patellaire montre une variation biphasique avec une inhibition
initiale (J1-J2) et une stimulation secondaire (J4-J5).

Dans la seconde partie de ce travail, nous nous sommes attachés a étudier les
conséquences d’une inhibition plus ou moins sélective de la COX sur le cartilage articulaire
dans des modeles expérimentaux d’arthrose. Cette approche avait pour objectif d’étudier les
effets d’une inhibition sélective de COX-2 ou d'une inhibition mixte COX/5-LOX sur la
sévérité des lésions arthrosiques, en considérant plus particuliérement ['apoptose
chondrocytaire (Tunel et caspase-3 active) et les modifications métaboliques du cartilage
(biosynthése des protéoglycanes). En effet, d’une part, |'apoptose chondrocytaire est un des
mécanismes étiopathogéniques supposé de [’'arthrose (Kim et coll, 2000 ; Hashimoto et coll,
1998) et la mort cellulaire programmée est modulée par les AINS dans d’autres tissus (Taketo
et coll, 1998 ; Liu et coll, 2001). D’ autre part, les inhibiteurs sélectifs de COX-2 (Silverstein
et coll, 2000 ; Bombardier et coll, 2000) et les inhibiteurs mixtes COX/5-LOX (Wallace et
coll, 1994) ayant une tolérance digestive améliorée, sont susceptibles d’étre administrés au
long cours chez des patients arthrosiques, en se positionnant comme une alternative au
paracétamol (ACR OA guidelines, 2000).

Dans cette seconde partie, nous avons donc comparer [’impact du Rofécoxib,
inhibiteur sélectif de COX-2 et du Naproxéne, AINS comparateur non sélectif, et effectué une
étude dose-réponse avec la Licofélone (ML-3000), inhibiteur mixte COX/5-LOX. Ces études
ont été réalisées respectivement dans deux modéles expérimentaux mimant des aspects
différents de [’'arthrose humaine : [’arthrose induite par [’injection intra-articulaire de
minoiodoacétate (MIA) chez le rat et 'arthrose induite par la section du ligament croisé
antérieur (LCA) chez le chien.

L’injection intra-articulaire de MIA chez le rat, adapt¢ du modele de Kalbhen
(Guingamp et coll, 1997 ; Kalbhen, 1987) est un modele d’arthrose par altération du
métabolisme chondrocytaire, générant des modifications structurales du cartilage de
I’articulation du genou. Les altérations structurales du cartilage, caractéristiques de la
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pathologie humaine (ostéophytose, mise a nu de I’os sous-chondral), se développent en2 4 3
semaines dans ce modele. Ce modele est caractérisé par I’absence d’une composante
inflammatoire marquée et pourrait mimer les phases précoces du processus arthrosique,
visibles a partir de 10 jours apres I'injection de MIA. C’est pourquoi nous avons choisi
d’étudier les conséquences de I'inhibition sélective de COX-2 par le Rofécoxib sur le
cartilage 10, 15 et 20 jours apres I’injection de MIA.

La section ligamentaire chez le chien est un modele d’arthrose par instabilité
articulaire, adapté du modele de Pond-Nuki (Pond et Nuki, 1973 ; Pelletier et coll, 1999)
générant des contraintes biomécaniques anormales dans I’articulation du genou. Ceci conduit
a un processus dégénératif lent et progressif du cartilage, associé a une composante
inflammatoire précoce (synovite) et consécutive a ’acte chirurgical (Pelletier et coll, 2000 et
2001). C’est pour cette raison que nous avons étudi€ les conséquences articulaires tardives du
traitement chronique (8 semaines) par le ML-3000 et que nous avons évalué I’expression de
protéines précoces de la réaction inflammatoire (iNOS et COX-2).
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I. MATERIEL ET METHODE

|. Animaux et traitements

L1. Animalerie

Les rats Lewis males (Charles River France) pesant 150 a 200 g sont placés dans des
cages par groupe de trois avec nourriture et boisson a volonté. Ils sont hébergés dans une
animalerie ventilée et thermorégulée a 24*1°C, bénéficiant de cycles de 12 heures
d’éclairement et 12 heures d'obscurité. Les animaux sont acclimatés au moins 5 jours au
laboratoire avant toute expérimentation.

L2. Induction de l'arthrite

L'arthrite est induite par I’injection sous-cutanée dans le coussinet plantaire de la patte

arriére droite de 1 mg d'adjuvant complet de Freund (ACF) sous un volume de 100 ul. Le jour
de P’injection est arbitrairement désigné comme JO.
L’émulsion d'ACF est préparée a partir d’une souche de Mycobacterium tuberculosis H37RA
(Difco Laboratories, USA) dispersée dans un mélange de sérum physiologique (Braun
Fandre, France) (45%, v/v), d'huile de vaseline (Prolabo, France) (45%, v/v)) et de Tween 80
(polyoxyethyleéne-sorbitan monooléate) (10%, v/v)) pour obtenir une concentration finale de
10 mg/ml.

L3. Anti-inflammatoires non-stéroidiens (AINS)

Les AINS sont préparés dans une solution aqueuse a 1% (p/v) de
carboxyméthylcellulose (CMC) (Prolabo, France). IlIs sont administrés par gavage, a l'aide
d'une sonde gastrique, a raison de 1 ml de suspension pour 100 g de poids corporel. Le
traitement débute le jour de I’induction de arthrite (JO). Quatre doses de méloxicam (0,1-0,3-
1-3 mg/kg/j) (Boehringer Ingelheim, France) et trois doses de naproxéne (3-10-30 mg/kg/j)
(Sigma) sont administrées en prise quotidienne unique pour le méloxicam et en deux prises
quotidiennes pour le naproxene. Les animaux traités par le méloxicam regoivent de la CMC
1% lors de la deuxi¢éme administration quotidienne de naproxéne de fagon a ce que les
animaux soient manipulés le méme nombre de fois (influence possible du stress sur la sévérité
de la polyarthrite). Les animaux témoins, induits par I'ACF, regoivent de la CMC a 1% deux
fois par jour.

Il. Evaluation de la sévérité de la réaction inflammatoire

11. 1. Biotélémétrie

La télémétrie est une technologie reposant sur le transfert d'information sous la forme
d'ondes radio entre un systéme émetteur placé dans la cavité¢ péritonéale de l'animal et un
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systeme récepteur (antenne en T) placé sous la cage de I'animal (Figure 28). Les informations
sont ensuite intégrées, centralisées puis enregistrées toutes les heures par un systéme
informatique en vue de leur analyse. L'unité télémétrique utilisée est de type Mini Mitter
(Sunriver, Oregon, USA) et elle permet la mesure en continu de paramétres dépendants de la
sévérité de la réaction inflammatoire tels que la mobilité et la température corporelle chez le
rat :

e [’émetteur comprend une thermistance dont la fréquence d’émission varie avec la

température corporelle
e tout déplacement de I’animal génére une impulsion par modification de la distance
de réception.

Les rats Lewis maéles (Charles River, France) de 150 a 175 g sont placés individuellement
dans des cages avec nourriture et boisson a volonté dans une animalerie thermorégulée
24*1°C et avec des cycles d’éclairement de 12 heures. Un émetteur est implanté dans la cavité
péritonéale de chaque animal cinq jours avant l'induction de l'arthrite. Chaque groupe
comprend 5 animaux qui sont traités comme décrit précédemment.
Ce systéme permet de tracer des courbes de température et de mobilité moyennes sur 12
heures exprimées en pourcentage de variation par rapport au jour de référence (JO). On peut
alors calculer les aires sous la courbe (AUC) correspondant a chaque dose de médicament et
ensuite exprimer 'AUC en pourcentage du témoin arthritique. Nous pouvons déterminer pour
chaque AINS, la DI gec pour la température (dose faisant baisser la fievre de 1,0°C) et la
DEyy pour la mobilité¢ (dose corrigeant 20% de la perte d’activité) par une analyse de
régression lin€aire simple apres transformation semi-logarithmique.

limictieur

Fransmission des donnees

i I"'.I|['.i de ammual
-

A Plague receptrice

/ des donnees envovees pat
I cmettew

—

s , ﬁﬁ

Matnee d echange de domnees

svsteme d mtégration des

donnees

Figure 28 Représentation schématique de la biotélémétrie

I1. 2. Autres paramétres

Les animaux sont évalués au 1“ jour de traitement (JO) ainsi que 2, 7, 12, 16 et 21
jours apres I’induction. Les animaux sont sacrifiés a ces temps, sous anesthésie générale par
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un mélange de kétamine 5% (Imalgéne®, Rhone Mérieux, France) et d'acépromazine 0,5%
(Vetranquil®, Sanofi, France) injecté par voie intra-péritonéale sous un volume de 100 pl
pour 100g de poids corporel.

* La pesée réguliere est effectuée a I’aide d’une balance précise au g pres et elle permet de
controler indirectement |’efficacité (correction de la perte de poids secondaire a la
polyarthrite) et/ou la toxicité (aggravation de la perte de poids) des molécules testées.

* Le score de sévérité correspond a une évaluation semi-quantitative réalisée en simple insu
par le méme expérimentateur. Une note variant de 0 (patte normale) a 4 (troubles
trophiques majeurs) détermine la sévérité et 1’étendue de la rougeur et ’cedéme des tissus
périarticulaires. L.a somme des scores des trois pattes non induites refléte la progression
et la sévérité de la maladie.

* Les volumes des pattes arri¢res qui sont un reflet de [’cedeme, sont mesurées a I’aide d’un
pléthysmometre a eau (modele 7150, Apelex, France). Les volumes mesurés sont
comparés aux valeurs initiales chez les mémes animaux et ces différences sont ensuite
exprimées en pourcentage de ’cedeme par rapport aux témoins arthritiques. Les doses
inhibant 50 % de I’cedéme (Dlso) sont ensuite déterminées sur la patte controlatérale
pendant la phase secondaire de I’arthrite par une analyse de régression linéaire simple
apres transformation semi-logarithmique.

» L’arthrite par adjuvant est la conséquence d’une réponse immunologique aux antigénes
bactériens contenus dans I’ACF et s’accompagne donc de processus dysimmunitaires
(involution thymique et splénomégalie). L’effet des traitements sur ces réactions est
également un indicateur de leur efficacité. Les organes lymphoides (rate et thymus) sont
prélevés a chaque temps intermédiaire (J2, J7, J12, J16 et J21) et pesés dans des tubes
prétarés. Les résultats sont exprimés en pourcentage de variation par rapport aux rats
sains.

IV. Etude de la biosynthése des protéoglycanes du cartilage pateliaire

L'anabolisme du cartilage au cours de l'inflammation articulaire est étudié par
I'incorporation d'un précurseur radiomarqué (Na,**SO,) dans les glycosaminoglycanes.
Comme les glycosaminoglycanes représentent la majorité des molécules sulfatées présentes
dans le cartilage, I’incorporation de sulfate radiomarqué est un indicateur trés sensible de
l'anabolisme du cartilage.

Les rotules droite et gauche sont disséquées au scalpel puis placées immédiatement dans du
milieu RPMI 1640 Hepes (Gibco BRI, France) additionné de 100 Ul/ml de pénicilline et de
100 pg/ml de streptomycine (Gibco BRL, France) et de 2mM de L-glutamine (Gibco BRL,
France). Elles sont ensuite incubées pendant 3 heures dans 1 ml de milieu contenant 0,8 uCi
de Na,*’SO, (Amersham, France) a 37°C sous une atmosphére a 5% de CO,. Au terme de
cette incubation, les rotules sont lavées a 5 reprises dans 2,5 ml de sérum physiologique a
+4°C puis placées dans du formol tamponné a 10 % (Surgipath) additionné de 0,5% de
chlorure de cétylpyridinium (Sigma, France) pendant une nuit, afin d’¢liminer la radioactivité
non-spécifique. Les rotules sont ensuite décalcifiées dans 1 ml d'acide formique (Sigma,
France) a 5% pendant 8 heures, ce qui permet de réaliser ultérieurement des biopsies de 2 mm
de diamétre a l'aide d’un emporte-piece (Stiefel, France). Le centre de la rotule et sa
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périphérie sont ensuite dissous dans 0,5 ml de soluene-350 (Packard, France) a 37°C pendant
une nuit. Le comptage est alors effectu¢ dans 4,5 ml de liquide scintillant (Hionic Fluor,
Packard, France) par un compteur a scintillation liquide (1214 Rackbeta, LKB Wallac).

Les résultats sont exprimes en pourcentage d'incorporation du précurseur radiomarqué dans le
cartilage articulaire pathologique (animal arthritique) par rapport au cartilage sain (t€moins
absolus).

V. Evaluation de la production des eicosanoides par les cellules
sanguines

Le sang est prélevé par ponction intra-cardiaque sous anesthésie générale, puis réparti
en différentes aliquotes. Une partie du sang est recueillie sur tube sec puis incubée une heure a
37°C pour permettre la coagulation spontanée. La production de TxB, produit par les
plaquettes sous I’effet de la thrombine au cours de la coagulation est un bon reflet de ’activité
de COX-1. L’autre partic est recueillie sur anticoagulant (40 U/ml finale d’héparine
(Panpharma)) et pré-incubées pendant 15 minutes a 37°C en présence d'aspirine (10 pg/ml
finale) (Sigma). Ces aliquotes sont ensuite incubées pendant 24 heures & 37°C avec ou sans
stimulation par du lipopolysaccharide (LPS) (10 pg/ml reconstitu¢ dans du diméthyl
sulfoxyde (DMSO) 0,5 %) (Sigma). Le plasma est ensuite recueilli aprés centrifugation S
minutes a 3000 tours par minute. Le dosage des PGE, produites majoritairement par les
leucocytes est un bon reflet de la contribution de COX-2 (isoforme inductible).
De cette manicre, nous pouvons déterminer la contribution des deux isoformes circulantes de
la cyclooxygénase au cours du processus inflammatoire et mesurer la sélectivité d’inhibition
des traitements.
Les dosages de PGE, et de TxB, sont réalisés par une méthode immunoenzymatique en
microplaque 96 puits (Assay correlate, Assay Design, Ann Arbor, USA) de type ELISA
compétition. Ces dosages utilisent un anticorps monoclonal de souris anti-PGE, ou un
anticorps polyclonal de lapin anti-TxB, adsorbés sur les parois des puits. Les eicosanoides
présents dans les échantillons vont entrer en compétition avec un conjugué¢ PGE, ou TxB,
marqué a la phosphatase alcaline, vis a vis des sites de fixation. Les gammes d'étalonnage de
0,04 a 5 ng/ml pour les PGE, et de 0,8 a 10 ng/ml pour le TxB, sont réalisées a partir de
solutions standard a 50 ng/ml pour les PGE, et & 100 ng/ml pour le TxB,. Les échantillons
sont dosés apres dilution appropriée dans le tampon de dosage (1/10). L'absorbance est lue a
A=405 vs 630 nm contre un blanc réactif a l'aide d'un lecteur de microplaque (Dynatech MR
5000, Guyancourt, France) piloté par un micro-ordinateur Packard Bell sous le logiciel RMS
(Dynatech, Guyancourt, France).
Les résultats sont exprimés en AUC rapportées a la valeur des témoins arthritiques et les
valeurs de DI (dose inhibant 50 % de la production de prostaglandines) sont déterminées par
régression linéaire simple apres transformation semi-logarithmique.
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VI. Etude de la production des prostaglandines dans les pattes
inflammatoires

Les pattes arrieres sont prélevées immédiatement apres sacrifice puis congelées dans
l'azote liquide aprés avoir enlevé la peau et les ongles. Elles sont ensuite pulvérisées dans
l'azote liquide a I’aide d’un broyeur a congélation (Spex, Freezer Mill, Bioblock, France) et
conservées a -80°C jusqu’a extraction.

Les prostaglandines sont extraites selon le protocole suivant (adapté de Anderson et coll,
1996)

e homogénéisation de 0.5g de tissu dans 1 ml de méthanol dans un poter

e ajustement a une concentration finale de 10% de méthanol par ajout de 9 ml d'eau distillée
e nouvelle homogénéisation au poter

¢ ¢limination des débris cellulaires par une décantation sur glace pendant 20 minutes

¢ centrifugation pendant 20 minutes a 5000g a 4°C.

Le surnageant est ensuite passé sur une colonne C18 SepPak (Waters) préalablement
conditionnée par 2 ml de méthanol puis par 2 ml d'eau. Les prostaglandines sont éluées aprés
3 lavages successifs (H,O, méthanol puis éther de pétrole) par du méthyl formate. L'éluant est
évaporé sous flux d’azote, puis l'échantillon est repris dans du tampon de dosage (500 pl) et
conservés a -80°C jusqu’au dosage.

Les résultats sont exprimés en quantité¢ de PGE, extraites par g de tissu.

VII. Etude du contenu gastrique en prostaglandines

Lors du sacrifice, I’estomac est prélevé, ouvert selon la grande courbure et rincé dans
35 ml de sérum physiologique. Des biopsies de 6 mm de diamétre de la partie non-glandulaire
de I’estomac (antre) sont ensuite effectuées a I’aide d’un emporte-piece (Stiefel, France). Les
biopsies sont ensuite broyées dans 500 ul de tampon HBSS (Gibco BRL, France) a +4°C a
I’aide d’un ultra-turrax (Bioblock, France).
Le dosage des PGE, est réalisé par la méthode immunoenzymatique décrite précédemment
apres ¢élimination des broyats par une centrifugation (voir paragraphe V). Les résultats sont
exprimés soit en AUC rapportée a la valeur des t€émoins ACF (mesure du pouvoir inhibiteur
global), soit en DlIso (dose inhibant 50 % de la production de prostaglandines) déterminées
aux différents temps de sacrifice par régression linéaire simple aprés transformation semi-
logarithmique.

VIll. Dosage sérique de I’interleukine-6

Les taux sériques d’IL-6 sont déterminés a différents temps de la polyarthrite (J2, J7,
J12, J16 et J21). Le sang des animaux est prélevé par ponction intracardiaque. Apres
centrifugation, les sérums sont conservés a -8§0°C jusqu’au dosage.
Le dosage de I’IL-6 est réalis¢ par une méthode biologique utilisant I’hybridome murin 7TD1
(Van Snick, 1989). 5.10° cellules sont déposées sous un volume de 100 pl dans tous les puits
de plaque 96 puits contenant 100 ul d’échantillon (8 dilutions de raison 2 par échantillon). Les
cellules sont incubées 72 heures a 37°C sous une atmosphére & 5% de CO,. La prolifération
cellulaire est ensuite mesurée apres addition de 25 ul d’une solution a 5 mg/ml de MTT et
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apreés une incubation de 4 heures & 37°C sous une atmosphere a 5% de CO:. Les cristaux
bleus de formazan formés (activité des deshydrogénases mitochondriales) sont lysés par
addition de 100 ul de tampon SDS-DMF (20/50, p/v). La lecture des densités optiques est
effectuée a 580 nm vs 630 nm aprés une nouvelle incubation de 24 heures a 37°C sous une
atmosphere a 5% de CO,.

Les taux d’IL-6 sont déterminés par comparaison a une gamme d’IL-6 recombinante
humaine, une unité d’IL-6 provoquant 50% de prolifération dans le type cellulaire considére.

IX. Analyse statistique

Les résultats ont été comparés par ’analyse des variances a I’aide du logiciel super
ANOVA (Abacus Concept Inc., Berkeley, CA) suivie du test S de Scheffé. Les parameétres
suivis au long cours (poids, volume de patte) ont bénéficié d’une analyse sur valeurs
appariées alors que ceux mesurés aux différents temps de sacrifice (PGE, dans la muqueuse
digestive, TxB, dans le sérum, anabolisme du cartilage patellaire et poids de la rate et du
thymus) ont bénéficié d’une analyse sur valeurs non appariées. Le score de sévérité de
I’arthrite étant une valeur semi-quantitative, son analyse a été effectuée a 1’aide de tests non
paramétriques. Les résultats sont exprimés sous la forme de la moyenne + écart type centré
sur la moyenne (m + sem). Le seuil de significativité a été choisi a 5 %.
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RESULTATS

I. Comparaison des effets anti-inflammatoires des molécules

L 1. Evolution de la masse pondérale et du score clinique
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Figure 29 Evolution du poids et du score clinique au cours de la polyarthrite sous l'effet du
méloxicam (A et C) et du naproxéne (B et D) (ACF = témoins arthritiques, MLX0,1 = méloxicam 0,1
mg/kg/j, MLX0,3 = méloxicam 0,3 mg/kg/j, MLX1 = méloxicam 1mg/kg/j, MLX3 = méloxicam 3
mag/kg/j, NPX3 = naproxéne 3 mg/kg/j, NPX10 = naproxéne 10 mg/kg/j, NPX30 = 30 mg/kg/j) (n = 8
animaux par lot ) (* : p<0,05 /témoins ACF)

Les rats arthritiques ont un arrét de leur courbe pondérale & partir du 7°™ jour apres

I’injection d’ACF (Figure 29 A et B). Par comparaison aux courbes pondérales standard pour
des rats sains cela correspond & une perte de gain de poids variant d’environ 40 g a J12 a
environ 70 g a J21. Ce blocage pondéral est contingent de la maladie (débutant lors de
I’installation de la polyarthrite) et semble d’autant plus marqué que la polyarthrite est sévére
(maximal a partir de J16).

La tolérance globale des traitements a été bonne, y compris aux fortes concentrations testées
(méloxicam 3 mg/kg/j, naproxéne 30 mg/kg/j) et aucune perte de poids supplémentaire n’a été
observée chez les animaux arthritiques. Au contraire, les animaux traités par AINS ont une
croissance pondérale montrant une correction partielle de cet effet. La correction observée est
dépendante de la dose.
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Le score clinique permet d’évaluer la sévérité de I’atteinte arthritique. Le score des 3 pattes
non-injectées permet de suivre la progression de |’atteinte polyarticulaire. Ce critére est plus
informatif que la mesure de 1’cedéme puisqu’il prend en compte le nombre d’articulations
atteintes, y compris les pattes antéricures, ce qui le rapproche des indices articulaires utilisés
chez ’homme dans la polyarthrite thumatoide (indice de Ritchie par exemple). L’observation
de la progression du score clinique sur les pattes non induites (patte postérieure controlatérale
et pattes antérieures) montre que la polyarthrite s’installe entre le 7°™ et le 12°™ jour puis
s’étend progressivement pour atteindre I’ensemble des articulations distales (Figure 29 C et
D). A partir du 16°™ jour, I’incidence de la polyarthrite est de 100 % dans tous les lots. Le
méloxicam et le naproxene ne retardent pas I’apparition de la maladie, mais diminuent sa
sévérité avec un effet dose-dépendant pour le méloxicam a J21. L’effet devient significatif a
partir de 0,3 mg/kg/j pour le méloxicam dés J12, et a partir de 10 mg/kg/j pour le naproxene.
L’efficacité thérapeutique des deux AINS semble présenter un profil quelque peu différent car
le méloxicam parait plus efficace au stade tardif (J21) alors que le naproxene semble efficace
des le début de la polyarthrite. '

L2. Effet anti-cedémateux

La mesure de I’eedéme des pattes postérieures montre une réaction inflammatoire précoce (J2)
dans la patte injectée (Figure 30 A et B), puis une réaction inflammatoire secondaire (J12) qui
est contingente de I’apparition de I’cedéme sur la patte controlatérale (Figure 30 C et D).
L’effet anti-inflammatoire des molécules est particulicrement visible sur I’cedéme des pattes
postérieures non-injectées, qui est un marqueur du processus polyarthritique. La sévérité est
maximale a J21 sur les deux pattes. Les deux AINS inhibent significativement 1’cedéme dés
J2 sur la patte injectée et & partir de J12 sur la patte non injectée. L’effet semble dose-
dépendant pour le méloxicam. Les Clso calculées a J21 sont de 0,24 mg/kg/j pour le
méloxicam et de 7,34 mg/kg/j pour le naproxene.
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Figure 30 Evolution des volumes des pattes injectées (A et B) et non-injectées (C et D) au cours de
I'arthrite & l'adjuvant et sous l'effet de deux AINS a différentes doses (n = 8 animaux par lot) (* :
p<0,05 /témoins ACF).

L.3. Réduction du handicap fonctionnel

Les rats ayant un rythme nycthéméral bien défini avec une période d’activité nocturne,
nous avons étudié I’influence des AINS sur la mobilité pendant les phases d’obscurité.

La mobilité est représentée en pourcentage par rapport a activit¢ de la nuit de
référence (JO) (Figure 31).
Les rats arthritiques présentent une hypomobilité initiale, maximale a J1 qui se corrige
partiellement jusqu’a J7. A partir de J8, les animaux ont une seconde phase d’hypomobilité
qui s’accentue progressivement pour étre maximale entre J16 et J21 (Figure 31). Ces deux
phases d’hypomobilité coincident avec les deux pics fébriles et traduisent probablement
I’inflammation et/ou la douleur locale associée a la sensibilisation puis [’atteinte
polyarthritique d’origine immunologique. L’effet des AINS reste modéré sur ce paramétre
avec un effet non significatif sur ’hypomobilité initiale. Nous avons choisi comme critére
d’efficacité des médicaments, la correction de 20 % de I’hypomobilité. Sur ce critére,
I’analyse des AUC montre que les doses efficaces sont supéricures aux doses testées entre J1
et J4 pour le méloxicam et que la DIy est de 21,56 mg/kg/j pour le naproxéne. En revanche,
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sur I’hypomobilité secondaire, les doses efficaces (DIy) sont de 1,68 mg/kg/j pour le
méloxicam et de 4,66 mg/kg/j pour le naproxene.
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Figure 31 Activité nocturne au cours de la polyarthrite par adjuvant exprimée en pourcentage par
rapport a JO (nuit de référence) (n = 5 animaux par lot)

Ces résultats montrent donc que les AINS n’ont pas d’effet significatif au cours de la phase
d’inflammation aigué (jusqu’a J7), puisqu’ils ne parviennent pas a rétablir, au moins
partiellement, 1’hypomobilité. Par contre, ils semblent plus efficaces au cours de la phase
d’inflammation chronique (J5-J21).

L.4. Réduction des marqueurs biologiques de la réaction inflammatoire

Nous avons choisi d’étudier les variations des concentrations circulantes d’IL-6,
comme marqueur biologique de I'inflammation, car il existe une corrélation entre ces
concentrations et la sévérité du processus polyarthritique (Leisten et coll, 1990).

La production d’IL-6 se décompose en deux pics : un pic précoce correspondant a
I’inflammation aigué associée a la sensibilisation des animaux (phase aigué) et un pic tardif
correspondant a ’apparition de la polyarthrite (phase chronique). Ceci est illustré par des taux
d’IL-6 (Figure 32) qui sont maximum a J2 et & J12 chez les animaux arthritiques.

Le méloxicam et le naproxéne diminuent les taux d’IL-6 mais avec des profils différents
semblant refléter leur efficacité anti-inflammatoire. Ainsi, le naproxéne diminue les taux
d’IL-6 pendant la phase précoce et la phase tardive de I’arthrite alors que le méloxicam n’est
efficace que pendant la polyarthrite débutante ou déclarée (efficacité maximale du MLX3 a
J12).

I semble donc exister une assez bonne corrélation entre 1’efficacité des AINS et leur pouvoir
anti-inflammatoire systémique.
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Figure 32 Inhibition de I'IL-6 par le méloxicam (A) et le naproxéne (B) au cours de la polyarthrite par
adjuvant (n=3 animaux par lot)

Il. Propriétés anti-pyrétiques des molécules

Nous avons évalué les propriétés anti-pyrétiques des molécules en mesurant les variations de
température corporelle nocturne des animaux par biotélémétrie au cours de la polyarthrite a
I’adjuvant.

Les animaux sensibilisés présentent deux pics de fievre distincts (Figure 33). Le premier pic
fugace observé a J1 correspond a la réaction inflammatoire aigué provoquée par I’injection
d’ACF. Le second pic débute vers J7, est maximal a J12 et se prolonge jusqu’a J21. Ce pic
correspond au développement de la polyarthrite (phase « chronique ») et est maximal lorsque
la polyarthrite s’étend a I’ensemble des articulations.

L’effet antipyrétique des traitement a été étudié en considérant séparément les deux pics de
température puisqu’ils correspondent probablement a des phénomeénes pathologiques
différents. Les résultats exprimés sous la forme des aires sous la courbe entre J1 et J4 d’une
part et entre J5 et J21 (Figure 33) d’autre part, montrent que les AINS ont des potentialités
différentes.

Ainsi les DIsy (doses réduisant I’AUC de 50%) déterminées pour le méloxicam sont
respectivement de 0,73 et 0,14 mg/kg/j pour le pic initial et pour le second pic. Le naproxene
présente des DIso de 9,44 et de 9,38 mg/kg/j.

Aux pics, les deux AINS ont des DL goc (doses abaissant la fievre de 1°C) différentes. A J1,
la DL oec du méloxicam est supérieure aux doses testées alors que celle du naproxene est de
5,04 mg/kg/j. A J13, la D1 goc du méloxicam est de 0,35 mg/kg/j et celle du naproxéne est de
4,47 mg/kg/j. Le méloxicam semble donc plus efficace sur le second pic de fievre que sur le
premier, a la différence du naproxene.

Les différences de valeurs de Dlsy ou de DL gc, comme celles observées avec la mobilité
spontanée des animaux, relévent probablement des différences pharmacocinétiques entre les
deux AINS (demi-vie longue pour le méloxicam et demi-vie courte pour le naproxéne).
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Figure 33 Courbes de température exprimée en variation par rapport a la température de référence
prise a JO, au cours de l'arthrite par adjuvant — Etude de I'effet du méloxicam et du naproxéne sur la
température corporelle nocturne (n = 5 animaux par lot)

lll. Répercussion des processus dysimmunitaires sur les organes
lymphoides

Chez le rat arthritique, on observe une involution thymique (Figure 34A) et une
splénomégalie (Figure 34B) qui apparaissent dés le développement de la polyarthrite (J12).
Méme s’il n’est pas établi de fagon précise si les modifications morphologiques des organes
lymphoides relévent directement des désordres immunologiques (transfert passif de la
maladie par des cellules spléniques ou certains clones lymphocytaires CD4", vaccination par
certains clones lymphocytaires CD8") ou de leurs conséquences sur la réaction inflammatoire
systémique, les AINS ont des effets différents sur la rate et le thymus. Ainsi, aucune des
concentrations testées ne diminue significativement le poids splénique, méme si une réduction
importante de ce parameétre pourrait refléter également une éventuelle toxicité du médicament.
En revanche, les deux AINS corrigent I’involution thymique, notamment aux fortes
concentrations, cet effet étant plus marqué a J12 et J16 qu’a J21. Ces deux paramétres
confirment indirectement I’efficacité thérapeutique des AINS (thymus) et leur absence de
toxicité aux concentrations étudiées (rate).
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Figure 34 Influence des traitements sur les processus dysimmunitaires - Evolution du poids du
thymus (A) et de la rate (B) au cours de |‘arthrite par adjuvant (n = 6 animaux par lot) (* : p<0,05
/témoins ACF)
IV. Comparaison de la sélectivité d’inhibition des molécules in vivo
IV.1. Production sérique de TxB;par les plaquettes

Les taux sériques de TxB; fluctuent au cours de la polyarthrite avec un pic précoce
d’intensité modérée a J2 et un second pic important a J12 (Figure 35A et B).

A B
400 ¢ . 400

300 300
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Figure 35 Variation des taux sériques de TxB; au cours de la polyarthrite sous I'effet de différentes
cont;entrations de méloxicam (A) et de naproxéne (B) (n = 3 animaux par lot) (* : p<0,05 /témoins
ACF

Pour considérer I’effet inhibiteur global des molécules sur cette fonction majoritairement
dépendante de COX-1, nous avons pris en compte les AUC de JO a J21.

Les DIso sont respectivement de 0,30 mg/kg/j pour le méloxicam et de 7,29 mg/kg/j pour le
naproxéne. L’effet est dose-dépendant pour les deux AINS, mais avec une cinétique un peu
différente puisque le naproxéne a un effet inhibiteur important dans la phase précoce (J2)
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alors que le méloxicam semble plus actif a la phase d’état de la maladie (J12). Comme pour
I’effet antipyrétique, ceci est en faveur de I’influence des caractéristiques pharmacocinétiques
des deux produits.

1V.2. Production plasmatique de PGE; par les leucocytes activés

L’activité de COX-2 a été évaluée avec ou sans stimulation par le LPS, dans le but de
vérifier si le développement de la maladie s’accompagne ou non d’une induction de COX-2
dans les leucocytes circulants. Les résultats préliminaires ne montrent pas d’induction de
Pactivité¢ COX-2 par le LPS (Tableau 15), ce qui ne permet pas d’évaluer correctement le
pouvoir inhibiteur des AINS.

Tableau 15 Taux plasmatiques de PGE, a J2 aprés stimulation ou non par du LPS

Traitement Dose (mg/kg/j) PGE2 (ng/ml)

sans LPS avec LPS

Témoins absolus 6,29 +3,92 3,47 +1,27
Témoins ACF 2,15+0,44 2,44 £ 0,63
Méloxicam 0,1 1,79+ 0,14 345+122

0,3 2,44 + 1,27 2,07 +0,88

1 1,75+ 0,68 2,49 + 0,53

3 4,09+ 0,79 2,6740,48

Naproxéne 3 1,70 £ 0,35 1,11 £ 0,06

10 1,69 + 25 1,88 +£0,71

30 2,13+ 0,40 1,67+0,11

Cependant, nous n’avons pas observé de variations significatives des taux de PGE, chez les
rats arthritiques au cours de la polyarthrite (Tableau 16).

Tableau 16 Taux plasmatiques de PGE, chez des rats arthritiques au cours du développement de la
maladie

Témoins ACF JO J2 J7 J12 Ji6 J21

sans LPS 6,29+3,92 2,15+044 2,13+0,15 1,58+0,13 1,72+ 0,11 3,83+ 1,19

avec LPS 347127 244063 230£052 251+£041 1,77+028 339+021

-115-



Ltude expérimentale-17" Partic

Ceci n’est pas en faveur d’une induction spontanée de la COX-2 leucocytaire au cours d’une
inflammation systémique. En revanche, I’absence d’induction par le LPS est surprenante,
puisque ce mode de stimulation est trés efficace sur le sang total humain et que les faibles
concentrations d’aspirine utilisées (10 pg/ml) comme prétraitement, n’inhibent efficacement
que la COX-1 plaquettaire.

1V, 3. Pouvoir inhibiteur des AINS dans les tissus cibles

1V.3.1. Inhibition de la synthése des PGE, dans les pattes inflammatoires

Tableau 17 Contenu en PGE, dans les pattes inflammatoires {(n=4 animaux par lot)

[PGE,] en ng/g de tissu
TACF  MLX0,1 MLX0,3 MLX1 MLX3 NPX3 NPX10  NPX30
J2 I 156491 15583 14.0£7.3 13.8445 102439 222477 156455 11.6+4.0

NI ND ND ND ND ND ND ND ND
J12 I 29.1£7.6 270+64 268+6.2 159+13.6 21.8+3.7 321+22 21.548.0 259467

N1 ND ND ND ND ND ND ND ND
J16 I 308+113 31.5+64. 104+2.7 18.6+22 13.1£6.7 23.4+54 165105 10.0+5.38

NI 6.0+1.7 39+08 73+13 27426 03+0.1 69+63 3.6£0.7 4125
J21 I 282+10.1 265+1.5 159+6.0 18.2+9.9 5.6+7.1 31.2£3.6 33.743.6 26.2+108

NI 1644113 12.1+10.3 6.744.8 3.7#4.5 1.4£1.0 14.4+20.8 11.7£16.2 11.3+£10.2

(I=patte injectée ; NI =patte non-injectée ; ND=non déterminée ; Témoins absolus 2,54+0,27 ng/g de tissu)

Les deux AINS sont peu efficaces sur la synthese de PGE; dans la patte injectée au cours de
la phase aigué (J2) puis débutante (J12) de la polyarthrite (Tableau 17). Il existe une relative
dose-dépendance de cette inhibition pour le méloxicam et, & un degré moindre pour le
naproxéne. Le seuil de significativité n’est toutefois pas atteint en raison de la grande
variabilité interindividuelle des résultats.

Lors de Parthrite déclarée, les 2 AINS conservent une faible efficacité sur le contenu en PGE,
de la patte injectée alors qu’ils exercent un effet inhibiteur marqué dans la patte non-injectée.
Le méloxicam est tres efficace sur ce parametre des la posologie de 1 mg/kg, alors qu’il existe
une apparente perte d’efficacité des fortes posologies de naproxéne (=10 mg/kg) entre J16 et
21

1V.3.2. Inhibition de la synthése des PGE), dans la muqueuse gastrique

Le contenu en PGE, des muqueuses gastriques varie peu au cours du développement
de la polyarthrite mais demeure toujours inférieur a ce qui est mesuré chez les animaux sains
(Figure 36A et B).
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Figure 36 Inhibition des PGE, au niveau de la muqueuse gastrique par le méloxicam (A) et le
naproxéne (B) au cours de la polyarthrite par adjuvant (n = 3 animaux par lot) (* : p<0,05 /témoins
ACF)

Les deux AINS inhibent ce parametre de fagon dose-dépendante avec des Dl calculées sur
I’AUC JO-J21 (pouvoir inhibiteur global) de 0,78 mg/kg/j pour le méloxicam et 14,94 mg/kg/j
pour le naproxeéne.

Lorsque ce parametre est évalué au moment ol la sévérité de la polyarthrite est maximale
(J21), les DIs, sont respectivement de 1,22 mg/kg/j pour le méloxicam et de 16,33 mg/kg/j
pour le naproxene.

La Figure 36 montre également que, pour une posologie donnée de naproxene, 1’inhibition est
maximale a J2 puis tend a diminuer ce qui suggere ’existence d’une cytoprotection
adaptative. Ce phénomene n’est pas retrouve aussi nettement pour le méloxicam, peut-€tre en
raison de ses caractéristiques pharmacocinétiques (faible inhibition a J2) mais également de
son administration quotidienne unique (fractionnement des doses favorable a I’adaptation).

1V.3.3. Index de sélectivité

L’effet du méloxicam sur les parametres inflammatoires augmente avec le temps comme
I’indique la diminution progressive de la Dls, dans les pattes inflammatoires entre J2 et J21
(Tableau 18). Sur ce paramétre, le naproxene n’exerce qu’une efficacité transitoire a J16.

Les DIso des deux AINS sur les PGE; gastriques augmentent nettement entre J2 et J12, ce qui
suggere une possible cytoprotection adaptative. Ce phénomeéne est beaucoup plus marqué
pour le naproxéne et pourrait étre favorisé par I’administration biquotidienne du produit (voir
page 102) .

Les index calculés a partir des Dls, tissulaires (PGE; pattes / PGE, gastriques) (Tableau 18)
permettent de comparer I’efficacité des molécules a leur tolérance et d’estimer leur index
thérapeutique, aux spécificités d’especes prés. Nos résultats montrent un index plus favorable
sur la patte non-injectée que sur la patte injectée. Seul le méloxicam obtient un index inférieur
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a 1 a J21. Cet index favorable semble cependant étre d’avantage due a I’augmentation de
I’efficacité du méloxicam avec le temps qu’a I’augmentation de sa tolérance.
Tableau 18 Valeurs des DIsy du méloxicam (MLX) et du naproxéne (NPX) sur les contenus en PGE,

dans les pattes inflammatoires et la muqueuse gastrique. Calcul des index de tolérance (DIs, PGE;
pattes/DIs, PGE; gastrique).

DI PGE,; pattes DIso PGE, gastriques DIso PGE, pattes/
(mg/kg/j) (mg/kg/j) DIy PGE, gastriques
MLX NPX MLX NPX MLX NPX
J2 1 >3 >30 0,33 <3 a a
NI ND ND ND ND
J12 I >3 >30 0,52 20,03 a a
NI ND ND ND ND
J16 1 1,16 11,9 0,41 14,74 2,83 0,80
NI 0,81 >30 1,97 a
J21 I 0,87 >30 1,22 16,33 0,71 a
NI 0,26 >30 0,21 a

(a: non calculable ; ND: non déterminé)

V. Effet des molécules sur ’anabolisme du cartilage patellaire

Cette étude a été faite sur les rotules du coté injecté et du coté non-injecté. Nous avons
dissocié la partie centrale de la rotule de sa partie périphérique puisque ces deux régions
anatomiques peuvent étre affectées différemment au cours de certains modeles d’arthropathie
(arthrose notamment). Nous n’avons observé aucune différence dans les profils
d’incorporation de sulfate radiomarqué entre le centre et la périphérie des rotules, ce qui nous
a amené a ne présenter que les résultats obtenus pour la partie centrale (Figure 37A et B).
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Figure 37 Anabolisme du cartilage patellaire du coté injecté (A) et non-injecté (B) au cours de
I'arthrite a I'adjuvant et influence de différentes doses de méloxicam et de naproxéne (n = 6 animaux
par lot) (* : p<0,05 /témoins ACF)

Du c6té injecté une baisse d’anabolisme du cartilage est observée dés J2 et elle est maximale
a partir de J12. Aux faibles concentrations, le naproxene aggrave I’inhibition d’anabolisme a
J7 et J21 alors qu’il exerce un effet favorable a la plus forte concentration a J7 et J12. La
variabilité des effets observés et leur apparente discordance entre les concentrations relévent
probablement davantage des conditions expérimentales que d’un effet propre du médicament.
En revanche, le méloxicam n’exerce aucun effet aggravant sur ce parameétre.

Du c6té non-injecté, la baisse d’anabolisme apparait vers J7 et est maximale des J12 (phase
clinique de la polyarthrite). Les fortes posologies d’AINS (méloxicam 3 mg/kg/j et naproxéne
30 mg/kg/j) corrigent partiellement la baisse d’anabolisme a J7, J12 et J16, mais elles sont
sans effet 4 J21. Aucun effet aggravant n’est cependant observé sur ce parametre.
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VI. Tableau récapitulatif

Au cours de ce protocole, le méloxicam et le naproxéne ont exercé les effets suivants sur nos

paramétres d’évaluation :

Ltude expérimentale-1" Partic

Produit Méloxicam Naproxéne
Score 3 pattes
e DEjsalJ2l en mg/kg/ 0,47 15,8
e DEyaJ2l en mgkg/ 1,57 >30
(Edéme patte non injectée
e DEs;aJ21 en mg/kg/j 0,24 7,34
Fiévre par biotélémétrie
e DI, c en mg/kg/
Pic initial (J1) >3 5,04
Pic secondaire (J13) 0,35 4.47
o DIsp AUC en mg/kg/j
Pic initial (JO-J4) 0,73 9,44
Pic secondaire (J5-J21) 0,14 9,38
Hypomobilité par biotélémétrie
o DIy AUC en mg/kg/j
Phase aigué (JO-J4) >3 21,56
Phase secondaire (J5-J21) 1,68 4,66
Anabolisme patellaire des protéoglycanes
J2-J21 Pas effet Pas effet
significatif significatif
Production plaquettaire de TxB;
o DIs;AUC J0-J21 en mg/kg/j 0,30 7,29
Contenu en PGE; muqueuse gastrique
e DIso AUC J0-J21 en mg/kg/ 0,78 14,94
o DlIspaJ21 en mg/kg/j 1,22 16,33
Contenu en PGE; des pattes inflammatoires
L DI5() alJ2l en mg/kg/J
Patte injectée 0,87 >30
Patte non injectée 0,26 >30
Index de tolérance a J21 (PGE,; patte/PGE, muqueuse)
Patte injectée 0,71 Non
Patte non injectée 0,21 calculable
Non
calculable
Taux circulants d’IL-6
o DIsyaJ12 en mg/kg/ 1,08 5,80

bd

>
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I. Effet du célécoxib sur la fonction articulaire et le cartilage
patellaire dans le modéle expérimentale d’arthrite aigué au

zymosan chez le rat

I.1. MATERIEL ET METHODE

L1.1. Animaux et traitement

1.1.1.a. Animalerie

Les rats Wistar males (Charles River, France) pesant 130 a 150 g sont placés par groupe de 6
et hébergés dans les mémes conditions que celles décrites précédemment (voir page 102).

L 1.1.b. Induction de [’arthrite et traitements

Les traitements sont administrés sous la forme de suspension dans 0,5% de CMC contenant
0,025% de Tween 20, & partir du jour de I’injection (JO).

L’arthrite est induite par D’injection intra-articulaire unilatérale (dans le genou droit) ou
bilatérale (pour I’étude biotélémtrique) de zymosan (2 mg dans 50 ul de sérum physiologique
stérile).

Le célécoxib est utilis¢ a 3 posologies: 1, 3 et 10 mg/kg/j en deux administrations
quotidiennes et le naproxéne a deux posologies : 10 et 30 mg/kg/j en deux administrations
quotidiennes. Les témoins regoivent 1’excipient deux fois par jours pour provoquer le méme
stress chez tous les animaux.

L1.2. Paramétres étudiés

1.1.2.a. Température corporelle et activité locomotrice

L’enregistrement en continu de la température corporelle et de ’activité locomotrice est faite
comme décrite précédemment (voir page 102) par biotélémétrie de JO a JS apres une injection
bilatérale de zymosan, avec une attention particuliere pour la ficvre entre JO et J2.

Les résultats sont exprimés en variation de température et de mobilité nocturnes en référence
a la nuit précédent I’injection.

L’effet des deux molécules a été testé apres I’administration d’une demi-dose avant I’injection
ou apres I’administration d’une dose compléte avant 1’induction.

1.1.2.b. Mesure du diamétre des genoux

La mesure du diamétre des genoux est réalisée a I’aide d’un caliper Oditest avant I’injection
(JO), puis a 1, 2 ou 4 jours aprés une injection intra-articulaire unilatérale de zymosan. Les
résultats sont exprimés en pourcentage de variation par rapport au genou non-injecté,
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[ 1.2.c. Anabolisme des protéoglycanes

La mesure de ce paramétre biochimique est faite 4 J2 et J4 aprés une injection unilatérale de
zymosan. L’étude est faite sur les rotules avec une attention particuliere portée a la partie
centrale (punch de 2 mm de diamétre réalisé a ’aide d’un emporte-piéce (Biopsy Punch,
Stiefel, France) par une incorporation ex vivo de soufre radiomarqué. Brievement, les rotules
sont prélevées stérilement sur les animaux apres leur sacrifice suivant la procédure décrite
précédemment. Elles sont disséquées puis placées dans 1 ml de milieu RPMI Hépés 1640
supplémenté avec 1% de glutamine et 1% de péni-streptomycine. Elles sont ensuite incubées
ex vivo a 37°C sous une atmosphere a 5% de CO, dans un milieu identique contenant 0,8 uCi
de Na,>’SOy suivant le méme protocole que celui décrit plus haut (voir page 104).

Les résultats sont exprimé en pourcentage de variation par rapport au genou non-injecté.

1.1.2.d. Dosage de [’interleukine-6 circulante

L’IL-6 est mesurée sur le sérum prélevé sur les animaux a J2 et J4 par ponction intra-
cardiaque aprés leur anesthésie. Le sang est prélevé dans des tubes stériles et le sérum est
obtenu par prélévement du surnageant apres centrifugation des tubes a température ambiante a
2000 g (3200 rpm) pendant 10 min (centrifugeuse Juan BR 3.11).

Le principe du dosage repose sur la prolifération IL-6 dépendante de I’hybridome murin
7TD1 et a été décrit précédemment (voir page 106).

L 1.3. Analyse statistique
Les résultats ont ét¢ comparés par ’analyse des variances a 1’aide du logiciel super
ANOVA (Abacus Concept Inc., Berkeley, CA) suivie du test S de Scheffé. Les résultats sont

exprimés sous la forme de la moyenne + écart type centré sur la moyenne (m + sem). Le seuil
de significativité a été choisi & 5 %.
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I.2. RESULTATS
L2.1. Effet anti-cedémateux

L’cedéme du genou consécutif a ’injection de zymosan est maximale le premier jour qui suit
I’induction (Figure 38). Les deux traitements permettent de réduire 1I’cedéme de fagon dose-
dépendante. Le CXB s’avére capable de réduire I’cedeme de fagon significative a J2 a la dose
de 3 mg/kg/j et a J4 a la dose de 10 mg/kg/j. Le NPX n’est efficace qu’a J4 a la dose de 30

mg/kg/j.

<

.?; B Zymosan
- -t
&3 B CXBI
Qe
5 B B CXB3
S 8
E S B CXBI0
-]
= & @ NPX10
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\° B NPX30

£
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Figure 38 (Edeme du genou au cours de l'arthrite au zymosan (injection unilatérale dans le genou
droit) exprimé en pourcentage de variation par rapport au genou controlatérale (genou gauche) (n=8
animaux par groupe) (* : p<0,05)

L1.2.2. Réduction du handicap fonctionnel

1.2.2.1. Demi-dose avant l'induction de |'arthrite

La perte spontanée de mobilité consécutive a I’injection bilatérale intra-articulaire de zymosan
débute la premiére nuit suivant I’induction (NO), et est d’emblée maximale (Figure 39).

Nous n’avons pu établir de corrélation entre les intensités de la fiévre et de I’hypomobilité
chez les animaux arthritiques au cours des deux expériences.

Nous avons observé un effet limit¢ du CXB3 et du NPX 10 au cours de I’expérience 2.
Cependant, cette expérience témoigne d’une faible hypomobilité.

Le CXB montre un effet dose-dépendant au niveau du pic d’hypomobilité mais globalement
le NPX 10 est plus efficace que le CXB3 sur la perte maximale d’activité locomotrice
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Figure 39 Evolution de lactivité locomotrice nocturne au cours de I‘arthrite au zymosan et effet du
CXB et du NPX (n=8 animaux par groupe)

1.2.2.2. Pleine dose avant I'induction de ['arthrite

Les deux doses de CXB (CXB3 et 10) et une dose de NPX (NPX30) sont efficaces dans une
des deux expériences (expérience 2).

L’administration d’une dose compléte de traitement avant I’induction de I’arthrite ne permet
pas d’obtenir un meilleur effet correcteur sur I’hypomobilité spontanée (Figure 40).
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Figure 40 Evolution de Iactivité locomotrice spontanée durant la nuit suivant une injection intra-
articulaire bilatérale de zymosan et une administration pleine dose de CXB et de NPX (n=5 animaux
par groupe)

1.2.3. Taux d’IL-6 circulante
Nous n’avons pu mesurer qu'une faible augmentation des taux d’IL-6 chez les animaux

arthritiques (a J2 et & J4). Cette augmentation n’atteint pas le niveau de significativité. Les
AINS sont sans effet aux deux temps.
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1.2.4. Propriétés anti-pyrétiques des molécules

1.2.4.1. Demi-dose avant ['induction de ['arthrite

’injection intra-articulaire bilatérale de zymosan conduit & une augmentation significative de
la température corporelle au cours de la premiére nuit suivant ’induction (Figure 41). Elle
retourne ensuite a une valeur quasi-normale jusqu’a la fin de expérience.

Le pic de fievre est beaucoup plus marqué dans I’expérience 2. Ceci permet un effet plus
marqué des AINS.

Le CXB inhibe la fievre de fagon dose-dépendente. Par contre, il ne nous a pas été possible de
reproduire les effets du NPX dans les deux expériences.

Les effets du CXB3 et du NPX10 sont similaires.

Les deux molécules ne montrent pas d’effet différents sur le retour au niveau de base de la
température (entre NO et N1).
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Figure 41 Evolution de la température corporelle nocturne au cours de l'arthrite au zymosan et effet
du célécoxib (CXB) et du naproxéne (NPX) (n=8 animaux par groupe)

1.2.4.2. Pleine dose avant l'induction

L’administration de CXB pleine dose avant I’injection intra-articulaire de zymosan dans les
deux genoux confirme son effet dose-dépendant (Figure 42).
Le NPX est lui aussi capable d’inhiber 1’augmentation de la température corporelle nocturne

de fagon dose-dépendante.
L’efficacité¢ des deux molécules est augmentée en comparaison a 1’efficacité observée apres

une demi-dose avant I’injection. Cette constatation est d’autant plus importante pour le NPX.
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Il est possible que le NPX a la plus forte dose (NPX30) ait un effet hypothermique.
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Figure 42 Evolution de la température corporelle aprés une injection bilatérale de zymosan en intra-
articulaire et aprés I'administration d’une plaine dose de CXB ou de NPX avant linduction (n=5

animaux par groupe)

L2.5. Anabolisme des protéoglycanes du cartilage

L’injection de zymosan provoque une baisse significative de 1’incorporation de sulfate
radiomarqué aussi bien au centre qu’en périphérie de la rotule (Figure 43). Cette baisse refléte
la diminution de I’anabolisme des protéoglycanes du cartilage. Les deux traitements sont sans
effet sur la baisse d’anabolisme des protéoglycanes du cartilage au centre de la rotule a J2,
alors qu’il existe un léger effet effet inhibiteur du célécoxib a J4. De méme, il existe un effet
inhibiteur modéré dans la périphérie de la rotule a J2 avec le célécoxib a la dose de 3 mg/kg/
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et avec le naproxéne aux deux doses testées. Cependant, aucun effet délétere n’est observé
dans cette partie du cartilage a J4.

Ces résultats ne suggérent donc pas d’effet déléteres des deux molécules dans nos conditions
expérimentales et aux doses testées.
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Figure 43 Variation de I'anabolisme des protéoglycanes du cartilage au centre (A et B) et en
périphérie (C et D) de la rotule aprés une injection unilatérale de zymosan (A et C) ou de sérum
physiologique (B et D) (n=8 animaux par groupe) (* : p<0,05 ; ** ; p<0,001)
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1.3. ANALYSE GLOBALE

Nous avons pu constater la bonne etficacité du CXB sur la fievre consécutive a I’induction
d’une arthrite aigué par une injection bilatérale de zymosan. Le CXB utilisé a la dose de 10
mg/kg/j a une efficacité équivalente a celle du NPX a la dose de 30 mg/kg/j.

Par contre, les deux molécules n’ont qu’un effet faible sur I’hypomobilité. Dans ce cas, le
NPX a 10 mg/kg/j a un effet plus marqué que le CXB 3 mg/kg/j.

L’administration d’une dose compléte juste avant I’injection de zymosan permet d’améliorer
I’efficacité des traitements sur la fiévre mais ne permet en aucun cas de corriger
’hypomobilité induite par le zymosan.

Les deux molécules permettent une réduction considérable de I’cedéme du genou.

Nous avons pu mettre en évidence une tendance globale a 1’aggravation de la perte
d’anabolisme des protéoglycanes au niveau de la rotule du coté injectée et une réduction de
I’overshoot du coté controlatérale (injecté avec du sérum physiologique).

De méme, nous avons pu noter la bonne tolérance globale des deux traitements , aux doses
testées, sur le cartilage.
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Il. Effet du célécoxib sur la fonction articulaire et le cartilage
patellaire dans le modéle expérimental de polyarthrite (arthrite a

I’adjuvant) chez le rat

I.1. MATERIEL ET METHODE

I1L.1.1. Animaux et traitements

11.1.1.1. Animalerie

Les rats Lewis méles 150-175 g (Charles River, France) étant plus sensibles a 1’adjuvant
complet de Freund sont utilisés pour cette étude. Ils sont hébergés comme décrit
précédemment (voir page 102).

11.1.1.2. Induction de [’arthrite et traitements

Les traitements sont administrés sous la forme de suspension dans 0,5% de CMC contenant
0,025% de Tween 20, a partir du jour de I’injection (JO).

L’arthrite est induite comme décrite précédemment (voir page 102)

Le célécoxib est utilis¢é & 3 posologies: 0,3, 1 et 3 mg/kg/j en deux administrations
quotidiennes et le naproxéne a deux posologies : 10 et 30 mg/kg/j en deux administrations
quotidiennes. Les témoins regoivent 1’excipient deux fois par jours pour provoquer le méme
stress chez tous les animaux.

I1.1.2. Evaluation de la sévérité de Uarthrite
Le « Matériel et Méthodes » correspondant a cette partie a été décrit précédemment (voir a
partir de la page 102)

11.1.2.1. Température corporelle et activité locomotrice
11.1.2.2. Paramétres classiques d’évaluation de la sévérité de [’arthrite
11.1.2.4. Mesure de I'IL-6 circulante

1I.1.3. Anabolisme des protéoglycanes

II.1.4. Contenu en médiateurs dans les tissus cibles
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11.1.4.1. Contenu en PGE,dans les pattes arthritiques
11.1.4.1. Contenu en PGE,dans la muqueuse gastrique

11.1.4.3. Taux circulant de TxB,

II.1.5. Analyse statistique
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II.2. RESULTATS

I1.2.1. Comparaison des effets anti-inflammatoires des molécules

11.2.1.1. Evolution de la masse pondérale et du score clinique

Les animaux arthritiques subissent une perte de gain de poids importante. Celle-ci est
maximale quand la polyarthrite se généralise (a partir de J12) (Figure 44A et B). Les deux
AINS, aux doses utilisées, ne montrent aucune toxicité, qui se manifesterait par une perte de
poids supplémentaire. Les traitements corrigent la perte de gain de poids de fagon dose-
dépendante. L efficacité maximale est observée sur la phase tardive de la maladie.
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Figure 44 Evolution du poids des animaux au cours de la polyarthrite a I'adjuvant (A et B) et
évaluation du score de sévérité d'arthrite sur les 3 pattes non-injectée (C et D) et effet du traitement
par différentes doses de CXB et de NPX. Les mesures sont réalisées au cours de deux expériences
différentes (expérience 1: A et C; expérience 2: B et D) (n=5 par groupe) (* : p<0,05; **:
p<0,001 ; *** : p<0,005).
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Le score de sévérite d’arthrite, déterminé sur les 3 pattes non-injectées, nous permet de
confirmer la généralisation de la polyarthrite & partir de J12 (Figure 44C et D).

Les AINS sont capables de réduire la sévérité de I"arthrite (Tableau 19). Le CXB a la dose de
3 mg/kg/j a une efficacité comparable a celle du NPX a 30 mg/kg/j. Les deux AINS a ces
deux doses ont un effet maximale & J15 et J21 dans une des deux expériences (Figure 44D).

Tableau 19 Quantification de I'efficacité des traitements sur le score de sévérité d'arthrite au cours
des deux expériences réalisées (A et B)

A B
CXB NPX{CXB NPX
DE; J1S >3 >301( 1,2 20,8
DE;J21 21 187 13 124

DE;,en mg/kg/j: dose efficace permettant de réduire de 30% le score de sévérité d’arthrite

11.2.1.2. Effet anti-cedémateux

L’aeedéme des pattes postérieures suit les deux phases décrites par la fiévre en biotélémétrie:
un cedéme initial causé par I’injection d’ACF (J2) et un cedeéme secondaire di a la polyarthrite
(J21) (Figure 45).

Le CXB a la dose de 1 et 3 mg/kg/j et le NPX aux deux doses testées, 10 et 30 mg/kg/j
réduisent de fagon significative 1’cedéme de la patte injectée (Figure 45A et B). Néanmoins,
ils s’averent plus efficaces sur la phase tardive que sur la phase précoce (Tableau 20).

Le CXB inhibe I’cedéme de fagon dose-dépendante alors qu’il est difficile de différencier les
deux doses de NPX.

L’cedéme de la patte non injectée devient évident & partir de J15 (Figure 45C et D).

La différence de sévérité observée entre les deux expériences avec le score clinique n’est pas
retrouvée avec I’aedéme. Ceci démontre que les deux parametres, cedéme et score, ne reflétent

pas les mémes aspects de la maladie.

Le CXB inhibe le développement de I’cedéme de la patte non-injectée de fagon dose-
dépendante. Comme du coté injecté, les deux doses de NPX provoque le méme effet
inhibiteur. Le pouvoir inhibiteur des AINS est identique a J15 et & J20.
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Figure 45 Mesure de I'cedéme des pattes postérieures injectées (A et B) et non-injectées (C et D) au
cours de la polyarthrite a I'adjuvant. Les mesures sont faites lors de deux expériences (expérience 1 :
A et C; expérience 2: B et D) (n=5 animaux par groupe) (*: p<0,05; **: p<0,001; *¥**:
p<0,005).

Tableau 20 Quantification de l'efficacité des traitements sur 'cedéme des pattes postérieures, sur la
patte injectée a J2 et sur la patte non-injectée a J21 au cours des deux expériences réalisées (A et B)

A B
CXB NPX CXB NPX
DEj J2 1,2 <10 0,8 <10
DEsy J21 I 0,4 <10 0,5 <10
NI <0,3 <10 0,8 <10

DE;q ou 50 €n mg/kg/j: dose efficace permettant de réduire de 20 ou 50% de I’cedéme
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[1.2.1.3. Réduction du handicap fonctionnel

La perte de mobilité spontanée nocturne consécutive a I’induction de I’arthrite par injection
d’ACF est biphasique (Figure 46). Elle intervient en deux phases: une phase précoce de
courte durée correspondant & la phase inflammatoire aigué¢ et une phase tardive associée a
I’installation de la polyarthrite. La perte de mobilité est maximale a J21.

Les deux expériences réalisées sont trés différentes en terme de sévérité.

Le CXB n’exerce qu’un faible effet sur la mobilité au cours de I’expérience la plus sévere (A)
alors que le NPX montre un effet plus reproductible au cours des deux expériences.

Il n’est pas possible d’observer d’effet dose-dépendant pour les deux AINS.
Les deux molécules s’averent beaucoup plus efficaces sur la phase initiale inflammatoire que
sur la phase tardive chronique (Tableau 21). De plus, le NPX a une vitesse d’action beaucoup
plus rapide que le CXB (NO).
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Figure 46 Evolution de la mobilité spontanée au cours de la polyarthrite a I'adjuvant et effet du CXB

et du NPX (n=5 animaux par groupe)

Tableau 21 Quantification de I'effet du CXB et du NPX sur la mobilité spontanée nocturne au cours

de la polyarthrite a I'ACF

A B
CXB NPX CXB NPX
DEy NO >3 <10 NO >3 <10
DE» AUC N-1/N6 <0,3 20,0 N-1/N3 <0,3 <10
DE,)AUC N7/N20 ND ND N4/N20 ND ND

(DE 3 (en mg/kg/j): dose effcicace permettant de corriger de 20% la perte de mobilité ; DE,,AUC (en mg/kg/)):
dose efficace permettant de réduire de 20% [’aire sous la courbe (AUC) de mobilité ; ND : non déterminable)
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11.2.1.3. Diminution des marqueurs biologiques de I'inflammation

La production d’IL-6 suit les deux phases observées avec la télémétrie. Elle se décompose en
deux pics, un a J2 correspondant a I’inflammation aigué et un a J21 correspondant a la phase
chronique (Figure 47).

Les AINS ne réduisent que modestement les taux d’IL-6 aux fortes doses testées dans les
stades précoces (J2 et J6). Par contre, ils permettent une réduction significative au cours de la
phase chronique.
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Figure 47 Taux d'IL-6 circulant au cours de la polyarthrite a I'adjuvant et effet des traitements avec
CXB et NPX (n=5 animaux par groupe) (* : p<0,05)

I1.2.2. Propriéiés anti-pyrétiques des molécules

L’évolution de la température corporelle nocturne chez les rats arthritiques montrent une
réponse fébrile biphasique, avec un pic précoce (NO) associ¢ a I’'inflammation aigué
(sensibilisation par I’injection d’ACF dans le coussinet plantaire droit) et un pic plus tardif (a
partir de N10-N11) correspondant a la phase immunologique de la maladie, c’est-a-dire a
I’extension de arthrite a tous les membres (polyarthrite évidente a partir de J12) (Figure 48).
Les deux expériences réalisées ont démontré la méme sévérité de la maladie et nous ont
permis d’observer une inhibition dose-dépendante des deux pics de fiévre par le CXB et le
NPX. Les deux molécules ayant d’ailleurs un méme profile d’inhibition avec un effet
équivalent du CXB3 et du NPX10.

L’efficacité des deux molécules est plus grande sur la phase tardive (Figure 48), avec une
différence beaucoup plus prononcée pour le CXB.
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Figure 48 Evolution de la température corporelle nocturne au cours de la polyarthrite a I'adjuvant
mesurée au cours de deux expériences (A et B) et effet du traitement par CXB et NPX (n=5 animaux

par groupe).
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Tableau 22 Quantification de I'efficacité du CXB et du NPX sur la température corporelle nocturne au

cours de la polyarthrite par adjuvant

A B
CXB NPX CXB NPX
DLy sec NO 1,8 <10 NO 2,1 <10
DI_o‘soc N10 0,6 <10 NI11 0,5 <10
DEs)AUC N-1/N5 2,0 14,0 N-1/N3 2,0 <10
DEssAUC  N6/N20 1,0 <10 N4/N20 2,0 <10

(DLgsoc (en mg/kg/j): dose inhibant de 0,5°C l'augmentation de la température corporelle nocturne ;
DEs,AUC (en mg/kg/): dose efficace permettant de réduire de 50% I’aire sous la courbe (AUC) de température)

I1.2.3. Sélectivité d’inhibition des COXs in vivo

11.2.3.1. Inhibition de la COX plaquettaire par les AINS au cours de la

polyarthrite a l'adjuvant

Les taux de TxB, dans le sérum des animaux arthritiques augmentent en comparaison a ceux
observés dans le sérum des rats témoins, mais de fagon non significative (Figure 49). Le CXB
est sans effet significatif sur les taux de TxB,. Cependant, le NPX inhibe la production de
TxB, de fagon significative quel que soit le dosage et a tous les temps étudiés (Tableau 23).
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Figure 49 Variation des taux sériques de TxB, au cours de la polyarthrite a I'adjuvant et effet du CXB
et du NPX (n=6 a 10 animaux par groupe) (* : p<0,05)
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Tableau 23 % d'inhibition des taux sériques de TxB, par le CXB3 et le NPX10 par rapport aux
témoins ACF aux différents stades de la maladie et dose efficace (DEsp) permettant I'inhibition de 50%
des taux sériques de TxB;

% d’inhibition vs ACF DEs, (mg/kg/j)
CXB3 NPX10 CXB3 NPX10
J2 14 71 >3 <10
J6 12 59 >3 <10
J15 -32 33 >3 <10
J21 8 35 >3 <10

11.2.3.2. Pouvoir inhibiteur des AINS dans les tissus cibles au cours de
l'arthrite a 'adjuvant

11.2.3.2.a. Inhibition de la syntheése de PGE; dans les pattes inflammatoires

Le contenu en PGE, dans les pattes inflammatoires est augmenté de fagon significative par
rapport aux témoins absolus, dés J2 dans la patte injectée et apres J15 dans la patte non-
injectée (Figure 50).

Le NPX30 inhibe significativement la production de PGE, dans les pattes injectées et non-
injectées. Par contre, le CXB3 n’est capable d’inhiber la production de PGE, dans la patte
non-injectée a J21.

100 -

PGE, (ng/g de tissu)

| | 1 NI I NI

J2 J6 J15 J21

B Témoins B ACF BCXB3 BENPX30

Figure 50 Contenu en PGE, dans les pattes inflammatoires a différents temps, sous I'effet du CXB3 et
du NPX30, dans les pattes injectées (I) et non-injectées (NI) (n=4 animaux par groupe) (* : p<0,05 ;
**%* : p<0,005)
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11.2.3.2.b. Inhibition de la synthese de PGE; dans la muqueuse gastrique

Le contenu en PGE; de la muqueuse gastrique (antre) des rats arthritiques n’est pas différent
de celui des rats témoins (Figure 51).

Le CXB aux 3 doses testées n’inhibe a aucun temps le contenu en PGE,; de la muqueuse
gastrique. Par contre, le NPX inhibe de fagon significative le contenu en PGE; dés les temps
les plus précoces (J2 et J6) et a toutes les doses testées (Tableau 24).
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Figure 51 Taux de PGE, mesurés dans la muqueuse gastrique (antre) (n=4 animaux par groupe) (* :
p<0,05)

Tableau 24 % d'inhibition du contenu de la muqueuse gastrique par le CXB3 et le NPX10 par
rapport aux témoins ACF aux différents stades de la maladie et dose efficace (DEsy) permettant
I'inhibition de 50% du contenu en PGE; gastrique

% d’inhibition vs ACF DEsy (mg/kg/j)
CXB3 NPX10 CXB3 NPX10
J2 13 62 >3 <10
J6 -1 81 >3 <10
J15 22 70 >3 <10
J21 22 78 >3 <10

11.2.4. Anabolisme des protéoglycanes du cartilage

L’injection d’ACF conduit a une baisse de 1’anabolisme des protéoglycanes du cartilage
(Figure 52) dés J2 et jusqu'a J21 du coté injecté (patte droite, A et C) aussi bien au centre
qu’en périphérie de la rotule. La baisse se produit a partir de J15, au moment ou la
polyarthrite devient évidente, du coté non-injecté (patte gauche). Le profile d’inhibition de la
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synthese des protéoglycanes dans la zone périphérique est identique a celui de la partie
centrale de la rotule.

Globalement les AINS ne semblent pas aggraver la baisse de synthese des protéoglycanes du
cartilage, sauf pour le CXB a la dose de 0,3 mg/kg/j a J6 au niveau de la patte non-injectée
dans la partie centrale et pour le NPX 10 mg/kg/j a J6 du coté non-injecté et 30 mg/kg/j a J15
et pour le CXB3 & J21 dans la zone périphérique. Le NPX a 30 mg/kg/j semble d’ailleurs
avoir un pouvoir chondroprotecteur au niveau de la partie centrale du coté non-injecté. Ce
phénomene a pu étre observé dans les deux expériences que nous avons réalisées (A et B)
mais n’a pu étre vérifi¢ quand le traitement est administré sans Tween 20 dans la CMC
(Tableau 25).

Les effets du CXB a la dose de 3 mg/kg/j a des effets comparables a ceux du NPX a la dose
de 30 mg/kg/j dans la patte injectée et & ceux du NPX & la dose de 10 mg/kg/j dans la patte
non-injecteée.

Tableau 25 Baisse d‘anabolisme au cours de l'arthrite a I'adjuvant sous I'effet du NPX 30 mg/kg/j
administré dans de la CMC 1% ou dans de la CMC 0,5%+ 0,025% Tween 20

% de variation de synthése des protéoglycanes

NPX 30
CMC 0,5%+Tween 0,025% CMC 1,0%
Injectée Non-injectée Injectée Non-injectée
Zone centrale -15,2% -4 2% -26,7 -19,1
Zone périphérique -27,5 -24,1 -311 -29,9
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Figure 52 Anabolisme des protéoglycanes du cartilage patellaire mesuré au niveau de la partie
centrale (A et B) et périphérique (C et D) du coté injecté (A et C) et non-injectée (B et D) (n=5
animaux par groupe) (* : p<0,05 ; ** :p<0,001 ; *** :p<0,005)
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Cette étude nous a permis de comparer les effets du méloxicam, inhibiteur réputé
préférentiel de COX-2, et du célécoxib, inhibiteur réputé sélectif de COX-2 a ceux du
naproxéne, a la fois sur des critéres d’efficacité thérapeutique et de tolérance digestive, chez
des animaux polyarthritiques traités au long cours. Cette expérience reproduit donc assez
fidelement les conditions d’utilisation clinique de ces molécules.

Nous avons montré que la tolérance globale des trois traitements est bonne, y compris
aux plus fortes posologies étudiées (méloxicam 3 mg/kg/j, célécoxib 3 mg/kg/j ou naproxéne
30 mg/kg/j). L’absence évidente de toxicité est d’ailleurs confirmée par 1’évolution pondérale
favorable des animaux et I’absence de diminution importante du volume splénique. Nos
résultats suggerent également que le méloxicam et le naproxene n’interferent que faiblement
sur les processus dysimmunitaires puisqu’ils ne retardent pas ’apparition de la maladie et ne
modifient pas son incidence. Ainsi, les scores de sévérité d’arthrite et ’apparition de I’cedéme
sur la patte arriére non injectée montrent que la polyarthrite apparait vers le 12°™ jour dans
tous les groupes.

Nous avons comparé les propriétés anti-inflammatoires des molécules dans les
différents modeles par 1’évaluation de différents parameétres, comme la mesure de I’cedéme
(des pattes postérieures pour la polyarthrite & ’adjuvant ou du genou dans le cas de la
monoarthrite au zymosan), la réduction du handicap fonctionnel (par la mesure de la mobilité
nocturne des animaux par biotélémétrie) ou encore par la mesure d’un marqueur biologique
de la réaction inflammatoire (mesure des taux circulants d’IL-6).

Les trois AINS se sont avérés efficaces sur tous les parametres d’évaluation de la sévérité de
la polyarthrite, méme si les doses efficaces sont différentes pour les trois molécules selon le
critére considéré. Ainsi, les posologies efficaces du méloxicam, du célécoxib et du naproxene
(DIso = concentration inhibant 50 % de 1’cedéme) sur 1I’cedéme de la patte arriére non injectée
a J21 sont respectivement de 0,24 mg/kg/j, de 0,40 et de 7,34 mg/kg/j. Ces résultats sont en
accord avec ceux de la littérature (Geis et coll, 1999) qui donne une DEs, de 0,3 mg/kg pour
le célécoxib dans le modéle de polyarthrite a I’adjuvant.

Ces résultats montrent que les posologies efficaces sur le score clinique sont nettement
supérieures a celles actives sur I’aedéme puisque seules des DI (doses réduisant I’cedéme de
20%) ont pu étre calculées. Cette différence peut provenir du fait que I’cedéme des pattes
antérieures n’est pas mesurable alors que cette atteinte est prise en compte dans le score de
sévérité. De plus, I’évaluation du score de sévérité reste semi-quantitative et est donc sujette a
plus de fluctuation que la mesure pléthysmométrique.

D’autre part, il nous a été possible de différencier les AINS quant a leur efficacité sur la
réduction du handicap fonctionnel. Les effets des trois AINS sont en effet différents entre les
phases précoce et tardive de la polyarthrite. Ainsi, le méloxicam et le célécoxib n’ont pas
d’effet au cours de la phase précoce (J0-J4) alors que leur efficacité est plus grande au cours
de la phase secondaire (J5-J21). En revanche, le naproxéne a une efficacité constante au cours
du développement de la maladie, ce qui pourrait tre lié en partie a ses caractéristiques
pharmacocinétiques. En effet, le méloxicam atteint son état d’équilibre pharmacocinétique en
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4 a 5 jours alors que 2 jours de traitement sont suffisants pour que I’équilibre soit atteint avec
le naproxéne.

L’hypomobilité est un paramétre multifactoriel, permettant de prendre en compte a la fois la
douleur, I’inflammation et les phénomeénes centraux associé€s a la réaction fébrile. Ceci a été
démontré par la capacité d’agent algogéne non inflammatoire comme le formol et d’agent
pro-inflammatoire et pyrogéne, comme I’IL-1, a générer une hypomobilité chez I’animal sain
(Terlain et coll, 1993). Les trois AINS corrigent modérément I’hypomobilité associée a la
polyarthrite (phase tardive). Ce critére est d’une grande pertinence clinique mais son
involution, méme partielle, ne peut étre observée qu’avec des molécules faisant preuve d’une
grande efficacité pharmacologique (Gegout Pottie et coll, 1999). Ce parameétre pourrait
davantage relever de phénomenes hyperalgiques qu’inflammatoires méme si cela semble peu
cohérent avec I’effet antalgique précoce rapporté par Laird et collaborateurs (1997) pour le
méloxicam.

Ces observations ont été confirmées par 1’évaluation des propriétés anti-pyrétiques des
molécules. En effet, ’efficacité du méloxicam semble augmenter au cours du temps (la DL
1.0°c N’est pas déterminable avec les doses testées pour le 1% pic fébrile et est de 0,35 mg/kg/j
pour le 2°™ pic fébrile) alors que le naproxéne exerce un effet quasiment constant (5,04
mg/kg/j pour le 1% pic et 4,47 mg/kg/j pour le second). Le célécoxib a un effet beaucoup plus
modeste que les deux autres molécules sur la fievre, puisque seules des DIy sec ont pu étre
calculées. Cependant, la méme tendance est observée qu’avec le méloxicam : le célécoxib est
inefficace sur la phase précoce (DL sec=1,8 a 2,1 mg/kg/ sur le pic précoce) et son efficacité
augmente au cours du temps (DIgs.c=0,5 a 0,6 mg/kg/j sur le pic tardif). Les résultats obtenus
pour le méloxicam sont différents de ceux publiés par Engelhardt et collaborateurs (1995) qui
rapportent une DL goc de 9,01 mgrkg pour le méloxicam et de 8,18 mg/kg pour le naproxéne.
Il faut cependant remarquer que les conditions expérimentales sont différentes puisque ces
valeurs ont été déterminées chez le rat dans un modele aigii de fiévre induite par la levure de
biére, avec une évaluation 2 heures aprés l’administration des médicaments. Dans la
polyarthrite par adjuvant, la phase précoce est parfois utilisée comme un modele
d’inflammation aigué pour comparer les AINS, mais seule la phase tardive immunologique
est le reflet de la polyarthrite. C’est donc cette phase qu’il faut considérer en priorité.

Les variations des taux circulants d’IL-6 confirment les deux phases de la maladie
observées avec la fiévre : une phase aigué caractérisée par un pic a J2 et une phase chronique
avec un maximum & J12. De plus, D’effet des trois molécules sur ce parametre semble
coincider avec leur efficacité globale. En effet, le méloxicam est efficace sur la phase tardive
uniquement, contrairement au naproxéne qui est capable de réduire les taux d’IL-6 dés le
stade précoce. Cependant, le célécoxib n’inhibe pas de fagon significative les taux circulants
d’IL-6. Ces résultats confirment que les taux circulants d’IL-6 sont un bon reflet de la sévérité
de la polyarthrite et de sa modulation par les traitements (Anderson et coll, 1996 ; Leisten et
coll, 1990 ; Thiesen-Popp et coll, 1992).

L’étude de la sélectivité d’inhibition des COXs in vivo devait se faire d’une part dans
le systeme du sang total par la mesure de I’inhibition de la production de TxB, par la COX-1
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plaquettaire et de PGE; par la COX-2 leucocytaire, et d’autre part par I’évaluation de pouvoirs
inhibiteurs tissulaires par la mesure de I’inhibition de la synthese des PGE, au niveau de la
muqueuse gastrique (activité¢ COX-1) et de la patte inflammatoire (activit¢ COX-2).

Au cours de I’étude de la sélectivité d’inhibition des COXs dans le systéme sang total
ex vivo, nous n’avons pas observé d’induction spontanée de COX-2 leucocytaire par le
processus inflammatoire. Nous n’avons pas réussi a induire I’expression de COX-2 a ’aide
de LPS, ce qui ne confirme pas les travaux de Wallace et collaborateurs (1998). Nous n’avons
pas d’explication rationnelle & cette discordance, méme si I’inhibition de COX-2 ex vivo est
un paramétre trés peu utilis€é chez le rat alors qu’elle est classiquement déterminée chez
I’homme (Panara et coll, 1999). Une alternative serait de mesurer I’inhibition de COX-2 ex
vivo apres avoir induit son expression par une injection intrapéritonéale de LPS (Lesch et coll,
1998). Ces résultats sont cohérents avec 1’absence d’induction spontanée de la COX-2
leucocytaire rapportée chez des patients porteurs de polyarthrite rhumatoide (Schulze-Koops
et coll, 1997).

Cependant, nous avons pu mettre en évidence un effet inhibiteur dose-dépendant du
méloxicam et du naproxéne de la COX-1 plaquettaire. En effet, les deux molécules sont
capables d’inhiber une fonction dépendant majoritairement de la COX-1 plaquettaire avec des
Dlsp (dose inhibant 50 % de la production de TxB,; calculé a partir de 1’aire sous la courbe
entre JO et J21) de 0,30 mg/kg/j pour le méloxicam et 7,29 mg/kg/j pour le naproxéne. Ces
résultats sont cohérents avec ceux rapportés pour le méloxicam (0,47 mg/kg) (Engelhardt,
1996), méme si, dans cette étude, la Clsy avait été déterminée 3 heures aprés I’administration
orale du médicament. En revanche, le célécoxib s’est avéré inefficace sur ce paramétre, ce qui
confirme la pertinence de la classification des AINS établie chez ’homme (Lipsky et coll,
1998). Méme si la biosynthése du TxB; peut étre inhibée de plus de 50% sans que cela ne
modifie le temps de saignement ou les tests d’agrégation plaquettaire (DeMeijer et coll,
1999), nos résultats confirment la différence qui existe entre les inhibiteurs préférentiels ou
sélectifs de COX-2. L’absence d’inhibition de la COX-1 plaquettaire est d’ailleurs cohérente
avec le risque potentiel de thrombose que 1’on attribue possiblement aux inhibiteurs sélectifs
de COX-2 (Bombardier et coll, 2000 ; Mukherjee et coll, 2001). Ces derniers seraient par
ailleurs susceptibles de favoriser 1’adhésion des leucocytes a I’endothélium (Muscara et coll,
2000) et de diminuer la biosynthése de la prostacycline in vivo (McAdam et coll, 1999). Qui
plus est, nos précédents travaux (Blain et coll, sous presse) ont montré les limites de
I’évaluation des pouvoirs inhibiteurs des AINS dans le systeme du sang total ex vivo. C’est
pourquoi, il nous parraissait pertinent d’évaluer des pouvoirs inhibiteurs tissulaires.

L’étude du contenu en PGE; des pattes inflammatoires nous a permis de distinguer les
AINS. En effet, seul le méloxicam est capable d’inhiber efficacement la production de
prostaglandines au site inflammatoire et de fagon plus marquée du coté non injecté que du
coté injecté. L’évolution des DIsy du méloxicam entre J16 (1,16 mg/kg/j du coté injecté et
0,81 mg/kg/j du coté non-injecté) et J21 (0,87 mg/kg/j du coté injecté et 0,26 mg/kg/j du coté
non-injecté) est le reflet de ’augmentation de son efficacité. Dans les mémes conditions
expérimentales, le naproxéne et le célecoxib apparaissent tres peu efficaces sur ce parametre.
Ceci ne semble pas coincider avec I’efficacité observée avec ces molécules sur d’autres
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paramétres tel que 'eedéme. Ce résultat laisse donc supposer que I'cedéme n’est pas un
phénomene dépendant uniquement des prostaglandines ou que les concentrations efficaces
d’AINS sont différentes de celles procurant une inhibition notable des prostaglandines
(Wallace, 1999), ce qui suggérerait la contribution d’autres mécanismes d’action des AINS
(Abramson et Weissmann, 1989). Cependant, il est important de noter la grande hétérogénéité
des résultats qui ne permet pas d’atteindre le seuil de significativité statistique.

L’étude de la muqueuse digestive nous a permis de montrer que les rats arthritiques
ont un contenu gastrique en PGE), inférieur & ceux des témoins absolus. Cect suggere que les
rats malades auraient une cytoprotection gastrique moins efficace. Il nous a €galement été
possible de distinguer les trois AINS sur ce parametre. En effet, le méloxicam et le naproxéne
inhibent le contenu gastrique en PGE, de fagon dose-dépendante, cet effet semblant s’attenuer
avec le temps de traitement pour les 2 AINS. Lorsque le pouvoir inhibiteur est considéré sur
I’ensemble de la maladie (JO a J21), le méloxicam inhibe 50% des PGE, gastriques & une
posologie de 0,78 mg/kg/j et le naproxéne & une posologie de 14,94 mg/kg/j. Lorsque la
sévérité de la polyarthrite est maximale (J21), la dose inhibant 50 % des PGE, dans la
muqueuse gastrique est de 1,22 mg/kg/j pour le méloxicam et de 16,33 mg/kg/j pour le
naproxeéne. En revanche, le célécoxib n’inhibe & aucun moment et a aucune dose testée, le
contenu gastrique en PGE,. Les valeurs obtenues pour le méloxicam sont différentes de celles
de la littérature (Engelhardt, 1995) ou I’on retrouve une UDs, (dose provoquant une ulcération
chez 50 % des animaux) de 2,47 pour le méloxicam et 11,1 mg/kg/j pour le naproxéne.
D’autre part, des Clsp de 8,38 mg/kg/j pour le méloxicam et de 3,56 mg/kg/j pour le
naproxeéne ont été rapportées en évaluant la concentration en PGE; dans le suc gastrique dans
un modele de ligature pylorique (Engelhardt et coll, 1996). Ces différences peuvent
s’expliquer par les conditions expérimentales, puisque dans le modéle de ligature, I’effet a été
mesuré 6 heures aprés une administration unique des médicaments. La pharmacocinétique des
molécules peut donc influencer ces résultats de fagon beaucoup plus importante que lors de
notre traitement au long cours. D’autre part, méme si le pouvoir ulcérogéne a été déterminé
aprées 3 jours de traitement (Engelhardt et coll, 1995), les animaux n’étaient pas arthritiques et
ont donc probablement une tolérance digestive différente. Notons enfin que le pouvoir
inhibiteur sur la synthé¢se des PG est une condition nécessaire mais non suffisante pour
générer des ulcéres (Goldin et coll, 1988). Toutes ces différences et 1’administration
biquotidienne de naproxéne (plus proche de la réalité clinique mais peu étudiée en tant que
telle chez le rat) qui est favorable a la cytoprotection adaptative, permettent d’expliquer
pourquoi nos résultats montrent un pouvoir inhibiteur plus important pour le méloxicam et
moins intense pour le naproxene.

L’évaluation de nos parameétres d’efficacité thérapeutique et de tolérance digestive permet,
chez les rats arthritiques, de définir des index de tolérance (« safety index ») pour les deux
AINS. Ces index prennent en compte le pouvoir inhibiteur (DIsp) des deux molécules au
niveau des pattes inflammatoires et de la muqueuse digestive chez les mémes animaux et a
différents temps de traitement. Les résultats obtenus montrent des index plus favorables pour
le méloxicam que pour le naproxene. La majorité des index utilisés dans la littérature compare
des activités chez des rats malades, en terme d’efficacité, et des rats sains, en terme de
tolérance, et il a été montré avec des inhibiteurs sélectifs de COX-2 (Futaki et coll, 1993) que
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la valeur de I’index varie selon les parametres considérés. Par conséquent, nos index de
tolérance (0,2 a J21) semblent moins favorables pour le méloxicam que les données
retrouvées dans la littérature [0,05 a J21 (Engelhardt et coll, 1995)], mais ils présentent
I’avantage de prendre en compte la variation de deux parameétres chez un méme animal traité
au long cours, de considérer I’influence de la pathologie athritique a la fois sur la tolérance
digestive et la pharmacocinétique des AINS, et de concerner une administration des
médicaments a des posologies « thérapeutiques ». L’index favorable que nous avons obtenu
pour le méloxicam a J21 semble d’avantage dii a une augmentation de son efficacité qu’a une
amélioration de sa tolérance digestive. Cependant, il est en faveur d’un meilleur index
thérapeutique que pour le naproxene, d’autant que I’administration de ce dernier en deux demi
doses quotidiennes a pu influencer favorablement sa tolérance digestive.

Nous avons ¢tudié pour la premiere fois ’effet de ces trois AINS sur le cartilage ex
vivo. Le cartilage patellaire est trés représentatif de [’atteinte cartilagineuse au cours des
processus inflammatoires ou dégénératifs et permet d’évaluer les potentialités
chondroprotectrices des molécules (Van den Berg et coll, 1982). Nos résultats montrent que
I’inhibition de la biosynthése des protéoglycanes générée par I’arthrite (aigué dans le cas du
zymosan ou chronique dans le cas de I’adjuvant) n’est pas accentuée par les médicaments
(effet non reproductible et indépendant de la dose pour le naproxéne, absence d’effet
aggravant pour le méloxicam). A [Iinverse, les AINS corrigent transitoirement et
partiellement I’inhibition d’anabolisme du cartilage associée a la polyarthrite (patte non
injectée). Ces résultats suggerent que ces deux AINS n’ont pas d’effets marquants sur le
métabolisme du cartilage, ce qui tend a confirmer la « chondroneutralité » suggérée par des
études in vitro. Ainsi, des études menées avec des chondrocytes humains (Basleer et coll,
1997) ou des explants de cartilage porcin (Rainsford et coll, 1997) ont montré que le
méloxicam et le naproxéne n’ont pas d’effets déléteres ou favorables sur la biosynthése des
constituants matriciels (protéoglycanes, collagéne II). Ces résultats sont d’ailleurs cohérents
avec les premieres données disponibles avec les inhibiteurs sélectifs de COX-2 chez
I’homme, qui ne montrent ni modification de la biosyntheése des protéoglycanes dans des
cocultures de cartilage et de cellules inflammatoires (Mastbergen et coll, 2000), ni
aggravation du pincement de I’interligne articulaire chez des patients arthrosiques traités
pendant un an (Tindall, 2000).

-151-



Etude expérimentale
3°"° partie

Effet d’un inhibiteur sélectif de COX-2,
Rofécoxib, sur 'apoptose
chondrocytaire dans I’arthrose
expérimentale au MIA chez le rat



éme

Ltude expérimentale-3""° Partie

MATERIEL ET METHODE

I. Animaux et traitements

L1. Animalerie

Les rats Wistar mdles (Charles River, France) pesant 150-175 g sont placés dans des cages par
groupe de quatre avec nourriture et boisson a volonté. Ils sont hébergés dans une animalerie
ventilée et thermorégulée a 24+1°C, bénéficiant de cycles de 12 heures d’éclairement et de 12
heures d’obscurité. Les animaux sont acclimatés au moins 5 jours au laboratoire avant toute
expérimentation.

Les animaux sont sacrifiés par dislocation cervicale apres anesthésie par une injection intra-
péritonéale d’un mélange d’hydrochorure de kétamine (Imalgene®, 50 mgkg) et
d’acépromazine (Vétranquil®, 1,25 mg/kg).

L.2. Induction de arthrose

L’arthrose est induite comme décrite par Guingamp et coll, 1997, par I'injection intra-
articulaire bilatérale de 0,03 mg de monoiodoacétate (MIA, Merck-Clévenont, Nogent sur
Marne, France) sous 50 ul de sérum physiologique. La solution est filtrée avec un filtre
0,20um (Sartorius) avant I’injection.

1.3. Traitements

Les solutions administrées aux animaux sont préparées dans une solution aqueuse a 0,5% de
CMC (Prolabo, France) contenant 0,025% de Tween 20 (Sigma). Les traitements sont
administrés par gavage, a ’aide d’une sonde gastrique, & raison de 1 ml par 100 g de poids
corporel. Le traitement débute a JO, jour de I’injection de MIA, une heure avant I’induction.
Le rofécoxib (Merck-Frosst) est utilisé aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j, administrées en une
seule fois et le naproxéne, utilis¢ comme comparateur, est administré deux fois par jour a la
dose de 10 mg/kg/j. Les animaux témoins arthrosiques, induits au MIA, et les animaux
témoins sains regoivent I’excipient deux fois par jour.

ll. Etude de 'anabolisme des protéoglycanes du cartilage patellaire

Les rotules sont prélevées juste aprés le sacrifice de I’animal et traitées comme décrit
précédemment pour 1’étude de I’anabolisme des protéoglycanes du cartilage patellaire par
I’incorporation ex vivo de sulfate radiomarqué (voir page 104).
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lll. Etude histologique

II1.1. Préparation des spécimens

Les études immunohistochimiques sont réalisées sur les genoux entiers des animaux témoins
et arthrosiques, ayant ou non regu un traitement. Les articulations sont prélevées le jour du
sacrifice des animaux, soit 10, 15 ou 20 jours aprés I’injection de MIA.

Les spécimens sont tout d’abord fixés dans 4% de paraformaldéhyde pH 7,4 pour 24 heures
puis décalcifiés selon la procédure suivante. Les échantillons sont lavés a I’eau courante
pendant 30 minutes puis placés dans du RDO (Rapid Bone Decalcifier, Apex engeneering,
Plainfield, IL) pendant 3 heures. Ensuite les spécimens sont rincés dans 1’eau courante
pendant 30 minutes. Les prélévements sont & nouveau fixés pendant 24 heures avant d’étre
déshydratés (Tissue Tek, Vip, Miles Scientific, Bayer Diagnostic) et inclus dans la paraffine
(Tissue Tek, TEC, Sakura, Bayer Scientific) de mani¢re a effectuer des coupes frontales de
articulation, perpendiculairement & la surface du cartilage.

Les coupes de 5 um sont réalisées a I’aide d’un microtome Leica RM2135 (Leica) et placées
sur des lames Superfrost (CML, France).

Pour toutes les études histologiques, les spécimens sont déparaffinés dans du TissueClear
(Bayer Diagnostic) et réhydratés dans des bains d’alcool de grade décroissant dans un
appareil a coloration Tissue Tek DRS, Sakura (Bayer Diagnostic).

111.2, Colorations histologiques

1.2 1. Bleu de toluidine

Le bleu de toluidine est une coloration permettant la mise en évidence des
glycosaminoglycanes sulfatés. La coloration est réalisée par un bain de 5 min dans une
solution de bleu de toluidine a 1% apres avoir déparaffiné et réhydraté les coupes. Les lames
sont ensuite plongées dans un bain d’acétone, dans un bain d’alcool 100% puis deshydratées
et montées au Vogel (Bayer Diagnostic).

[11.2.2. Hématoxyline-Eosine-Safran (HES)

Cette coloration permet d’étudier la morphologie des cellules du cartilage articulaire. Les
lames sont plongées dans une solution d’hématoxyline & 0,5% pendant 5 minutes, puis rincées
a I’eau. Elles sont ensuite passées dans I’alcool ammoniacal pendant 1 min (permettant de
différencier le noyau du reste de la cellule). Elles sont ensuite colorées dans I’éosine aqueuse
a 1% pendant 5 min, afin de mettre en évidence les ¢éléments acidophiles comme le
cytoplasme. Aprés avoir été rincées, déshydratées dans de I’alcool & 95%, elles sont enfin
colorées dans une solution alcoolique de safran a 1%. Les lames sont déshydratées et montées
dans le Vogel (Bayer Diagnostic).
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111.2.3. Score histologique de sévérité

Le score de sévérit¢ d’arthrose a été adapté du score de Mankin (Mankin et coll, 1971) et
prend en compte les parametres énumérés dans le Tableau 26. Il est évalué en prenant en
compte différents parameétres aussi bien au niveau du cartilage (structure (Figure 53),
cellularité...) que de I'os sous-chondral sur les coupes colorées au bleu de toluidine et a
I’HES.

Tableau 26 Grille d'évaluation du score histologique de sévérité d'arthrose

Cartilage

Structure (surface)

Normale

Irréguliere

Fissures jusqu’a la zone de transition
Fissures jusqu’a la zone radiale
Fissures jusqu’a la zone calcifiée
Désorganisation compléte

Cellules (répartition)

Normale

Hypercellularité

Clusters

Hypocellularité

Hypocellularité et clusters

Coloration au bleu de toluidine
Homogene et intense (normale)
Décoloration faible diffuse ou localisée
Décoloration modérée diffuse ou intense localisée
Décoloration intense diffuse

Pas de coloration

Epaisseur de la couche de chondrocytes hypertrophiques
Normale

Diminution faible

Diminution modérée

Diminution totale

DB B W N = O

W DN = O

BN = O

W N = O

Remaniements osseux
Pas de remaniement
Remaniement 1

Ostéolyse 0
Pas d’ostéolyse 1
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Le score est évalué sur chaque condyle fémorale et chaque plateau tibial des coupes
histologiques appartenant aux différents groupes (contréle, MIA, traités ou non) et aux
différents temps (J10, J15 et J20).

Les résultats sont exprimés sous la forme de moyennet+sem pour chaque groupe (comprenant
4 plateaux tibiaux et 4 condyles fémoraux). Le score des animaux appartenant au groupe
contrdle (rat non induit, traité avec placebo) est de zéro.

~.+ __ Couche superficielle
- Zones superficielles
Gondite femors] Zone de transition

Plateau tibial

—

Zone radiale Zones profondes

VY Zone calcifiée »

— Os sous-chondral

Figure 53 Représentation schématique du cartilage. Distinction des différentes zones.

IV. Etude de I'effet de I'inhibition sélective de COX-2 sur I'apoptose
chondrocytaire

IV.1. Détection de I’apoptose in situ

La détection de I’apoptose est réalisée avec le kit in situ cell death detection kit, POD
(Roche). Brievement, les coupes sont déparaffinées pendant 15 minutes dans du tissue clear
(Bayer Diagnostic), puis réhydratées dans des bains d’alcool de grade décroissant (100, 95, 70
et 50%) (5 minutes chaque). Les coupes sont rincées dans un bain d’eau distillée puis
plongées dans du PBS pH 7,4 (Eurobio). Les coupes sont ensuite digérées pendant 45 minutes
a 37°C par 0,25 unité¢/ml de chondroitinase ABC (Sigma) dans du PBS pH 8,0, puis
perméabilisées dans un bain a 0,3% de Triton X100 (Sigma) pendant 20 minutes a
température ambiante. Elles sont enfin digérées pendant 20 minutes a 37°C par de la
protéinase K (20 pg/ml; Sigma). Les spécimens sont incubés pendant 10 minutes a
température ambiante dans une solution de peroxyde d’hydrogéne a 3% (Acros Organics) afin
d’inhiber d’éventuelles peroxydases endogenes. Les lames sont lavées entre chaque étape
dans du PBS pH 7.4 a trois reprises. La fragmentation de I’ADN est détectée par I’extansion
des extrémités de ’ADN par une terminal deoxynucleotidyltransférase avec des nucléotides
couplés a la fluoréscéine. La fluoréscéine est ensuite reconnue par un conjugué couplé a la
peroxydase. Le marquage est révélé par ajout du substrat de la peroxydase (Liquid DAB
substrate kit, Novocastra, Tebu, France) contenant du peroxyde d’hydrogéne et du chlorure de
nickel (pour intensifier le marquage) (Figure 54). Les coupes sont contrecolorées dans le vert
de méthyle et montées de fagon permanente avec Eukit (Labonord).
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Figure 54 Représentation schématique de la détection /n situ de la mort cellulaire, avec le kit Roche

Trois types de contrdles internes sont réalisés: i) contréle positif a la DNase 1 U/ml
(Promega) dans un tampon Tris, incubée pendant 10 minutes & 37°C ; ii) deux controles
négatifs (omission du mélange réactionnel nucléotides biotinylés et TdT ou omission du

conjugué).

1V.2. Immunodétection de la caspase-3 active, de la COX-2 et de la iINOS dans le
cartilage articulaire

Les coupes sont déparaffinées et réhydratées, puis traitées pour la détection
immunohistochimique comme décrit précédemment (Pelletier et coll, 1999 ; Boileau et coll,
sous presse) avec quelques modifications. Elles sont ensuite perméabilisées par une digestion
de 90 minutes a 37°C par 0,25 unités/ml de chondroitinase ABC pH 8,0 (Sigma), puis
incubées pendant 30 minutes dans une solution a 3% de Triton X100 (Sigma) dans du PBS
pH 7,4. Les spécimens sont incubés pendant 18 heures a 4°C avec les différents anticorps,
apreés avoir été¢ bloqués avec du sérum normal de chévre pendant 90 minutes. Les lames sont
alors rincées et incubées en présence d’un anticorps secondaire anti-lapin biotinylé contenu
dans le kit de détection (Novostain Super ABC kit, Novocastra, Tébu) puis avec le conjugué
anti-biotine couplé a la peroxydase, aprés avoir incubé les lames dans une solution a 3% de
peroxyde d’hydrogeéne (Acros Organics) pendant 10 minutes & température ambiante.. Les
deux incubations se font a température ambiante pendant 45 minutes. Le marquage est révélé
par une solution de DAB contenant du peroxyde d’hydrogene et du chlorure de nickel (Liquid
DAB substrate kit, Novocastra, Tébu).

L’anticorps anti-COX-2 (H-62) (sc-7961; 200 pg/ml, Santa Cruz) est utilisé au 1/20. 1l s’agit
d’un anticorps polyclonal produit par immunisation de lapin, reconnaissant la région allant du
résidu 55 au 111 de la COX-2 humaine. 11 réagit spécifiquement avec la COX-2 de rat.
L’anticorps anti-NOS2 (H-174) (sc-8310; 200 pg/ml, Santa Cruz) est utilisé au 1/75. 1l s’agit
d’un anticorps polyclonal produit par immunisation de lapin, reconnaissant la région allant du
résidu 2 a 175 de la NOS2 d’origine humaine. Il reconnait spécifiquement la NOS2 de rat.
L’anticorps anti-caspase-3 (R&D, 100 pg/ml) est utilisé au 1/200. Il s’agit d’un anticorps
polyclonal produit par immunisation de lapin, reconnaissant la région allant du résidu 163 a
175 de la caspase-3 active d’origine humaine.

Différents contrdles de spécificité sont réalisés: i) omission du premier anticorps; ii)
substitution du premier anticorps par un sérum pré-immun autologue.
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Les coupes sont contrecolorées par le vert de méthyle, montées de fagon permanente, puis
examinées sous un microscope (Nikon) et numérisées avec une caméra digitale (Sony).

1V.3. Analyse morphomeétrique

Trois sections de cartilage au niveau des condyles fémoraux et des plateaux tibiaux de chaque
spécimen, dans les zones péri-lésionnelles, sont examinées sous la lumiere d’un microscope
(Nikon). Chaque section est scorée séparément. Ces données sont intégrees sous la forme
d’une moyenne pour chaque spécimen. Le nombre de chondrocytes marqués positivement
dans les zones superficielles (couche superficielle et partie supérieure de la zone
intermédiaire) et profondes (partie inférieure de la zone intermédiaire et zones profondes) du
cartilage est estimé comme décrit précédemment (Pelletier et coll, 1999 ; Boileau et coll, sous
presse) pour la réaction de TUNEL, Ia caspase-3, la COX-2 et la iNOS (Figure 53).

Le nombre total de chondrocytes et le nombre de chondrocytes marqués est déterminé pour
les différentes zones du cartilage. Les résultats sont exprimés sous la forme d’un pourcentage
de chondrocytes positifs par rapport au nombre total de chondrocytes.

V1.4. Analyse statistique
Les résultats sont donnés sous la forme de moyennetsem. L’analyse statistique est faite sur

les valeurs brutes et les différences sont analysées avec le test U de Mann-Withney. Les
différences sont considérées significative pour une valeur de p<0,05.
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Résultats

I. Anabolisme des protéoglycanes du cartilage patellaire

L’injection intra-articulaire de MIA a la dose de 0,03 mg provoque une baisse critique de
I’anabolisme des protéoglycanes du cartilage dans la partie centrale de la rotule. En revanche,
elle provoque une augmentation de [’anabolisme des protéoglycanes dans la partie
périphérique de la rotule (Figure 55). Cette augmentation tend a retourner vers sa valeur
normale a J20. Par contre, la baisse d’anabolisme des protéoglycanes survenant au centre de
la rotule persiste jusqu’a J20.

Les traitements avec le RFX, inhibiteur sélectif de COX-2 ou avec I’AINS comparateur, non
sélectif, le NPX, ne provoquent pas d’effets déléteres tardifs sur le cartilage patellaire. Au
contraire, il est possible d’oberver un effet correcteur transitoire (J10) avec le RFX a la dose
de 0,75 mg/kg/j et avec le NPX a la dose de 10 mg/kg/.

Le traitement avec le RFX a la dose de 3 mg/kg/j semble avoir un effet délétére sur
I’anabolisme des protéoglycanes du cartilage a J15, alors que les deux autres traitements ont
un effet neutre ou tres faible.

—=— MIA périphérie RFX 0.75 périphérie —¢— RFX 3 périphérie —e— NPX 10 périphérie

40

- .
=
=
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L= e
-60 - et : g LS
g
-80 -
...8.-- MIA centre RFX 0.75 centre ---o--- RFX 3 centre ---o--- NPX 10 centre |

Figure 55 Variation de |'anabolisme des protéoglycanes du cartilage (exprimée en pourcentage de
variation par rapport aux témoins absolus (TA)) dans la zone centrale et dans la zone périphérique de
la rotule de rat suite @ une injection intra-articulaire et bilatérale de MIA 0,03 mg et effet des
traitements par le rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j et le naproxéne (NPX) a la dose de
10 mg/kg/j (n=8 rotules par groupe) (* : p<0,05)

L’¢étude de I’anabolisme des protéoglycanes du cartilage patellaire montre que les traitements
avec le RFX a la dose de 0,75 mg/kg/j et avec le NPX a la dose de 10 mg/kg/j ont des effets
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équivalents et neutres sur le cartilage patellaire au cours de I’arthrose au MIA. En revanche, le
RFX a la dose de 3 mg/kg/j semble étre plus déléteére sur ce parametre dans nos conditions

expérimentales.

ll. Evaluation histologique de la sévérité de I'atteinte articulaire au cours
de I'arthrose au MIA

Le score histologique de sévérit¢ d’arthrose montre que dans le groupe MIA, [atteinte
articulaire est la plus forte a J15 (Figure 56, Planches | et 2).

L’atteinte se manifeste dans la majorité des cas, au niveau des plateaux tibiaux et des
condyles fémoraux, par I'irrégularité de la surface du cartilage pouvant aller jusqu’a
Papparition de fissure dans la zone de transition et méme dans la zone radiale (Figure 53), une
hypocellularité accompagnée de 1’apparition de clusters. La décoloration au bleu de toluidine
est globalement modérée a sévere. La couche de chondrocytes hypertrophiques n’est que
rarement réduite totalement. De méme, nous n’avons observé que de rares cas d’ostéolyse,
notamment dans des zones de gonflement du cartilage. Cependant, les remaniements osseux
sont fréquents chez les animaux MIA.

Globalement, les traitements semblent sans effet significatif sur le score global de sévérité
d’arthrose. Seul le naproxéne a J20 provoque une augmentation significative du score.

Ces résultats sont globalement cohérents avec ce qui I’on a pu observer avec ’anabolisme des
protéoglycanes au niveau du cartilage rotulien, méme si [’atteinte ne semble pas se
manisfester exactement au méme moment dans les différents compartiments de I’articulation
(au niveau de la rotule et des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux).

Losque I’on considére la part de chaque criteére d’évaluation dans le score global (Figure 57),
on constate que globalement, les traitements sont sans effet, quel que soit le parametre
considéré et quel que soit le temps, c’est-a-dire qu’ils ne modifient pas I’incidence de ce
paramétre dans le score global. Seul un effet transitoire précoce, se traduisant par une
hypercellularité, est observé a J10 avec le NPX. Cet effet semble s’estomper avec le temps.
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Figure 56 Score histologique de sévérité darthrose évalué sur des plateaux tibiaux et des condyles
fémoraux (n=8 par groupe) de rats injectés ou non avec du MIA a la dose de 0,03 mg et traités ou
non avec du RFX aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou avec du NPX a la dose de 10 mg/kg/j, 10 jours
(A), 15 jours (B) ou 20 jours (C) apres l'injection (* : p<0,05).
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Figure 57 Décomposition du score histologique de sévérité d'arthrose
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Planche 1. Témoin

Coloration histologique au bleu de toluidine sur des coupes sagittales d’articulations de rat
(plateaux tibiaux), injectés ou non avec du MIA 0,03 mg, et effet des traitements de 10, 15 ou
20 jours par du rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par du naproxene (NPX) a
la dose de 10 mg/kg/j (grossissement total X100)
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Planche 2.

J10 J15 J20

MIA

MIA

RFX 0.75

Coloration histologique HES (hématoxilline, eosine, safran) sur des coupes sagittales
d’articulations de rat (plateaux tibiaux), injectés ou non avec du MIA 0,03 mg, et effet des
traitements de 10, 15 ou 20 jours par du rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou
par du naproxéne (NPX) a la dose de 10 mg/kg/j (grossissement total X100)
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Hl. Immunodétection de la mort cellulaire au cours de 'arthrose au MIA

La réaction de Tunel permet de détecter la fragmentation internucléosomale survenant au
cours du processus apoptotique. La quantification du marquage par I’analyse morphométrique
des coupes histologiques montre que le nombre de chondrocytes marquées positivement par la
réaction de Tunel est largement augmenté dans le cartilage arthrosique lors de arthrose au
MIA (Tableau 27, Planche 3). Cette augmentation est visible des J10 et est conservée jusqu’a
J20. I semble cependant exister une différence entre les couches superficelles et profondes
du cartilage. En effet, le pourcentage de cellules positives est 1égérement plus important en
superficie.

Les traitements ne semblent pas affecter le pourcentage des cellules positives pour la réaction
de Tunel, a ’exception du RFX a la dose de 3 mg/kg/j a J15 dans les couches profondes. Cet
effet aggravant est 1i€ a un appauvrissement cellulaire marqué.

Tableau 27 Pourcentage de mort cellulaire détectée dans les chondrocytes (Tunel, In Situ Cell Death
Detection kit, Roche), dans le cartilage articulaire de rat arthrosique (MIA) ou non , traité ou non par
AINS

% chondrocytes positifs (TUNEL)

J10 J15 J20

Superficie Profondeur Superficie  Profondeur Superficie Profondeur
Controle 16,4+2 2 22,516
le\ 29.8+36"  26,3+1,5 28,7422 28,6+24"  26,7£28  20,0+34
0,03 mg
RIFX L 21,7426 259+33 39,346,0" 30,8+4 57 244408 19,2+2.8
0,75 mg/kg/j
REX 050408 214526  286+1L1°  10,0£17% 277413 21,5403
3 mg/kg/j
NPX

o 23,7452 24,909 23,0+1,9° 18,220 20,2£2,8 21,3452
10 mg/kg/j

(n=4 plateaux et 4 condyles par groupe E p<0,05/control, e p<0,05/MIA)

IV. Immunodétection d’un effecteur de I'apoptose dans le cartilage
articulaire : la caspase-3 active

La caspase-3 sous sa forme active est un effecteur de I'apoptose. La détection de cette
protéine est un indicateur de la mort cellulaire par apoptose.

La quantification de ’expression de la caspase-3 active montre que celle-ci est largement
augmentée dans le cartilage articulaire arthrosique (Tableau 28, Planche 4), aussi bien dans
les zones superficielles que dans les zones profondes.

[Les traitements ne semblent pas potentialiser I'expression de la forme active de la caspase-3,
au niveau des plateaux et des condyles fémoraux, dans les zones superficielles et profondes
du cartilage et semblent méme la diminuer [égérement mais de fagon non significative..
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Tableau 28 Pourcentage de chondrocytes positifs pour la caspase-3 active, détectée par
immunohistochimie, dans le cartilage articulaire de rat arthrosique (MIA) ou non, traité ou non par

AINS
% chondrocytes positifs
Y ) L _J15 J20
. Superficie _ Profondeur Superficie Profondeur Superficie Profondeur
Contréle 14,8420 9,1+1,5
MIA 25,5428 16,743,00  254+424"  11,7£51  214+1,0°0  10,1£2.5
0,03 mg
RFX . .
0.75 mekg 24.9+1,8 24.3+3.6 18,6+1.6 12,0420 19,0+1.7 10,118
RFX
27
3 mgkg 21,9431 174450 223437 9.1+3,7 18,6+1.0 8.6+1,7
NPX
5 ' 5 i 5
10 me/ke/] 19,4+1,5 15,107 15,3+1,0 7.242.4 20,6432 7,341,

(n=4 plateaux et 4 condyles; : p<0,05/control, " : p<0,05/MIA

La quantification de la mort chondrocytaire par apoptose, par la technique de Tunel et par
’immunodétection de la forme active de la caspase-3 ont donc montré que globalement les
traitements avec le RFX et le NPX sont sans effet délétére sur la composante apoptotique.
Cependant, il semble exister une discordance entre le pourcentage de cellules marquées

positivement par la réaction du Tunel et celui pour la caspase-3 active.

V. Immunodétection des médiateurs potentiels de I'apoptose

V.. iNOS

Tableau 29 Pourcentage de chondrocytes positifs pour la INOS, détectée par immunohistochimie,
dans le cartilage articulaire de rat arthrosique (MIA) ou non, traité ou non par AINS

% chondrocytes positifs

J20

Superficie Profondeur

J10 J15
Superficie  Profondeur  Superficie  Profondeur
Controle 14,0+1,4 12,717
Mlé 2442 4° 21,0+1,8 28,0+£3,0° 20,0+£3,6
0,03 mg
RFX * # *
0,75 me/kg/i 27,5+1,7 14,6+1,4 22,0+2,1 16,0416
[}FX/ : 25,7+3,2° 11,8207 17,942, 1" 14,1+0,9
3 mg/kg/)
1
NPX 22,7424 16,0£2,0 21,7419 13,1£2,0

10 mg/kg/

14,0+1,2 15,1£3,0
17,3433 13,040
172+1,6 16,0+2,6

14,3+1,9 12,1+0,8

(n=4 plateaux et 4 condyles;j: p<0,05/control, *: p<0,05/MIA

[."expression de la iINOS dans les chondrocytes est largement augmentée au cours de
"arthrose au MIA au niveau des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux (Tableau 29,
Planche 5). Cette augmentation cst nettement marquée a J10 et J15. Par contre, ¢lle retrouve
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un niveau basal a J20. Cette augmentation est plus marquée dans les zones superficielles que

dans les zones profondes du cartilage.

Les traitements sont sans effet significatif sur I’expression de iNOS.

V.2. COX-2

L’expression de COX-2 est augmentée de fagon significative dans le cartilage des rats MIA
non traités. Cette augmentation est plus marquée dans les zones superficielles que dans les
zones profondes du cartilage articulaire (Tableau 30, Planche 6).
L’expression de COX-2 est maximale a J10 puis diminue progressivement jusqu’a J20 pour

retrouver son niveau basal d’expression.

Les traitements diminuent I’expression de COX-2, de fagon plus marquée dans les zones
profondes que dans les zones superficielles du cartilage.

Tableau 30 Pourcentage de chondrocytes positifs pour COX-2, détectée par immunohistochimie,
dans le cartilage articulaire de rat arthrosique (MIA) ou non, traité ou non par AINS

% chondrocytes positifs

Superficie  Profondeur _ Superficie  Profondeur Superficie Profondeur
Controle -- 18,3+1 4 10,0£1,1  ~-eme -
MIA 30,9+2,9° 15,6+1,5 22,3+0,8 12,9+1,1 16,2+1,8 11,0415
0,03 mg
RFX

+ 23242 415 n 13

075 mgkgj 20 7E10 11,4+0,7 23,242, 11,4415 189409 6,513
RFX # # :: 9 A
3 mg/kg/j 20,2423 9,68+1,9 16,7+£2,6 8.8+1,1 20,8+7 4 12,8+£3.6
NPX 4 o} 3o Mo I e By A1
10 mgkgrj  20okLA 12,0£1,7 19,342, 91414  333437% 11,6430

(n=4 plateaux et 4 condyles; : p<0,05/control, *: p<0,05/MIA



Etude expérimentale-3""° Partie

Planche 3.

L NS SN

MIA

RFX 0.75

MIA

RFX 3

Sections representatives de cartilage montrant la détection de la mort cellulaire dans les
chondrocytes par la réaction de Tunel sur des coupes sagittales d’articulations de rat (plateaux
tibiaux), injectés ou non avec du MIA 0,03 mg, et effet des traitements de 10, 15 ou 20 jours
par du rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par du naproxeéne (NPX) a la dose
de 10 mg/kg/j (grossissement total X100)
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Planche 4.

J20

Sections representatives de cartilage montrant la détection de la caspase-3 active par
immunohistochimie dans les chondrocytes sur des coupes sagittales d’articulations de rat
(plateaux tibiaux), injectés ou non avec du MIA 0,03 mg, et effet des traitements de 10, 15 ou
20 jours par du rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par du naproxéne (NPX) a
la dose de 10 mg/kg/j (grossissement total X100)
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Planche 5. Témoin |
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Sections representatives de cartilage montrant la détection de la iNOS par immunohistochimie
dans les chondrocytes sur des coupes sagittales d’articulations de rat (plateaux tibiaux),
injectés ou non avec du MIA 0,03 mg, et effet des traitements de 10, 15 ou 20 jours par du
rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par du naproxéne (NPX) a la dose de 10
mg/kg/j (grossissement total X100)
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Planche 6.
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Sections representatives de cartilage montrant la détection de COX-2 par immunohistochimie
dans les chondrocytes sur des coupes sagittales d’articulations de rat (plateaux tibiaux),
injectés ou non avec du MIA 0,03 mg, et effet des traitements de 10, 15 ou 20 jours par du
rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par du naproxéne (NPX) a la dose de 10
mg/kg/j (grossissement total X100)
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Effet d’un inhibiteur mixte COX/5-LOX,
ML-3000, sur I'apoptose chondrocytaire
dans I'arthrose expérimentale

par LCA chez le chien
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MATERIEL ET METHODE

I. Animaux et traitements

L1 Animaux

L’étude a été réalisée sur des chiens croisés adultes (n=22), agés de 2 a 3 ans, pesant 25 a 30
kg. Les animaux sont hébergés dans une ferme d’élevage, avec un libre accés a I’exercice.

1.2, Induction de Uarthrose

L’arthrose est induite comme décrite précédemment par Pelletier et coll, 1999, par la section
chirurgicale du ligament crois¢ antérieur droit. Les animaux sont anesthésiés par une injection
intraveineuse de pentobarbital (25 mg/kg) et intubés. La section du ligament croisé antérieur
est pratiquée chirurgicalement en conditions stériles.

1.3. Traitements

Les animaux sont répartis en 3 groupes: Groupe 1- animaux ayant subi la section du
ligament croisé antérieur droit et recevant un traitement placebo ; Groupe 2- animaux ayant
subi la section du ligament croisé antérieur droit et traité oralement par 2,5 mg/kg/j de ML-
3000 (Merckle GmbH, Ulm, Allemagne); Groupe 3- animaux ayant subi la section du
ligament croisé antérieur droit et traité oralement par 5 mg/kg/; de ML-3000.

Le traitement est administré de fagon biquotidienne, sous la forme de comprimé et commence
immédiatement aprés I’opération. Les animaux sont sacrifiés aprés 8 semaines de traitement.
Le groupe contrdle regoit un placebo sous la forme de carboxyméthylcellulose encapsulée.

ll. Etude de I'effet de I’inhibition mixte COX/5-LOX sur I'apoptose

chondrocytaire

IL 1. Préparation des spécimens

Les études immunohistochimiques sont réalisées sur des échantillons de cartilage prélevés au
niveau des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux d’animaux arthrosiques, ayant ou non
regu un traitement. Les échantillons sont prélevés en bordure des Iésions dans les groupes
arthrosiques.

Les spécimens sont tout d’abord fixés dans TissuFix#2 (Laboratoires Gilles Chaput,
Montréal, Québec, Canada) pour 24 heures avant d’étre déshydratés et inclus dans la
paraffine. Les coupes de 5 um sont réalisées & I’aide d’un microtome (Leica) et placées sur
des lames Superfrost Plus (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada).
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11.2. Détection de I’apoptose in situ

La déctection de la fragmentation de I’ADN est réalisée comme décrit précédemment
(Pelletier et coll, 1999) avec le kit ApopTag de détection de I’apoptose in situ (Intergen,
Purchase, NY). Brievement, les coupes sont digérées pendant 45 minutes a 37°C par 0,25
unité/ml de chondroitinase ABC pH 8,0 (Sigma-Aldrich Canada, Oakville, Ontario, Canada)
dans du PBS pH 7,4, puis perméabilisées dans un bain a 0,3% de Triton X100 (Sigma-
Aldrich, Canada) pendant 20 minutes a température ambiante. Elles sont enfin digérées
pendant 15 minutes a 37°C par de la protéinase K (20 pg/ml ; Sigma-Aldrich, Canada). Les
lames sont lavées entre chaque étape dans du PBS pH 7,4 a trois reprises. Les extrémités 3’ de
I’ADN générées par la fragmentation génomique sont détectées grace a des dUTP couplés a
la  digoxygénine, ajoutés aux extrémités de I’ADN par une terminale
deoxynucleotidyltransférase (TdT). Ces nucléotides sont ensuite reconnus par un conjugué
couplé a la peroxydase. Le marquage est révélé grace a un substrat de la peroxydase (DAB,
Intergen) (Figure 58). Les coupes sont contrecolorées a I’éosine et montées de fagon
permanente avec du permount (Fisher Scientific, Canada).

Méthode indirecte

Terminaisons générées par I’apoptose:
fragments d’ADN de la taille d*un nucléosome

- g
-

Etape 1 de I’Apoptag ®:

élongation des extrémités avec des ANTP
marqués a la digoxigénine (DIG)

r’?
Etape 2 de I’Apoptag ®:

fixation de I’anticorps anti-DIG conjugué a
la peroxydase

Etape 3 de I’Apoptag ®:
Détection du marquage avec le substrat
DAB

Figure 58 Représentation schématique de la détection /in situ de la mort cellulaire avec le kit Apoptag
® (Intergen)
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lll. Etudes immunohistochimiques

Les spécimens sont fixés, deshydratés et inclus dans la paraffine comme décrit plus haut et les
coupes sont traitées comme décrit précédemment (Moldovan et coll, 1997 ; Pelletier et coll,
1993). Elles sont déparaffinées dans le toluéne et réhydratées dans des bains d’alcool de titre
décroissant. Elles sont ensuite perméabilisées par une digestion de 90 minutes & 37°C par 0,25
unités/ml de chondroitinase ABC pH 8,0 (Sigma-Aldrich, Canada), puis incubées pendant 30
minutes dans une solution a 3% de Triton X100 dans du PBS pH 7,4. Comme précédemment,
les lames sont incubées dans une solution a 0,3% de peroxyde d’hydrogene pendant 10
minutes a température ambiante. Les spécimens sont incubés pendant 18 heures a 4°C avec
les différents anticorps : i) anticorps polyclonal de lapin (IgG) anti-caspase-3 (5 ug/ml, R&D
Systems, Minneapolis, MN) reconnaissant uniquement la forme active (sous-unité p20) ; ii)
anticorps polyclonal de lapin (IgG) anti-thCOX-2 (dilution 1/250, Oxford Biochemical
Research Inc., Oxford, MI) ; iii) anticorps polyclonal de lapin (IgG) anti-NOS 2 (1 pg/ml;
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA). Les spécimens ont €t€ bloqués au préalable
avec une solution universelle de blocage (Dako Diagnositics Canada Inc., Mississauga,
Ontario, Canada) pendant 30 minutes & température ambiante. Les lames sont marquées en
utilisant la méthode du complexe avidine-biotine (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Cette méthode consiste & incuber les spécimens avec un anticorps
secondaire anti-lapin biotinylé pour 45 minutes a température ambiante puis avec un
complexe avidine-biotine-peroxydase pour 45 minutes & température ambiante. Toutes les
incubations sont faites dans une chambre humide. La coloration est développée avec un
substrat chromogéne DAB (Dako Diagnositics Canada Inc.).

Tous les anticorps ont ¢té testés préalablement pour leur spécificité envers les formes canines
de caspase-3, COX-2 et iNOS (Pelletier et coll, 2000 ; Pelletier et coll, 1999).

La spécificité du marquage a été confirmée par différents contrdles: i) immunoabsorbé
(incubation de I’anticorps pendant 1 heure & 37°C avec le peptide correspondant ou la
protéine recombinante 10 a 20 fois en exces); ii) omission du premier anticorps; iii)
substitution du premier anticorps par un sérum pré-immun autologue.

Les coupes sont examinées au microscope (Leitz Orthplan, Ville St-Laurent, Québec, Canada)
et photographiées en utilisant des films Kodak Ektachrome 64 ASA (Rochester, NY) a un
grossissement total de 100.

IV. Analyse morphométrique

Trois sections de chaque condyle femoral et plateau tibial de chaque spécimen sont examinées
sous la lumiere du microscope. Chaque section est scorée séparément. Ces données sont
intégrées sous la forme d’une moyenne pour chaque spécimen. Le nombre de chondrocytes
marqués positivement dans les zones superficielles (couche superficielle et partie supérieure
de la zone intermédiaire) du cartilage est estimé comme décrit précédemment (Moldovan et
coll, 1997 ; Pelletier et coll, 1999) pour la réaction de TUNEL, la caspase-3, la COX-2 et la
iNOS.

Le nombre total de chondrocytes et le nombre de chondrocytes marqués est déterminé pour
les différentes zones du cartilage. Les résultats sont exprimés sous la forme d’un pourcentage
de chondrocytes positifs par rapport au nombre total de chondrocytes.
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Les résultats sont donnés sous la forme d’une moyenne + sem.

V. Analyse statistique

Les résultats sont donnés sous la forme de moyennetsem. L’analyse statistique est faite sur
les valeurs brutes et les différences sont analysées avec le test U de Mann-Withney. Les
différences sont considérées significative pour une valeur de p<0,05.
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RESULTATS

I. Apoptose chondrocytaire

Une large proportion des chondrocytes réagissent positivement a la réaction de Tunel dans les
zones superficielles du cartilage des chiens du groupe OA-placebo (Tableau 31, Planche 7).
Des études précédentes avaient mis en évidence que les cellules positives dans le cartilage OA
lors de la réaction de Tunel étaient significativement plus nombreuses que dans le cartilage
normal (Pelletier et coll, 1998). Le traitement avec le ML-3000 a des doses thérapeutiques
réduit de fagon significative, non seulement le score macroscopique de sévérité d’arthrose
(Jovanovic et coll, 2001), mais aussi le nombre de chondrocytes positifs dans le cartilage
articulaire. La réduction ne semble pas étre dépendante de la dose.

Tableau 31 Pourcentage de mort cellulaire détectée dans les chondrocytes (ApopTag, Intergen),
dans le cartilage articulaire arthrosique de chien, traité ou non avec le ML-3000 2,5 ou 5 mg/kg/j

Groupe Nombre % de cellules positives
d’animaux Condyles Fémoraux Plateaux Tibiaux

OA (placebo) 7 30,8+1,9 31,024

ML-3000 9,6+1,9 12,0+1,7

2,5 mg/kg/j / P<0,0001 'p<0,0001

ML-3000 11,5+1,9 14,0+1,8

5 mg/kg/i ’ »<0,0001 p<0,0002

* . les valeurs de p sont données par rapport au groupe OA (placebo)
Il. Détection d’un effecteur de Fapoptose par immunohistochimie : la
caspase-3 active

Tableau 32 Pourcentage d'expression de la caspase-3, détecté dans les chondrocytes, dans le
cartilage articulaire arthrosique de chien, traité ou non avec le ML-3000 2,5 ou 5 mg/kg/

Groupe Nombre % de cellules positives
d’animaux Condyles Fémoraux Plateaux Tibiaux

OA (placebo) 7 30,5+2,7 29,643 4

ML-3000 6,6+1,5 5,4+1,1

2.5 mg/kgi 7 "2<0,0001 90,0001

ML-3000 3,7+1,1 2,5+0,6

5 mg/kglj 7 p<0,0001 "p<0,0001
'p<0,05 "D<0,04

* - les valeurs de p sont données par rapport au groupe OA (placebo)
* . les valeurs de p sont doeterminées par rapport au groupe ML-3000 2,5 mgkg/j
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Sections representatives de cartilage montrant la détection de la mort cellulaire dans les
chondrocytes par la réaction de Tunel dans les condyles fémoraux (gauche) et les plateaux
tibiaux (droite), de chiens OA (placebo) (A et B) et de chiens traités par du ML-3000 2,5

mg/kg/j (C et D) et 5 mg/kg/j (E et F) (grossissement X100)
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Environ 30% des chondrocytes des couches superficielles du cartilage arthrosique sont
positifs pour la caspase-3 active (Tableau 32, Planche 8). Chez les chiens traités, le nombre
de chondrocytes marqués positivement pour la caspase-3 active est réduit de fagon
significative. Comme pour les résultats obtenus avec le Tunel, les deux doses de ML-3000
testées dans cette étude provoque la méme inhibition de ’expression de la caspase-3.

lil. Détection des médiateurs potentiels de 'apoptose par

immunohistochimie

L1 INOS
Une large proportion de chondrocytes sont positifs pour la iNOS dans la cartilage OA de
chien (Tableau 33, Planche 9). Les spécimens des groupes traités par le ML-3000 montrent
une réduction significative du marquage pour la iNOS. Comme nous I’avons mentionné
précédemment, il n’y a pas de dose-dépendance dans I’inhibition de I’expression de I’enzyme.

Tableau 33 Pourcentage d’expression de la iNOS, détecté dans les chondrocytes, dans le cartilage
articulaire arthrosique de chien, traité ou non avec le ML-3000 2,5 ou 5 mg/kg/j

Groupe Nombre % de cellules positives
d’animaux Condyles Fémoraux Plateaux Tibiaux

OA (placebo) 7 24.8+29 29,442 3

ML-3000 12,1+0,9 11,1+1,4

2.5 mg/kgi 7 "p<0,002 "p<0,001

ML-3000 10,7+1,7 11,1+1,0

5 mgfkefj / '<0,002 50,001

" les valeurs de p sont données par rapport au groupe OA (placebo)
nar2, cox-2

Tableau 34 Pourcentage d’expression de COX-2, détecté dans les chondrocytes, dans le cartilage
articulaire arthrosique de chien, traité ou non avec le ML-3000 2,5 ou 5 mg/kg/j

Groupe Nombre % de cellules positives
d’animaux Condyles Fémoraux Plateaux Tibiaux
OA (placebo) 7 31,7+1,4 30,1£2,0
ML-3000 . 15,9+1,0 16,6+1,2
2,5 mg/kg/j p=0,001 p<0,001
ML-3000 10,8+1,1 10,4+1,3
5 mg/kg/j 7 p<0,002 p<0,00/
*p<0,004 "p<0,01

* . les valeurs de p sont données par rapport au groupe OA (placebo)
# - les valeurs de p sont doeterminées par rapport au groupe ML-3000 2,5 mg/kg/j
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Environ 30% des chondrocytes dans le cartilage OA de chien sont positifs pour COX-2
(Tableau 34, Planche 10). Le ML-3000 produit une réduction significative du marquage dans
le cartilage des chiens traités. Cette réduction est dépendante de la dose.
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Sections représentatives de cartilage montrant I’expression de la caspase-3 active par
immunohistochimie, dans les condyles fémoraux (gauche) et les plateaux tibiaux (droite), de
chiens OA (placebo) (A et B) et de chiens traités par du ML-3000 2,5 mg/kg/j (C et D) et 5

mg/kg/j (E et F) (grossissement X100)
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Planche 9

Sections représentatives de cartilage montrant Dexpression de la iNOS par
immunohistochimie, dans les condyles fémoraux (gauche) et les plateaux tibiaux (droite), de
chiens OA (placebo) (A et B) et de chiens traités par du ML-3000 2,5 mg/kg/j (C et D) et 5
mg/kg/j (E et F) (grossissement X100)
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Planche 10.

Sections  représentatives de cartilage montrant D'expression de COX-2 par
immunohistochimie, dans les condyles fémoraux (gauche) et les plateaux tibiaux (droite), de
chiens OA (placebo) (A et B) et de chiens traités par du ML-3000 2,5 mg/kg/j (C et D) et 5
mg/kg/j (E et F) (grossissement X100)
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LICOFELONE (ML-3000), A DUAL INHIBITOR OF BOTH 5-LIPOXYGENASE AND

CYCLOOXYGENASES, REDUCES THE LEVEL OF CARTILAGE CHONDROCYTE
DEATH IN VIVO IN EXPERIMENTAL DOG OSTEOARTHRITIS: INHIBITION OF

PRO-APOPTOTIC FACTORS

Christelle Boileau’, Johanne Martel-Pelletier, Jean-Yves Jouzeau*, Patrick Netter‘,
Florina Moldovan, Stefan Lauferf, Susanne Tn'es*, and Jean-Pierre Pelletier

ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to evaluate the in vivo therapeutic efficacy of Licofelone, a
novel competitive dual inhibitor of 5-lipoxygenase (5-LOX) and cyclooxygenases (COX) in
chondrocyte death in the ligament transection canine model of osteoarthritis (OA), and to explore
its effect on the level of important factors involved in the apoptotic phenomenon, i.e. caspase-3,
COX-2 and inducible nitric oxide synthase (iNOS).

Methods. Cartilage specimens were obtained from three experimental groups of dogs: Group 1
— dogs subjected to a sectioning of the anterior cruciate ligament of the right knee and given
placebo treatment; Groups 2 and 3 — operated dogs that received oral treatment with Licofelone
(2.5 or 5.0 mg/kg/day, respectively) for eight weeks starting immediately after surgery. All dogs
were killed eight weeks post-surgery. The cartilage level of chondrocyte death was detected by
TUNEL reaction. The cartilage distribution of caspase-3, COX-2, and iNOS was documented by
immunohistochemistry using specific antibodies, and other levels were quantified by

morphometric analysis.



Results. In cartilage specimens from placebo-treated dogs, a large number of chondrocytes in
the superficial layers stained positive for TUNEL reaction. Treatment with therapeutic
concentrations of Licofelone (2.5 and 5.0 mg/kg/day) markedly reduced the level of chondrocyte
apoptosis to the same extent in both therapeutic groups (P<0.0001, P<0.002, respectively). In
these groups, the levels of caspase-3, COX-2 and iNOS in cartilage from both condyles and
plateaus were also significantly decreased (P<0.0001, P<0.0001, P<0.0002, respectively)
compared to the control (placebo) group.

Conclusions. This study shows that Licofelone is an effective treatment in vivo capable of
reducing the level of OA chondrocyte death. This effect is likely mediated by a decrease in the
level of caspase-3 activity, which may be related to the reduced production of two major factors
involved in chondrocyte apoptosis, NO and PGE,. These findings may explain, at least in part,
some of the mechanisms by which Licofelone reduces the progression of experimental OA.
Running footnote: Licofelone inhibits chondrocyte apoptosis
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INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA), the most common form of arthritic disease, includes changes at all
levels of all joint tissues, namely cartilage, synovial membrane, and the subchondral bone (1).
The progressive loss of cartilage during the course of the disease is complex and likely has many
origins. Based on results of the most recent studies on the pathophysiology of OA, the loss of
cartilage matrix, one of the most characteristic morphological changes of OA, is related to
several factors leading to an imbalance in synthetic and degradative processes (1,2). A great deal
of work has focused on factors responsible for reducing the anabolism of OA chondrocytes.
Today, the role of proinflammatory cytokines and nitric oxide (NO) seems preponderant (1-6).
However, an additional factor recently proposed is the death of chondrocytes. A number of
studies have demonstrated that apoptosis seems to be the most common phenomenon by which
OA chondrocytes die (7-9). This phenomenon is accentuated by the loss of matrix indicating
some kind of positive relationship between these two phenomena (10).

The chondrocyte death/apoptotic phenomenon in OA is complex and seems related to the
excess synthesis of a number of factors having pro-apoptotic activity in cartilage and synovium.
Among these, NO and prostaglandin E; (PGE;) seem predominant (1-4,11). The synthesis of
many of these factors is likely due to an excess production of cytokines. In addition, mechanical
factors seem also to play an important role (12).

Our recent study, using an experimental dog model of OA created by an anterior cruciate
ligament sectioning of the knee joint, has shown that Licofelone, a new anti-inflammatory drug
with competitive dual inhibitory activity on 5-lipoxygenase (5-LO) and cyclooxygenase (COX),
could reduce the progression of experimental OA (13). This effect was associated with a

decrease in the levels of interleukin (IL)-16 and matrix metalloprotease-1 (MMP-1). The aim of



the present study was to explore whether the effect of Licofelone in reducing cartilage damage
could also be related to other mechanisms and, more particularly, to those related to chondrocyte
death. In this study, we explored the effects of Licofelone on OA chondrocyte death, as well as

the mechanisms believed to be important regulators of this phenomenon.

MATERIALS AND METHODS

Specimen selection. Specimens of cartilage obtained from dogs from different experimental
groups included in our previous study (13) were used: Group 1 — dogs subjected to a sectioning
of the anterior cruciate ligament of the right knee and given placebo treatment; Group 2 — OA
dogs treated with Licofelone (2.5 mg/kg/day/orally); Group 3 - OA dogs treated with Licofelone
(5 mg/kg/day/orally) beginning immediately after surgery.

In situ detection of apoptosis. Cartilage sections were fixed in TissuFix #2 (Laboratoires Gilles
Chaput, Montreal, Quebec, Canada) for 24 hours and embedded in paraffin. Sections (5 pm)
were floated onto Superfrost Plus slides (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada). In situ
detection of cell death was performed as previously described (14) using the Apoptag® Plus
peroxidase in situ apoptosis detection kit (Intergen, Purchase, NY). Briefly, sections were
digested with chondroitinase ABC (0.25 units/ml; Sigma-Aldrich Canada, Oakville, Ontario,
Canada) in phosphate buffered saline (PBS; Sigma-Aldrich Canada) for 45 minutes at 37°C,
permeabilized with Triton X100 0.3% for 30 minutes, and further digested with proteinase K (20
pg/ml; Sigma-Aldrich Canada) for 30 minutes at room temperature. Nucleotides labeled with
dioxigenin were enzymatically added to the DNA by TdT (terminal deoxynucleotidyl

transferase). This was followed by binding to anti-digoxigenin antibody peroxidase conjugate,



which was detected with peroxidase substrate (Intergen). Sections were counterstained with
€eosin.
Immunohistochemical studies. Cartilage specimens from condyles and plateaus were
processed for immunohistochemical analysis as described (15,16). Briefly, specimens were
fixed in Tissufix #2 (Laboratoire Gille Chaput Inc.) for 24 hours then embedded in paraffin.
Sections (5 pm) of paraffin-embedded specimens were placed on Superfrost Plus slides (Fisher
Scientific), deparaffinized in toluene, hydrated in a graded series of ethanol, and preincubated
with chondroitinase ABC (0.25 units/ml) in PBS for 90 minutes at 37°C or followed by heating
at 65°C for 20 minutes in 10 mM sodium citrate buffer, pH 6.0 (for caspase-3 immunodetection).
After this, the specimens were washed in PBS, then permeabilized in Triton X100 (0.3%) for 30
minutes and washed again and then incubated with 0.3% hydrogen peroxide/methanol for 30
minutes. Slides were further incubated with Universal Blocking Solution (DAKO Diagnostics
Canada Inc., Mississauga, Ontario, Canada) for 30 minutes, blotted and then overlaid for 18
hours at 4°C in a humidified chamber with: (1) a rabbit polyclonal (IgG) anti-caspase-3 antibody
(5 pg/ml; R&D Systems, Minneapolis, MN), which recognized only the mature form (p20
subunit) of the enzyme, (2) a rabbit polyclonal antibody (IgG) against iNOS (1 pg/ml, Santa
Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA); and (3) a rabbit polyclonal antibody (IgG) against
rhCOX-2 (dilution 1/250, Oxford Biomedical Research Inc., Oxford, MI).

Each slide was washed three times in PBS (pH 7.4) then stained using the avidin-biotin
complex method (Vectastain ABC kit: Vector Laboratories, Burlingame, CA). This method
entails incubation in the presence of the biotin conjugated secondary antibody for 45 minutes at

room temperature followed by the addition of the avidin-biotin-peroxidase complex for 45



minutes. All incubations were carried out in a humidified chamber, and the color developed with
DAB substrate-chromogen (DAKO Diagnostics Canada Inc.) containing hydrogen peroxide.

To determine the specificity of staining, three control procedures were employed
according to the same experimental protocol: (1) use of adsorbed immune serum (1h, 37°C) with
a 10 to 20-fold molar excess of recombinant or purified antigen; (2) omission of the primary
antibody; and (3) substitution of the primary antibody with an autologous preimmune serum. All
of these antibodies have been demonstrated in previous studies to be specific for these dog
proteins (14,17).

Several sections were made from each block of cartilage, and slides from each specimen

were processed for immunohistochemical analysis. Each section was examined under a light
microscope (Leitz Orthplan: Wild Leitz, Ville St. Laurent, Quebec, Canada) and photographed
with Kodak Ektachrome 64 ASA film (Rochester, NY).
Morphometric analysis. Three sections from each femoral condyle and tibial plateau specimen
were examined using a Leitz Diaplan microscope (X40), and each section was scored separately.
These data were then integrated as a mean for each specimen. The number of chondrocytes
staining positive in the superficial zone (superficial and upper intermediate layers) of cartilage
for TUNEL reaction, caspase-3, COX-2 or iNOS was estimated as previously described (15,17).
Briefly, each section was divided into three different areas at the superficial layers of cartilage.
For each specimen, it was ensured before the evaluation that an intact cartilage surface could be
detected for use as a marker to validate the morphometric analysis.

The cell count scores were determined separately for the lateral and medial sides of the
condyles and plateaus. The total number of chondrocytes and the number of chondrocytes

staining positive were then quantitated separately for the superficial zone. The final results were



expressed as the percentage of positive chondrocytes. The maximum score for each cartilage
specimen was 100%. Each slide was evaluated by two independent observers under blinded

conditions (CB and JPP): variation between the observers’ findings was <5%.

RESULTS

Drug administration and circulating drug level. Licofelone was administered twice daily
(8:00 AM and 4:00 PM) with food, at a total daily dose of 2.5 mg/kg and 5.0 mg/kg (13). The
drug was given orally in a capsule. Drug treatment was initiated immediately after surgery and
continued for 8 weeks, after which time the animals were killed. The plasma concentration of
Licofelone was measured at 4 weeks and at the end of the study. The 4-week samples were
obtained at 2 hours (maximum concentration [Cyax]) and the 8-week samples at 12 hours
(minimum concentration [Cp,]) after the drug was administered. The mean + SEM 2-hour
postadministration serum level (Cpax) of Licofelone was 371 + 119 pg/ml and 629 + 331 pg/ml
in the 2.5 mg/kg/day and 5.0 mg/kg/day groups, respectively. These levels were comparable
with those in humans after the administration of Licofelone in single doses of 100 mg or 200 mg
(Merckle GmbH: internal file). The drug levels at the time the dogs were killed (Cpin) were 110
+ 17 pg/ml and 200 + 17 pg/ml in the 2.5 mg/kg/day and 5.0 mg/kg/day groups, respectively,
which are similar to those found in the phase II and III clinical trials in OA patients (Merckle
GmbH: internal file).

Cartilage chondrocyte death (Table 1, Figure 1). A large percentage of chondrocytes in the
superficial layers of OA cartilage from placebo-treated dogs stained positive for the TUNEL
reaction. We have previously demonstrated that in this OA model, the level of TUNEL positive

cells found in OA cartilage was statistically higher than that found in normal cartilage (4).



Treatment with therapeutic levels of Licofelone very significantly reduced the number of
apoptotic chondrocytes in the OA cartilage. The extent of reduction was quite similar for both
dosages of the drug that were tested in this study. The control done by omission of terminal
deoxynucleotidyl transferase showed only background staining (not shown).
Immunohistochemistry

Caspase-3 (Table 2, Figure 2). About 30% of the chondrocytes in the superficial layers of OA
cartilage from placebo-treated dogs stained positive for active caspase-3. In dogs treated with
Licofelone, a marked and significant decrease in the number of chondrocytes staining positive
for this enzyme was observed. The extent of this reduction in the level of caspase-3 was more
marked with the 5 mg/kg/day than the 2.5 mg/kg/day dose regimen. Controls showed only
background staining (not shown).

iNOS (Table 3, Figure 3). A large number of chondrocytes in the superficial layers of OA
cartilage from condyles and plateaus demonstrated a positive staining for iNOS. Specimens
from the two groups of dogs treated with Licofelone showed a significant reduction in the
percentage of positive chondrocytes. There were, however, no differences between the two
therapeutic groups, either in femoral condyles or tibial plateaus, concerning the extent of
reduction. Controls showed only background staining.

Cox-2 (Table 4, Figure 4). Over 30% of the chondrocytes in the superficial layers of OA
cartilage, both in condyles and plateaus, expressed COX-2. There was a very significant
decrease in the number of cells expressing COX-2 in specimens from condyles and plateaus in
the two experimental groups treated with Licofelone. There was a slight tendency for the effect
to be more marked in the dogs treated with the highest dosage of the drug. Controls showed only

background staining (not shown).



DISCUSSION

This study demonstrates that under actual experimental conditions, Licofelone is a potent
inhibitor of OA chondrocyte death in vivo. This new anti-inflammatory compound was
previously reported to be a potent in vivo inhibitor of 5-LOX and COX in experimental dog OA,
as well as an effective drug capable of reducing the development of cartilage degradation (13).
The present study gives new information on the potential mechanisms by which this drug could
exert its cartilage-sparing effects.

The participation of chondrocyte death by apoptosis in cartilage destruction is very likely
during the OA process (3,6,8-10,18). The reduction in the number of living cells, particularly in
the superficial layers of OA cartilage where a great deal of extracellular matrix degradation has
taken place, is certainly an important factor limiting the capacity of this tissue for self-repair (5).
Moreover, the death of chondrocytes must lead to the release of a number of catabolic factors
such as proteases, which could also contribute to cartilage matrix degradation. In fact, a previous
study in an experimental OA model demonstrated that an agent that can reduce the level of
chondrocyte apoptosis was also able to protect against the progression of cartilage lesions (19).
The relevance of these specific anti-arthritic agents toward their potential use for the treatment of
clinical OA is questionable since one may argue that the administration of agents able to
specifically and selectively inhibit apoptosis may also increase the risk of inducing malignant
disease when given systemically. In fact, drugs that can induce apoptosis in intestinal cells have
been clearly established as reducing the incidence of certain colon cancers (20,21). In regard to
OA, there is a need for agents that will inhibit apoptosis rather selectively in the joints or at the

site of inflammation.
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The mechanisms leading to OA chondrocyte death/apoptosis have been extensively
studied. Recent publications have demonstrated that a number of pathways, linked together, are
involved in this phenomenon. For instance, the implication of the caspase cascade has recently
been documented (22) and is to some extent related to the excessive production of NO within the
OA joint and more particularly by chondrocytes (23,24). Furthermore, the exact mechanisms(s)
by which NO induces chondrocyte apoptosis remains to be elucidated. Recent reports indicate
several possibilities, including direct DNA damage, generation of peroxynitrite, and inactivation
of antioxidant enzymes (25-28). Results of studies using human leukemic cell lines indicate that
NO might induce apoptosis via mitochondria damage and, more precisely, by cytochrome ¢
release leading to activation of the caspase enzymes (29).

The cytosolic aspartate-specific proteases (caspases) involve a family of enzymes
responsible for the “ordered” disassembly of cells (22). Caspase-8, caspase-9, and caspase-3 are
the primary enzymes involved in cell apoptosis. These enzymes induce cell death by a number
of mechanisms, including DNA fragmentation and inactivation of the proteins that protect cells
against apoptosis (22,30). They are present in the cytoplasm as proenzymes and can undergo
self-activation or be activated in a cascade-like manner by enzymes with similar specificity.
Caspase-9 is activated in response to agents or insults that induce the release of cytochrome c
from the inner mitochondrial membrane (31). Caspase-8 is activated by the cytoplasmic death
domains of the receptors. Caspase-8 and caspase-9 can activate caspase-3, which could amplify
the caspase-8 and caspase-9 signals. Upon activation, caspase-3 cleaves vital intracellular
proteins and additional caspases.

Moreover, recent studies from our laboratory have demonstrated that the induction of

apoptosis by NO, in OA chondrocytes, is mediated via the induction of COX-2 gene expression
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and subsequent increase in the production of endogenous PGE; (11). The exact mechanism by
which PGE; is involved in chondrocyte apoptosis is actually under exploration in our laboratory.
This finding is an interesting one because in cancer cells, prostaglandins are believed to have an
inverse effect by having anti-apoptotic properties (20,21,32).

The actual study demonstrated that Licofelone was capable of reducing dramatically OA
chondrocyte death/apoptosis, particularly in the lesional area of the cartilage. This effect was
present in concentrations of Licofelone which were within the therapeutic range (13). This effect
was also closely associated with a reduction in the level of the mature form of caspase-3,
explaining the mechanism by which the drug could reduce chondrocyte death/apoptosis.
Moreover, Licofelone was found to inhibit significantly the expression of both iNOS and
COX-2. Taken together, these results clearly show that this drug reduces chondrocyte
death/apoptosis by inhibiting the production of two major factors which have been identified as
being involved in the activation of the caspase cascade, namely NO and PGE,. There are several
hypotheses to explain the effects of Licofelone on these pathways. Firstly, this drug was
demonstrated as reducing the synthesis of IL-18 by the synovial cells in experimental dog OA
(13). This action could possibly be related to the capacity of Licofelone to inhibit the activity of
5-LOX and the synthesis of LTB4 (33). Recent studies have also identified that a mutual cross-
talking exists between the iNOS and COX pathways which may provide an additional
explanation for the action of Licofelone. These findings can be summarized as follows: the level
of COX-2 is autoregulated by PGE, and upregulated by NO, the level of iNOS is autoregulated
by NO and upregulated by PGE; (34). Therefore, Licofelone being a potent inhibitor of COX-2,
the inhibition of PGE; production could explain the reduction in the level of COX-2 and iNOS.

Moreover, recent findings from our laboratory have indicated that LTBy could also upregulate
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COX-2 expression (35), and therefore, the inhibition of 5-LOX by Licofelone may provide an
additional explanation for the reduction in the level of COX-2 induced by this drug in OA
chondrocytes.

In summary, this study demonstrates that Licofelone, a new anti-inflammatory drug with
dual balanced inhibitory activity against COX and 5-LOX, reduces chondrocyte death/apoptosis
in vivo in OA cartilage. This effect is regulated by the inhibition of two potent pro-apoptotic
pathways in chondrocytes, namely COX-2 and iNOS, and the subsequent decrease in the
activation of the caspase cascade. These findings provide additional information about the
possible mechanisms by which Licofelone could reduce the progression of the structural changes

of experimental dog OA.

13



ACKNOWLEDGMENTS
We would like to thank Heather Yampolsky and Santa Fiori for their invaluable assistance in the

preparation of the manuscript and Dr. Dragan Jovanovic for his scientific expertise.

14



REFERENCES

1%

Pelletier JP, Martel-Pelletier J, Howell DS. Etiopathogenesis of osteoarthritis. In:
Koopman WIJ, editor. Arthritis & Allied Conditions. A Textbook of Rheumatology.14th

ed. Baltimore: Williams & Wilkins; 2000:2195-245.

Martel-Pelletier J, Di Battista JA, Lajeunesse D. Biochemical factors in joint articular
tissue degradation in osteoarthritis. In: Reginster JY, Pelletier JP, Martel-Pelletier J,
Henrotin Y, editors. Osteoarthritis: Clinical and Experimental Aspects. Berlin: Springer-

Verlag; 1999:156-87.

Amin AR, Abramson SB. The role of nitric oxide in articular cartilage breakdown in

osteoarthritis. Curr Opin Rheumatol 1998;10:263-8.

Pelletier JP, Jovanovic D, Fernandes JC, Manning PT, Connor JR, Currie MG et al.
Reduced progression of experimental osteoarthritis in vivo by selective inhibition of

inducible nitric oxide synthase. Arthritis Rheum 1998;41:1275-86.

Studer R, Jaffurs D, Stefanovic-Racic M, Robbins PD, Evans CH. Nitric oxide in

osteoarthritis. Osteoarthritis Cartilage 1999;7:377-9.

Lotz M. The role of nitric oxide in articular cartilage damage. Rheum Dis Clin North Am

1999;25:269-82.

Blanco FJ, Ochs RL, Schwarz H, Lotz M. Chondrocyte apoptosis induced by nitric oxide.

Am J Pathol 1995;146:75-85.

Blanco FJ, Guitian R, Vazquez-Martul E, de Toro FJ, Galdo F. Osteoarthritis chondrocytes

15



10.

Lilic

12,

13.

14.

die by apoptosis. A possible pathway for osteoarthritis pathology. Arthritis Rheum

1998;41:284-9.

Kim HA, Lee YJ, Seong SC, Choe KW, Song YW. Apoptotic chondrocyte death in human

osteoarthritis. J Rheumatol 2000;27:455-62.

Hashimoto S, Ochs RL, Komiya S, Lotz M. Linkage of chondrocyte apoptosis and cartilage

degradation in human osteoarthritis. Arthritis Rheum 1998;41:1632-8.

Notoya K, Jovanovic DV, Reboul P, Martel-Pelletier J, Mineau F, Pelletier JP. The
induction of cell death in human osteoarthritis chondrocytes by nitric oxide is related to the
production of prostaglandin E2 via the induction of cyclooxygenase-2. J Immunol

2000;165:3402-10.

Loening AM, James IE, Levenston ME, Badger AM, Frank EH, Kurz B et al. Injurious
mechanical compression of bovine articular cartilage induces chondrocyte apoptosis. Arch

Biochem Biophys 2000;381:205-12.

Jovanovic DV, Fernandes JC, Martel-Pelletier J, Joliceour FC, Reboul P, Laufer S et al.
The in-vivo dual inhibition of cyclooxygenase and lipoxygenase by ML-3000 reduces the
progression of experimental osteoarthritis. Suppression of Collagenase-1 and interleukin-

Ibeta synthesis. Arthritis Rheum 2001;44:2320-2330.

Pelletier JP, Jovanovic DV, Lascau-Coman V, Fernandes JC, Manning PT, Connor JR et al.
Selective inhibition of inducible nitric oxide synthase reduces progression of experimental
osteoarthritis in vivo: possible link with the reduction in chondrocyte apoptosis and caspase

3 level. Arthritis Rheum 2000:43:1290-9.

16



15.

16.

17.

18.

13

20.

21

Moldovan F, Pelletier JP, Hambor J, Cloutier JM, Martel-Pelletier J. Collagenase-3 (matrix
metalloprotease 13) is preferentially localized in the deep layer of human arthritic cartilage

in situ: in vitro mimicking effect by transforming growth factor beta. Arthritis Rheum

1997;40:1653-61.

Pelletier JP, Faure MP, Di Battista JA, Wilhelm S, Visco D, Martel-Pelletier J. Coordinate
synthesis of stromelysin, interleukin-1, and oncogene proteins in experimental

osteoarthritis. An immunohistochemical study. Am J Pathol 1993;142:95-105.

Pelletier JP, Lascau-Coman V, Jovanovic D, Fernandes JC, Manning P, Currie MG et al.
Selective inhibition of inducible nitric oxide synthase in experimental osteoarthritis is

associated with reduction in tissue levels of catabolic factors. J Rheumatol 1999;26:2002-

14.

Pelletier JP, Martel-Pelletier J, Abramson SB. Osteoarthritis, an inflammatory disease:
potential implication for the selection of new therapeutic targets. Arthritis Rheum

2001:;44:1237-47.

Takahashi K, Hashimoto S, Kubo T, Hirasawa Y, Lotz M, Amiel D. Effect of hyaluronan
on chondrocyte apoptosis and nitric oxide production in experimentally induced

osteoarthritis. J Rheumatol 2000:27:1713-20.

Janne PA, Mayer RJ. Chemoprevention of colorectal cancer. N Engl J Med

2000;342:1960-8.

Steinbach G, Lynch PM, Phillips RK, Wallace MH, Hawk E, Gordon GB et al. The effect

of celecoxib, a cyclooxygenase-2 inhibitor, in familial adenomatous polyposis. N Engl J

17



22.

2.3

24,

25.

26,

29

28.

29,

Med 2000;342:1946-52.
Thornberry N, Lazebnik YA. Caspases: enemies within. Science 1998;281:1312-6.

Stadler J, Stefanovic-Racic M, Billiar TR, Curran RD, MclIntyre LA, Georgescu HI et al.
Articular chondrocytes synthesize nitric oxide in response to cytokines and

lipopolysaccharide. J Immunol 1991;147:3915-20.

Amin AR, Di Cesare PE, Vyas P, Attur MG, Tzeng E, Billiar TR et al. The expression and
regulation of nitric oxide synthase in human osteoarthritis-affected chondrocytes: evidence

for an inducible "neuronal-like" nitric oxide synthase. J Exp Med 1995;182:2097-102.

Nguyen T, Brunson D, Crespi CL, Penman BW, Wishnok JS, Tannenbaum SR. DNA

damage and mutation in human cells exposed to nitric oxide in vitro. Proc Natl Acad Sci

USA 1992;89:3030-4.

Lin KT, Xue JY, Nomen M, Spur B, Wong PY. Peroxynitrite-induced apoptosis in HL-60

cells. J Biol Chem 1995;270:16487-90.

Dobashi K, Pahan K, Chahal A, Singh I. Modulation of endogenous antioxidant enzymes

by nitric oxide in rat C6 glial cells. J Neurochem 1997;68:1896-903.

Asahi M, Fujii J, Suzuki K, Seo HG, Kuzuya T, Hori M et al. Inactivation of glutathione

peroxidase by nitric oxide. Implication for cytotoxicity. J Biol Chem 1995;270:21035-9.

Ushmorov A, Ratter F, Lehmann V, Droge W, Schirrmacher V, Umansky V. Nitric-oxide-
induced apoptosis in human leukemic lines requires mitochondrial lipid degradation and

cytochrome C release. Blood 1999;93:2342-52.

18



30.

31.

32.

33.

34.

35.

Nagata S. Apoptosis by death factor. Cell 1997;88:355-65.

Li P, Nijhawan D, Budihardjo I, Srinivasula SM, Ahmad M, Alnemri ES et al. Cytochrome
¢ and dATP-dependent formation of Apaf-1/caspase-9 complex initiates an apoptotic

protease cascade. Cell 1997;91:479-89.

Prescott SM. Is cyclooxygenase-2 the alpha and the omega in cancer? J Clin Invest

2000;105:1511-3.

Rainsford KD, Ying C, Smith F. Effects of S-lipoxygenase inhibitors on interleukin
production by human synovial tissues in organ culture: comparison with interleukin-1-

synthesis inhibitors. J Pharm Pharmacol 1996;48:46-52.

Pelletier JP, Fernandes JC, Jovanovic DV, Reboul P, Martel-Pelletier J. Chondrocyte death
in experimental osteoarthritis is mediated by MEK 1/2 and p38 pathways: role of COX-2

and iINOS. J Rheumatol 2001;28:2509-2519.

He W, Pelletier JP, Martel-Pelletier J, Laufer S, Di Battista JA. The synthesis of
interleukin-1beta, tumour necrosis factor-o¢ and interstitial collagenase (MMP-1) is
eicosanoid dependent in human OA synovial membrane explants: Interactions with anti-

inflammatory cytokines . J Rheumatol 2001;(In press).

19



Table 1. Level of chondrocyte death (TUNEL reaction) in canine knee cartilage*

No. of % positive cells
Group Animals Femoral condyles Tibial plateaus
OA (placebo) 7 30.8+1.9 31.0+x24
Licofelone 7 96+1.9 120+ 1.7
2.5 mg/kg/day (P<0.0001) (P<0.0001)
Licofelone v} 11.5£ 19 140+ 1.8
5.0 mg/kg/day (P<0.0001) (P<0.0002)

*Values are the mean = SEM. The osteoarthritis (OA) group was treated with the placebo. The Licofelone-treated
groups received 2.5 mg/kg or 5 mg/kg of Licofelone orally each day for 8 weeks, beginning immediately after surgery.
All dogs were killed and tissues examined at 8 weeks. Statistical analysis by Mann-Whitney U test. P values were

compared to OA control group.
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Table 2. Caspase-3 level in canine knee cartilage”

No. of % positive cells
Group Animals Femoral condyles Tibial plateaus

OA (placebo) 7 30.5+2.7 29.6 +3.4
Licofelone 7 6.6 £1.5 54+1.1
2.5 mg/kg/day (P<0.0001) (P<0.0001)
Licofelone 7 3711 2.5+ 0.6
5.0 mg/kg/day (P<0.0001) (P<0.0001)

(P<0.05) "(P<0.04)

" Values are the mean = SEM. See Table 1 for explanations and definitions.
P value versus the OA group, by Mann-Whitney U test.

" P value versus Licofelone 2.5 mg/kg/day, by Mann-Whitney U test.
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Table 3. iNOS level in canine knee cartilage”

No. of % positive cells
Group Animals Femoral condyles Tibial plateaus
OA (placebo) 7 248+29 29423
Licofelone 7 12.1 0.9 11.1+14
2.5 mg/kg/day (P<0.002) (P<0.001)
Licofelone i 107k 1.7 111 £ 1.0
5.0 mg/kg/day (P<0.002) (P<0.001)

" Values are the mean + SEM. See Table 1 for explanations and definitions.

P value versus the OA group, by Mann-Whitney U test.



Table 4. COX-2 level in canine knee cartilage’

No. of % positive cells
Group Animals Femoral condyles Tibial plateaus

OA (placebo) 31.1x1.4 30.1 2.0
Licofelone i 159+ 1.0 166 +1.2
2.5 mg/kg/day (P<0.001) (P<0.001)
Licofelone 7 10.8 + 1.1 104+13
5.0 mg/kg/day (P<0.001) (P<0.001y

'(P<0.004) '"(P<0.01)

" Values are the mean + SEM. See Table 1 for explanations and definitions.

P value versus the OA group, by Mann-Whitney U test.

t

P value versus Licofelone 2.5mg/kg/day group, by Mann-Whitney U test.

23



FIGURE LEGENDS

Figure 1. Representative sections of cartilage showing in situ detection of chondrocyte
death by TUNEL reaction staining in femoral condyles (left) and tibial plateaus (right). A and B,
placebo-treated OA dog. C and D, OA dog treated with Licofelone at 2.5 mg/kg/day. E and F,
OA dog treated with Licofelone at 5.0 mg/kg/day. (Original magnification X 100)

Figure 2. Representative sections of cartilage, showing immunostaining for caspase-3 in
femoral condyles (left) and tibial plateaus (right). A and B, placebo-treated OA dog. C and D,
OA dog treated with Licofelone at 2.5 mg/kg/day. E and F, OA dog treated with Licofelone at
5.0 mg/kg/day. (Original magnification X 100)

Figure 3. Representative sections of cartilage, showing immunostaining for iNOS in
femoral condyles (left) and tibial plateaus (right). A and B, placebo-treated OA dog. C and D,
OA dog treated with Licofelone at 2.5 mg/kg/day. E and F, OA dog treated with Licofelone at
5.0 mg/kg/day. (Original magnification X 100)

Figure 4. Representative sections of cartilage, showing immunostaining for COX-2 in
femoral condyles (left) and tibial plateaus (right). A and B, placebo-treated OA dog. C and D,
OA dog treated with Licofelone at 2.5 mg/kg/day. E and F, OA dog treated with Licofelone at

5.0 mg/kg/day. (Original magnification X 100)
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Les AINS, grice a leur pouvoir inhibiteur sur les COXs, sont largement prescrits pour
leurs propriétés antalgique et/ou anti-inflammatoire dans le traitement symptomatique de
I’arthrose. Des molécules ayant une tolérance digestive améliorée (Silverstein et coll, 2000 ;
Wallace et coll, 1994), sont donc susceptibles d’étre administrées de fagon chronique chez le
patient arthrosique. Cependant, cette administration ne doit pas s’accompagner d’effets
déléteres sur le cartilage, comme cela ’a ét¢ suggéré pour ’indométacine (Rashad et coll,
1989). Le but de ces deux études expérimentales était donc d’évaluer les effets d'inhibiteur
sélectif de COX-2, le Rofécoxib, et d’inhibiteur mixte COX/5-LOX, le ML-3000, sur le
cartilage articulaire, dans deux modéles expérimentaux d’arthrose. Ces modeles nous ont
permis de réaliser une évaluation séquentielle des modifications cartilagineuses, en
s’affranchissant de I’hétérogénéité des formes cliniques de I’arthrose humaine. D’autre part; il
paraissait intéressant d’étudier I’expression de deux protéines de la réaction inflammatoire,
iINOS et COX-2, dont I’activité peut étre modulée par ces molécules et qui sont susceptibles
de participer a la survie chondrocytaire. De plus, de nombreuses études ont mis en évidence
I’existence de régulations croisées entre ces deux voies inductibles (Salvemini, 1997 ; Cirino,
1998) et notamment une activation fonctionnelle de COX-2 par les espéces dérivées du NO
dans les chondrocytes (Nédélec et coll, 2001).

Dans le modele d’arthrose expérimentale au MIA, les expériences ont confirmé qu’il
existe une différence d’incorporation de sulfate radiomarqué selon la zone de la rotule
considérée. En effet, la partie centrale du cartilage rotulien montre une baisse de
I’incorporation, traduisant une diminution de la biosynthese des protéoglycanes, alors que le
phénomene inverse est observé en périphérie. Ces résultats sont cohérents avec ce qui a déja
été décrit dans ce modele chez le rat (Guingamp et coll, 1997) et chez la souris et semblent
caractéristiques des arthroses induites par les perturbations du métabolisme chondrocytaire
(Van der Kraan et coll, 1992). Ce phénoméne reproduit les différences d’anabolisme des
protéoglycanes du cartilage rapportées aprés une injection intra-articulaire d’IL-1 (Gegout et
coll, 1994) et serait un bon reflet de la sévérité de I’atteinte articulaire.

Notre étude montre que, aux doses testées, les AINS n’ont pas d’effet significatif sur
I’anabolisme des protéoglycanes du cartilage, suggérant un effet chondroneutre des molécules
dans nos conditions expérimentales. Plusieurs études se sont intéressées aux effets des AINS
sur la biosynthése des protéoglycanes du cartilage in vitro et in vivo. Ainsi, les AINS ont un
effet inhibiteur sur la biosynthése des protéoglycanes a fortes concentrations (Bjelle et
Eronen, 1991 ; Collier et Ghosh, 1991), méme si certains auteurs suggerent qu’ils pourraient
se distinguer les uns des autres par leur capacité a favoriser la fixation des facteurs de
croissance sur les chondrocytes (Dingle et Parker, 1997). Il faut cependant remarquer que, si
I’on considére I’exemple du naproxéne, un effet inhibiteur (Muir et coll, 1988 ; Dingle, 1999)
ou une absence d’effet (Brandt et Albrecht, 1990 ; Basleer et coll, 1992 ; Smith et coll, 1995)
ont été rapportés sur le métabolisme des protéoglycanes. Ceci souligne l’influence des
conditions expérimentales (espece, cartilage sain ou pathologique, durée d’exposition) sur
I’interprétation des résultats. De méme, nos résultats sont assez cohérents avec la majorité des
études in vivo. En effet, si I’acide tiaprofénique (Pelletier et Martel-Pelletier, 1991) et, a un
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degré moindre, le naproxéne (Ratcliffe et coll, 1993), ont démontré un effet protecteur sur le
cartilage, et que certains effets délétéres ont été observés avec les salicylés (Brandt et
Palmoski, 1984) ou I’indométacine (Desa et coll, 1989 ; Pettipher et coll, 1989), les AINS
n’ont généralement pas d’effet majeur sur le cartilage. D’ailleurs, les potentialités de I’acide
tiaprofénique pourraient relever de propriétés particuliéres, indépendantes de 1’inhibition des
COXs, comme I'inhibition des MMPs (Pelletier et coll, 1989 ; Sadowski et Steinmeyer,
2001). On ne dispose actuellement que de peu de données sur les effets des inhibiteurs
sélectifs de COX-2 sur le cartilage. Cependant, nous avons montré qu’a une posologie (3
mg/kg/j), correspondant & plus de deux fois la DEsy sur les paramétres d’efficacité anti-
inflammatoire (Chan et coll, 1999), le rofécoxib ne perturbe pas la biosynthese des
protéoglycanes. Bien que nous ne connaissions pas la contribution respective des deux
1soformes de COX dans le cartilage, le concept de sélectivité des AINS pour les COXs semble
transposable dans ce tissu (Blanco et coll, 1999), d’autant que I’expression de COX-2 a été
mise en évidence dans le cartilage de patients arthrosiques (Amin et coll, 1997). Nos résultats
ne mettent pas en évidence de différence lie a la sélectivité d’inhibition des COXs par les
AINS. Cependant, ils suggerent qu’un inhibiteur sélectif de COX-2 serait bien toléré par le
cartilage pathologique, méme & une posologie excessive.

L’étude histologique de la sévérité de I’atteinte arthrosique a confirmé I’ existence chez
les rats MIA, de 1ésions modérées du cartilage, mimant certains traits de ’arthrose humaine
(Bentley, 1974): nids de chondrocytes (« cluster ») ou mort cellulaire, érosion du cartilage et
remodelage osseux. En effet, le remodelage de I’os sous-chondral est observé dés J10, comme
c’est le cas précocément dans d’autres modeles expérimentaux (Collins et coll, 1994 ;
Messner et coll, 2000). De plus, les Iésions observées au niveau des plateaux tibiaux et des
condyles fémoraux sont de méme nature et sont réparties de fagon homogéne, contrairement a
I’hétérogénéite rapportée entre les zones portantes ou non portantes dans les modéles
d’arthrose par instabilit¢ (Van der Kraan et coll, 1989). Dans nos conditions expérimentales,
nous n’avons pas observé d’effets des AINS sur la sévérité des 1ésions et notamment pas de
déplétion supplémentaire en protéoglycanes (bleu de Toluidine) dans les couches
superficielles du cartilage. Ces résultats confirment la chondroneutralité des AINS dans ce
modele. Il faut cependant signaler que les effets protecteurs de certaines molécules, y compris
le naproxene (Ratcliffe et coll, 1993), ont toujours été rapportés dans le modele par section
ligamentaire. Pour le rofécoxib, I’absence d’effet est cohérente avec 1’absence d’effet
aggravant sur le pincement de I’interligne chez le patient arthrosique, aprés un an d’utilisation
(Tindall, 2000).

Nous avons confirmé que I’apoptose chondrocytaire est nettement augmentée dans le
modele au MIA (Guingamp et coll, 1998), aussi bien par la technique de Tunel que par la
détection de la caspase-3 active. La participation de la mort chondrocytaire par apoptose dans
la destruction du cartilage au cours du processus arthrosique est maintenant largement
documentée, tant chez ’Homme que chez I’animal (Amin et Abramson, 1998 ; Lotz et coll,
1999 ; Blanco et coll, 1998 ; Kim et coll, 2000 ; Hashimoto et coll, 1998 ; Pelletier et coll,
2001). La réduction du nombre de cellules, notamment dans les couches superficielles du
cartilage arthrosique, ou a été observée une dégradation importante de la matrice extra-
cellulaire, est certainement un des mécanismes importants dans la capacité des tissus a se
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régénérer (Studer et coll, 1999), d’ailleurs la perte d’adhésion du chondrocyte & la matrice
extracellulaire pourrait favoriser ’apoptose (Cao et Yang, 1999). Qui plus est, la mort des
chondrocytes peut favoriser la libération d’un certain nombre de facteurs cataboliques,
comme des protéases (Tetlow et coll, 2001 ; Lang et coll, 2000), susceptibles de favoriser la
dégradation de la matrice cartilagineuse. Il pourrait donc exister une sorte de cercle vicieux
auto-entretenu entre 1’apoptose et la dégradation de la matrice extracellulaire. Les protéases
cytosoliques aspartate-spécifiques ou caspases ,dont la caspase-8, la caspase-9 et la caspase-3
sont les premiéres enzymes impliquées dans la mort cellulaire par apoptose. Elles induisent la
mort cellulaire par un certain nombre de mécanismes, dont la fragmentation de ’ADN et
I’inactivation des protéines protégeant les cellules de ’apoptose (Thornberry et Lazebnick,
1998 ; Nagata, 1997). Elles sont présentes dans le cytoplasme sous la forme de pro-enzymes
et elles peuvent subir une auto-activation ou étre activées par la cascade des caspases par des
enzymes ayant une spécificité identique. La caspase-9 est activée en réponse a des agents ou a
des stimuli qui induisent la libération de cytochrome c¢ de la membrane interne des
mitochondries (Li et coll, 1997). La caspase-8 est activée par des signaux transmis & partir des
récepteurs cytoplasmiques. Les caspases-8 et -9 peuvent activer la caspase-3, qui peut elle-
méme amplifier le signal des deux autres. Aprés activation, la capase-3 clive des protéines
vitales intra-cellulaires et d’autres caspases. Dans nos conditions expérimentales, nous avons
observé un pourcentage plus important de cellules apoptotiques avec la technique de Tunel
qu’avec la détection de la caspase-3 active. Une explication possible est qu’un nombre non
négligeable de cellules nécrotiques pourrait étre détecté par la technique de Tunel (Grasl-
Kraupp et coll, 1995), ce qui conduirait a une surestimation du phénoméne apoptotique,
d’autant que le MIA n’est pas dénué de toxicité expérimentale in vitro (Cournil et coll, 2000).
Dans ce cas, I’expression de la caspase-3 active semble I’indicateur le plus fiable du processus
apoptotique. Les AINS ne modifient pas ce paramétre, ni d’ailleurs les résultats obtenus par la
technique de Tunel, suggérant qu’ils sont dénués d’effets pro ou anti-apoptotiques dans le
cartilage arthrosique.

Nous avons également montré que I’expression de deux genes précoces de la réaction
inflammatoire, iINOS et COX-2, ¢tait augmentée dans le cartilage au cours de la phase
précoce de ’arthrose (J10) et que cette expression diminuait avec le temps pour revenir a des
taux de base a J20. Ces résultats sont cohérents avec I’expression de iNOS et de COX-2 dans
le cartilage arthrosique humain (Amin et coll, 1997) et pourraient avoir une signification
physiopathologique puisque, parmi les mécanismes de ’apoptose, un role majeur a été
attribué au NO. Plusieurs publications ont souligné I’implication de la cascade des caspases
(Thornberry et Lazebnik, 1998) et son lien avec la production excessive de NO dans les
genoux arthrosiques et plus particulierement par les chondrocytes (Stadler et coll, 1991
Amin et coll, 1995). Le mécanisme exact par lequel le NO induit I’apoptose chondrocytaire,
reste 4 élucider. Plusieurs hypothéses ont €té envisagées, comme une action directe sur
I’ADN, la génération de peroxynitrite, ou I’inactivation d’enzymes anti-oxydantes (Nguyen et
coll, 1992 ; Lin et coll, 1995 ; Dobashi et coll, 1997 ; Asahi et coll, 1995). De plus, des études
récentes ont montré que, dans des chondrocytes arthrosiques, le NO est un médiateur de
’apoptose par [’intermédiaire de [I’induction de I’expression du géne de COX-2, et
[’augmentation consécutive de la production des PGE, endogénes (Notoya et coll, 2000). Le
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mécanisme exact par lequel les PGE, sont impliquées dans 1’apoptose chondrocytaire est en
cours d’exploration, mais une étude a montré qu’elles agiraient par un mécanisme direct
(Miwa et coll, 2000).

Dans notre étude, les AINS diminuent [’expression de iNOS et de COX-2 de fagon
considérable, surtout au stade précoce (J10). Cette inhibition est marquée dans les zones
profondes du cartilage et pourrait suggérer I’intervention de ces deux voies enzymatiques
dans les modifications survenant dans la zone calcifiée du cartilage et 1’os sous-chondral, au
cours de I’arthrose au MIA (entre J10 et J15). La contribution de COX-2 a été suggérée dans
la tumorigenese, qu’il s’agisse de cellules recto-coliques (Taketo et coll, 1998) ou de cellules
épithéliales (Liu et coll, 2001). Il était donc légitime de supposer que I’inhibition de COX-2
pourrait affecter la survie chondrocytaire. Cependant, nos résultats ne soutiennent pas cette
hypothése et semblent confirmer Iexistence d’une spécificité tissulaire déterminante pour les
effets des AINS sur I’apoptose. Ainsi, ils peuvent étre pro-apoptotiques dans le cas de cellules
cancéreuses, notamment colorectales, ou les prostaglandines ont des propriétés anti-
apoptotiques (Janne et Mayer, 2000 ; Steinbach et coll, 2000 ; Prescott, 2000). En revanche,
ils seraient anti-apoptotiques dans les neurones (Tocco et coll, 1997) voire méme dans des
chondrocytes immortalisés stimulés par la staurosporine (Mukherjee et coll, 2001). Cette
variabilité d’effet pourrait traduire la vitesse de renouvellement différente de ces tissus, avec
une induction de I’apoptose limitée aux tissus a forte prolifération cellulaire.

Toutefois, la diminution d’expression des enzymes iNOS et COX-2 sous I’effet des
AINS reste inexpliquée dans la mesure ou ces molécules sont d’avantage des inhibiteurs
enzymatiques que des inhibiteurs transcriptionnels, méme si aucune modulation de la
production de NO par les AINS n’a été mise en évidence dans les chondrocytes en culture
(Nédélec et coll, 2001). 11 faut cependant noter que des effets indépendants de I’inhibition des
COXs ont été décrits pour les AINS. Ainsi, les AINS pourraient diminuer certaines activités
transcriptionnelles, notamment la voie de NF-kB, conduisant & une réduction de certaines
signalisations intra-cellulaires, y compris celles conduisant & I’induction de COX-2 et iNOS.
En effet, les facteurs de transcription concernés (Tegeder et coll, 2001 ; Saunders et coll,
2001) posseédent des ¢éléments de réponse dans les promoteurs de COX-2 (Hla et coll, 1999) et
iINOS (Kwon et coll, 1998). Pour COX-2, on ne peut cependant pas exclure un mécanisme
dépendant des COXs puisque la diminution de I’expression de COX-2 pourrait étre causée par
I’augmentation de I’instabilité de son ARNm secondaire & la réduction de la production de
PGE, (Faour et coll, 2001).

Dans le modele d’arthrose induite par section ligamentaire chez le chien, les
expériences ont ¢té réalisées a 8 semaines, c’est-a-dire a un stade d’arthrose déclarée. En
effet, des lésions modérées du cartilage sont généralement observées au niveau des plateaux
tibiaux et des condyles fémoraux dans ce modele, méme si ces 1ésions sont 1égérement plus
séveres au niveau des plateaux (Jovanovic et coll, 2001). Par ailleurs, la présence
d’ostéophytes est observée sur les condyles fémoraux. Des expériences précédentes ont
montré qu’a ce stade d’évolution du modele, le ML-3000 était capable de réduire, a dose
thérapeutique, la sévérité des 1ésions arthrosiques, tant sur le score macroscopique que sur les
lésions histologiques (Pelletier et coll, 2000 ; Jovanovic et coll, 2001).
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Nous avons montré que, dans ce modéle, 30% des chondrocytes étaient apoptotiques
dans les zones superficielles du cartilage. Ceci est cohérent avec la localisation préférentielle
de ’apoptose en superficie et avec le niveau d’apoptose rapporté par ailleurs dans ce modéle
(Pelletier et coll, 1999). Ces résultats sont également proches du pourcentage de cellules
apoptotiques observées rapporté dans le modele de section ligamentaire chez le lapin
(Hashimoto et coll, 1998), méme s’il excéde largement le pourcentage d’apoptose observé
dans le cartilage arthrosique humain (Hashimoto et coll, 1998). Parmi les explications
possibles, en dehors des spécificités d’espece, 1l faut souligner que les modeles sont
généralement réalisés sur des animaux jeunes et que les prélévements humains correspondent
le plus souvent aux stades ultimes de la maladie. D’autre part, contrairement a ce que nous
avions constaté avec le modele au MIA, il existe une bonne corrélation entre les résultats
obtenus par la réaction de Tunel et par la détection de la caspase-3 active, ce qui confirme
I’hypothese d’une certaine cytotoxicité du MIA.

Dans nos conditions expérimentales, le ML-3000 diminue efficacement ’apoptose
chondrocytaire in vivo que ce soit dans les plateaux tibiaux ou les condyles fémoraux, des
chiens arthrosiques. Cet effet protecteur a été observe dans les zones périlésionnelles, et est
étroitement associ¢ a I’inhibition de la forme active de la caspase-3, mettant ainsi en évidence
le mécanisme par lequel le traitement serait capable de réduire I’apoptose dans les
chondrocytes. Les résultats obtenus dans cette étude apportent de nouveaux éléments sur les
mécanismes potentiels par lesquels cette molécule peut exercer ses effets chondroprotecteurs.
En effet, une étude réalisée dans ce modeéle d’arthrose expérimentale chez le chien, a montré
qu’un agent capable de protéger contre la progression des lésions é€tait aussi capable de
réduire ’apoptose chondrocytaire (Takahashi et coll, 2000). L’intérét de I’utilisation de ces
molécules ayant des potentialités anti-apoptotiques dans le traitement clinique de 1’arthrose
reste cependant sujet a caution, dans la mesure ot 1’administration de ces molécules pourrait
augmenter le risque de transformations malignes. Ceci est conforté par le fait que ces
molécules qui induisent ’apoptose dans les cellules intestinales sont également capables de
réduire I’incidence de certains cancers du colon (Janne et Mayer, 2000 ; Steinbach et coll,
2000). Malgré les spécificités cellulaires de la régulation du processus apoptotique évoquées
précédemment, ceci souligne la nécessité de trouver des molécules capables d’inhiber
I’apoptose dans les articulations avant d’envisager leur utilisation dans D’arthrose. Les
mécanismes par lesquels le ML-3000 réduit I’activation de la caspase-3 demeurent inconnus,
En effet, plusieurs études ont montré une participation contradictoire des LOXs dans
I’apoptose. Ainsi, elles auraient un role facilitateur de I’apoptose dans les fibroblastes ou les
cellules de cancer colorectal (Takano et coll, 2001 ; Gu et coll, 2001 ; Shureiqi et coll, 2000).
En revanche, un réle anti-apoptotique a été suggéré dans d’autres cellules cancéreuses (Ding
et coll, 2001 ; Romano et coll, 2001 ; Wong et coll, 2001 ; Avis et coll, 2001). Ceci suggere,
comme nous I’avions évoqué pour COX-2, que les LOXs, et par conséquent leur inhibition,
pourraient avoir une selectivité tissulaire vis-a-vis du processus apoptotique.

Dans nos conditions expérimentales, nous avons observé une augmentation de
I’expression de INOS et de COX-2 dans le cartilage, ce qui est cohérent avec leur expression
dans P’arthrose humaine (Amin et coll, 1997). Contrairement a [’expression transitoire que
nous avions pu observé dans le modele au MIA, ces protéines sont détectées a des stades plus
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tardifs du processus arthrosique induit par la section ligamentaire (8 semaines). Ceci confirme
indirectement que la composante inflammatoire est importante dans de ce modéle (Pelletier et
coll, 2000 et 2001). Le ML-3000 inhibe de fagon significative I’expression de iNOS et de
COX-2, ce qu suggére qu’il pourrait diminuer !’apoptose chondrocytaire au cours de
Parthrose en inhibant la production des métabolites qu’elles produisent. En effet, le NO et les
PGE; ont été identifiés comme des activateurs de la cascade des caspases (Pelletier et coll,
2000). Ces résultats sont similaires a ceux observés dans le méme modéle avec un inhibiteur
sélectif de INOS, la L-NIL (Pelletier et coll, 1999 et 2000) et semblent indiquer que
Pinhibition COX/5-LOX serait associée a la diminution de nombreux facteurs
procataboliques pour le cartilage. Un effet non-spécifique semble peu probable en raison des
posologies thérapeutiques utilisées, méme s’il ne peut pas étre totalement exclu. En revanche,
plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer I’effet inhibiteur du ML-3000 sur
iNOS et COX-2. Tout d’abord, cette molécule est capable de réduire la synthése d’IL-13 par
la synoviale dans ce modéle (Jovanovic et coll, 2001). Cet effet pourrait étre lié 4 la capacité
du ML-3000 d’inhiber I’activité de la 5-L.OX et donc la synthése de LTB,4 (Rainsford et coll,
1996). En effet, plusieurs travaux ont montré que le LTB4 était capable de stimuler la
synthése d’IL-183, que ce soit dans des synoviocytes (Kageyama et coll, 1994) ou des
monocytes (Tatsuno et coll, 1990 ; Rola-Pleszczynski et Lemaire, 1985) humains. D’ autre
part, des études récentes ont montré I’existence de boucles d’autorégulation, impliquant les
MAP kinases, entre les voies inductibles de la NOS et de la COX qui pourrait apporter des
¢léments supplémentaires a la compréhension du mécanisme d’action du ML-3000. Ainsi, le
niveau d’expression de COX-2 est augmenté par le NO dans le cartilage arthrosique et les
PGE, entretiennent cette expression. Réciproquement, le niveau d’expression de iNOS est
entretenu par le NO et les PGE, stimulent cette induction d’expression (Pelletier et coll,
2001). Par conséquent, en inhibant la synthése des PGE,, le ML-3000, pourrait diminuer
indirectement 1’expression de iNOS et de COX-2. Enfin, des travaux récents ont montré que
le LTB4 pouvait induire ’expression de COX-2 dans des explants de synoviale arthrosique
humaine (He et coll, 2001), ce qui suggére que I’inhibition de la 5-LOX par le ML-3000
pourrait rendre compte de la réduction de I’expression de COX-2 dans les chondrocytes OA.
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La premicre partie de 1’étude nous a permis de comparer des AINS ayant des profils
de sélectivité différents vis-a-vis des isoenzymes de COX dans des modeles d’arthrite,
reproduisant une évolution aigué ou chronique, ayant des mécanismes physiopathologiques
différents et associ€s & une réaction inflammatoire locale ou systémique.

Cette étude nous a permis dans un premier temps, de confirmer I’équivalence
d’efficacité des inhibiteurs réputés préférentiel (MLX) ou sélectif (CXB) de COX-2 avec les
inhibiteurs non sélectifs (AINS classiques) quel que soit le modéle considéré. Cependant, le
suivi longitudinal par biotélémétrie a permis de montrer que ces « nouveaux inhibiteurs »
avaient un délai d’action plus long que I’AINS comparateur puisqu’ils étaient moins efficaces
sur les symptdmes associés a la réaction inflammatoire aigug,

L’étude comparée de I’inhibition des COXs par ces molécules dans le compartiment
circulant (COX-1 plaquettaire) ou les tissus cibles (COX-1 gastrique, COX-2 patte
inflammatoire), a permis de confirmer que: i) tous les AINS inhibent COX-2 au site
inflammatotre ; i1) seul un AINS réputé sélectif de COX-2 est dénu¢ d’effet inhibiteur sur
Pactivité COX-1 plaquettaire et gastrique ; iii) une inhibition préférentielle ou sélective de
COX-2 ne peut étre mise en évidence que tardivement en utilisant les indices de sélectivité
tissulaire ; iv) il existe une diminution progressive du pouvoir inhibiteur des AINS classiques
sur la biosyntheése gastrique des PGE,. Ces résultats nous ont permis de démontrer I’intérét
d’une évaluation de I’inhibition des COXs dans les différents compartiments de 1’organisme,
puisque I’inhibition de la synthése de TxB, par la COX-1 plaquettaire permet de discriminer
précocément un inhibiteur sélectif de COX-2 et que I'inhibition de la synthése de PGE, au
site inflammatoire permet de discriminer tardivement un inhibiteur préférentiel de COX-2.
D’autre part, bien que nous ayons établi des indices de sélectivité in vivo dans des conditions
proches de I’utilisation des AINS en clinique (dose efficace, animal malade, traitement
prolongé), nous avons montré que leur pertinence €tait néanmoins sujette a leur variabilité
dans le temps.

Par ailleurs, nous avons montré que des inhibiteurs préférentiel ou sélectif de COX-2
ne perturbaient pas le métabolisme du cartilage (biosynthése des protéoglycanes) in vivo.
Cependant, nous n’avons considéré qu’un des aspects du métabolisme du cartilage de sorte
que des ¢tudes complémentaires seront nécessaires pour évaluer les conséquences d’une
inhibition sélective de COX-2 sur le cartilage arthritique dans d’autres sites anatomiques
(synoviale, zones portantes du cartilage) et sur d’autres aspects fonctionnels. En effet, compte
tenu de la capacité de certains AINS classiques de moduler les activités métalloprotéasiques
(Ratcliffe et coll, 1993) et du réle de ces enzymes dans la dégradation du cartilage au cours de
la polyarthrite rhumatoide (Roux Lombard et coll, 2001), il serait important d’étudier I’impact
pharmacologique des inhibiteurs préférentiels ou sélectifs de COX-2 sur ce parametre.
D’autre part, avant de pouvoir conclure a la chondroneutralit¢ de ces molécules, 1l sera
nécessaire d’évaluer leurs effets sur la survie chondrocytaire et I’organisation du réseau
collagénique.

Dans la seconde partie de I’étude, nous avons mis en évidence une augmentation du
processus apoptotique dans deux modeles d’arthrose, ayant une composante inflammatoire
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variable. Nous avons d’ailleurs, confirmé indirectement cette différence entre les deux
modéles puisque la contribution des voies inductibles de la COX et de la NOS semble plus
importante dans le modé¢le d’arthrose induit par section ligamentaire.

L’étude comparée du rofécoxib, inhibiteur sélectif de COX-2, et du naproxéne, AINS
comparateur, dans le modele au MIA nous a permis de montrer que : i) les AINS n’ont pas
d’effet aggravant sur la sévérité des lésions, ni d’effet pro-apoptotique, confirmant la
sélectivité tissulaire des AINS vis-a-vis du processus apoptotique ; ii) les AINS sont sans effet
sur l’augmentation transitoire d’expression de iINOS et de COX-2; iii) une posologie
excessive de rofécoxib (deux fois la DEsy dans I’inflammation) ne provoque pas d’effet
délétere sur le cartilage ; iv) les différences observées avec deux techniques d'évaluation de la
mort cellulaire par apoptose sont compatibles avec la mort cellulaire par nécrose dans le
modele au MIA. Cette étude apporte des élements importants concernant les effets des
inhibiteurs sélectifs de COX-2 sur le cartilage arthrosique. Bien que cet effet chondroneutre
soit cohérent avec les premiéres observations cliniques (Tindall et coll, 2000), il sera
nécessaire, avant de conclure définitivement a la chondroneutralité du rofécoxib, d’explorer
ses effets sur d’autres aspects du cartilage.

Les résultats obtenus dans le modéle d’arthrose par section ligamentaire chez le chien,
montrent que : 1) une inhibition mixte de la cyclooxygénase et de la 5-lipoxygénase procure
une chondroprotection expérimentale ; ii) cet effet est associé¢ a une réduction nette du
phénoméne apoptotique et a la réduction de P’expression de deux geénes de la réaction
inflammatoire. Ces résultats laissent envisager des perspectives intéressantes vis-a-vis de la
contribution de la 5-LOX dans les I€sions du cartilage articulaire au cours de ’arthrose, dans
la mesure ot notre travail confirme des travaux ayant montré une inhibition des cytokines
pro-inflammatoires par cette molécule.

Nos résultats apportent des éléments sur les effets de nouvelles molécules sur le
cartilage articulaire dans différents modeles d’arthropathie. Ces molécules ont une tolérance
digestive améliorée. Cependant, il serait intéressant de compléter nos travaux par I’étude de
leurs effets sur d’autres aspects du métabolisme du cartilage. De méme, il parait important de
vérifier la pertinence de I’hypothése de chondroneutralité & des stades plus sévéres de la
maladie arthrosique.

Nous avons également envisager, pour ces molécules, des effets indépendants de
I’inhibition des COXs (Tegeder et coll, 2001). Ces effets pourraient &tre vérifiés par des
études de signalisation intra-cellulaire dans le cartilage arthrosique

De plus, les effets chondroneutres des AINS n’ont jamais ét¢ observés que dans des
modeles expérimentaux. I serait donc intéressant d’étudier le processus arthrosique
expérimental, afin de déterminer la contribution des cytokines et de la membrane synoviale.
Ceci parait d’autant plus important dans le cas de I’inhibition mixte COX/5-LOX, dans la
mesure ou il a été montré que le LTB4 pouvait induire la production d’IL-1.

Le remaniement osseux est un autre aspect du processus arthrosique qui pourrait faire
I’objet d’investigation. En effet, les PGs interviennent dans ce phénoméne et COX-2
contribue de fagon variable a la différenciation des ostéoblastes en ostéoclastes. Il serait donc
intéressant d’étudier les conséquences de I’ inhibition sélective de COX-2 sur 1’0s.
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L’inhibition mixte COX/5-LOX parait favorable pour le cartilage. 11 faudrait par la
suite, vérifier si ses effets sont bien directement liés a I’inhibition de la synthése du LTB;.

Si I’absence d’effet délétere des inhibiteurs sélectifs de COX-2 sur le cartilage
pathologique est confirmé, il sera par ailleurs important de la confirmer a des stades
ultérieures, compte tenu de la découverte récente de la synthése de PGs potentiellement anti-
inflammatoire dans les phases de rémissions. Il serait également intéressant d’étudier
I’expression des différentes PGS dans le cartilage au cours des différentes pathologies
articulaires, afin d’établir un couplage entre les isoformes de COX et les différentes enzymes
de la synthése des PGs et d’envisager d’autres cibles.

Enfin, si les risques cardio-vasculaires des inhibiteurs sélectifs de COX-2 sont
confirmés, il sera légitime d’envisager d’autres alternatives thérapeutiques, dont les nouveaux
NO-AINS inhibiteurs sélectifs de COX-2 et d’en étudier les effets au niveau du cartilage.
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EFI"I'I(,TT OF MELOXICAM ON JOINT FUNCTTONALITY AND PATELLAR CARTILAGE IN ADJUVANT ARTIHRITIS
C. Boileau, L. Philippe, E. Nédelec, H. Blain, P, Gillet, B, Terlain, P, Netter & J-Y. Jouzeau
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Aim: To compare the elficacy of meloxicam (MLX, preferentinl COX-2 inhibitor) and naproxen (NPX, hon selective COX
inhibitor), on both classical and biotelemetric inflammatory parameters and cartilage damage during adjuvant arthritis. Methods:
Lewis rats, sensitized with FCA (1 mg of Mycobacteriun tuberculosis I{37Ra), were trealed orally with either (0.1, 0.3, | or 3
mg/kg/d of MLX [once] or 3, 10 or 30 mg/kg/d of NPX [I)id] Rats were assessed for severity of arthritis (clinical score, hindpaw
tedema), nocturnal body temperature and locomotor activity (biotclemeltry) over 21 days whereas others (n=6/group) were regularly
killed (D2, D7. D12, D16 or D21) and checked for cartilage anabolism (Na,**SO, incorporation), circulating 11.-6 and TxB3, levels
and PGE, contents in gastric mucosa (g.m.) and inflamed hindpaw (i.h.). B_cﬂﬁs__ Biotelemetry showed hiphasic profiles uf fever

and locomotor activily: early acute phasc (D1-4), late spreading phase (over DI13), NSAIDs acted differently: equipotency on fevel
peaks (1D, o.=5 1o 6 mg/kg/d) for NPX, time-dependent potency (1D, o =0.3 mg/kg/d [DI3] vs 4.8 mg/kg/d] DI]) for MLX
Similar difference was noted on hypomobility: ED,=11.7 mg/kg/d [AUC, e 1o 3.5 mg/kg/d [AUC ;¢ ] for NPX, main efficacy
on late phase (ED,,=1.6 mg/kg/d [AUC 4 ,,,]) for MLX. EDy;s on uninjected hindpaw cedema were 0.2 mg/kg/d for MLX and 6.8
mglkg/d for NPX at D21. No toxicity was observed on patellar cartilage anabolism and MLX 3 mp/kg/d showed some pmtl(liw-
cffect (D12 to D16). Ratio of PGE, contents (i.h./g.m.) showed that NSAIDs distinguished from one another with time (R, =0.2
for MLX vs 22 for NPX at D21). | or both NSAIDs, inhibition profile of TxB, levels (clotting time) did not maich closely this of
PGE, content in gastric mucosa. Conclision: MLX and NPX exhibit different p\[!cum of efficacy and COX selectivily in the course

of polyarthritis, which could result from pharmacokinetics differences and/or possible distinet cffects on cell activation during the
immunological spreading,
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Effect of a selective COX-2 inhibitor on cartilage lesions and chondrocyte
apoptosis during experimental osteoarthritis in rat

C. Boileau, H. Dumond, N. Presle, S. Etienne, P. Gegout-Pottie, B. Terlain, P.
Netter & J-Y. Jouzeau. UMR 7561 CNRS-UHP, Faculté de Médecine, 54505
Vandceuvre-lés-Nancy, France.

Aim: To investigate the consequence of a selective inhibition of COX-2 on the
severity of osteoarthritic (OA)-like lesions induced by injection of
monoiodoacetate (MIA) in rat. Methods: OA of the knee was induced
bilaterally by i.a. injection of 0.03 mg of MIA in 50 pul sterile saline.
Rofecoxib (RFX), a selective COX-2 inhibitor, was given orally at 0.75 and 3
mg/kg/d once whereas naproxen (NPX), a non-selective NSAID, was given at
10 mg/kg/d bid from day of MIA injection (D0). Animals were killed at D10,
D15 or D20 and knee joints were processed for histological and
immunohistochemical analyses of OA severity, COX-2 & iNOS, apoptosis
(Tunel, activated caspase-3). Data were % of positive cells in perilesional
cartilage areas. Proteoglycan (PG) synthesis was measured ex vivo in patellar
cartilage using >°S incorporation. Results: Changes in PG synthesis induced by
MIA were not affected by NSAID treatment. OA lesions were maximal at D15
while chondrocyte death was increased maximally at D10. Apoptosis was
overestimated by Tunel reaction compared to caspase-3 detection, with major
changes in superficial layers of cartilage. COX-2 and iNOS were
overexpressed only at D10 & D15 in superficial zone of cartilage. Treatment
with RFX or NPX did not modify neither the severity of OA lesions, nor the
level of apoptosis. In contrast, REX 3 reduced transiently COX-2 expression
on DI0 and iNOS expression on D15. Conclusion: In our experimental
conditions: i) NSAIDs were chondroneutral on OA cartilage; ii) REX was well
tolerated at a high dose; iii) selective COX-2 inhibition was not pro-apoptotic
in cartilage. (supported by a grant from the EU Community [QLRT-02072])
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Limitation of the in vitro whole blood assay for
predicting the COX selectivity of NSAIDs in clinical use
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Aims To assess if the inhibitory potency of nonsteroidal anti-inflammatory dmgs)\
on cyclooxygenase (COX) isoenzymes, when given therapeutically in humans, can be
predicted from their in vitro concertration-response curves using the whole blood
assay.

Methods Twenty-four healthy male volunteers aged 20-27 years were recruited.
Inhibiton of blood COX isoenzymes was determined in vitro before any drug intake
and ex vivo after single and repeated intake of either 7.5 mg meloxicam once, 400 mg
ibuprofen three times daily or 75 mg diclofenac SR once, taken in a randomized
cross-over design. Production of thromboxane B, (TXB,) during clotting and of
prostaglandin E; (PGE;) during endotoxin exposure served as indicators of platelet
COX-1 and monocyte COX-2 activity, respectively. Drugs were determined in
plasma by h.p.lc., with a chiral separation of ibuprofen and free fractions after
equilibrium dialysis.

Results Intra-subject variation for COX-1 and COX-2 at baseline was at 26) ’QIS‘,’@X
and 18%(13% respectively, and intersubject variation at 39% and 36%, respectively.
The ratios of ICsgs and, at best, of 1Cgys revealed diclofenac and meloxicam as
selective COX-2 inhibitors and ibuprofen as a preferential COX-1 inhibitor in vitro.
However, after oral intake, ibuprofen inhibited ex vivo COX-2 by 80% whereas
diclofenac inhibited COX-1 by 70%. Meloxicam inhibited COX-1 from 30 to 55%
depending on the repetiion of the dose and increase in plasma concentrations.
Using in vitro dose—response curves, the in vivo inhibitory potency of diclofenac was
estimated adequately from its circulating concentration ([—0.18, 0.21] for COX-1
and [—0.13, —0.03] for COX-2) but this was not the case for ibuprofen on COX-2
([—0.14, 0.27]) and meloxicam on COX-1 ([0.31, 1.05]). The limited predictability
of the system was not improved through considering the unbound fraction of the
drugs or the variable chiral inversion of ibuprofen.

Conclusions Assessment of COX-2 selectivity based on in witro studies and
pharmacological modelling has a limited clinical relevance. There is a need to
investigate COX selectivity at therapeutic plasma concentrations of NSAIDs using
the ex vivo whole blood assay.

Keywords: COX isoenzymes, enantioselectivity, NSAIDs, protein binding, whole
blood assay

Introduction

The widely accepted mechanism of action of nonsteroidal

Médecine, Avenue de la forét de Haye, BP 184, 54505 Vandosuvredés-Nancy  anti-inflammatory drugs (NSAIDs) is to inhibit the con-
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version of arachidonic acid (AA) into cyclic endoperoxides
by the enzyme cyclooxygenase (COX, prostaglandin
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endoperoxide synthase, PGHS) [1]. Since this last decade,
we know that COX exists in at least two isoforms, COX-1
and COX-2, encoded by separate genes and thought
to participate differently in physiological situations and
disease processes [2, 3]. This new dichotomy, between the
‘mostly physiological’ COX-1 and the ‘mostly patholog-
ical’ COX-2, has generated a lot of studies comparing
NSAIDs for their ability to inhibit both COX enzymes
[4, 5]. A variety of in vitro enzyme and cell-based assay
models have been developed for that purpose and to guide
the discovery of new molecules [4, 5], based on the
assumption that a marked inhibition of COX-2 without
any significant inhibition of COX-1 may characterize
NSAIDs with an improved side-effect profile [6]. In these
systems, the selectivity of NSAIDs on COX activity is
determined generally by the ratio of their ICsy (con-
centration of the drug inhibiting enzyme activity by
50%) values for COX-1 and COX-2 [4, 5, 7). As a
consequence, NSAIDs were classified by their relatve
potency on cyclooxygenase isoenzymes rather than by
their chemical structure [8], although this new classifica-
tion was mainly based on in vitro data collected from
miscellaneous biological systems [8]. Unfortunately, each
in vitro assay system has clear advantages but also certain

&~ drawbacks, inherent to the system itself, de. its clinical

relevance [9], or related to the way the system has been

£z manipulated, i.e. the experimental conditions used

(reviewed in [7‘,-10])

In an effort to be closer from the therapeutic use of
INSAIDs, an extended classification of cyclooxygenase
inhibitors has been proposed, considering the level of
COX inhibition at pharmacologically relevant doses
in animal models and humans, in addition to enzymatic
or biochemical assays [11]. From that point of view, the
whole blood assay using thromboxane B, (TXB,) pro-
duction during clotting, as an index of platelet COX-1
activity to endogenously formed thrombin, and prosta-
glandin E, (PGE,) production during LPS stimulation, as
an index of leucocytes COX-2 expression to bacterial
endotoxins [12], has become a widely accepted system
[13]. For in vitro pharmacological studies, this assay takes
advantage of using whole cells that are pathophysiological
targets for NSAIDs, of considering the intracellular
transport of drugs, of providing a physiological plasma
protein level and of checking for inhibition of both
COX enzymes on a single sample [10]. Of primary
importance for estimating the selectivity of NSAIDs
towards COX enzymes, the whole blood assay can also be
used to determine the degree of COX inhibiton in vive
after an oral intake of therapeutic doses of the drug
[12, 14]. As a close correlation has been reported between
the inhibitory potency of NSAIDs on thromboxane syn-
thesis by platelets and COX-1 activity in gastric mucosa
[15], such ex vivo assay has a clear chnical relevance

as long as the ussular concentrations of the drug are
considered.

As an in vitro assay 1s easy to perform and spares time
in comparison to clinical studies, authors have proposed
to use the in vitro whole blood data for estimating the
expected levels of COX inhibition from the circulating
levels of NSAIDs [10, 12]. Such predicting approach is
based on: (i) the use of COX inhibition curves obtained
by the addition of a range concentration of NSAIDs
to donated blood from few healthy subjects; (i) the
extrapolation of plasma concentrations into whole blood
concentrations of drugs, assuming that NSAIDs do not
enter red cells and that haematocrit is 45% [10, 12].
However, it has been underlined recently that the ex vivo
whole blood assay is somewhat variable and that the level
of COX inhibition depends clearly on the pharmaco-
kinetics of NSAIDs [11]. As a consequence, an appropriate
number of subjects might be required for a meaning-
ful determination of NSAIDs selectivity [11] and COX
inhibition should be reported at pharmacologically rele-
vant times [14, 16] instead of an arbitrary time following
drug administration [17].

In the present study, we investigated whether the data
obtained with the in vitro whole blood assay provided an
accurate estimation of the COX selectivity of NSAIDs
in chinical use. For that purpose, we enrolled a sufficient
number of healthy volunteers to establish the in vitro COX
response curves of ibuprofen, diclofenac or meloxicam,
chosen as non selective to COX-2 selective inhibitors,
respectively [13]. We compared, subsequently, the levels
of COX inhibition anticipated from these in vitro assays
to the levels measured ex vive in the same subjects after
a single or a repeated oral intake of the drugs. Finally, as
protein binding and drug metabolism may vary in patho-
logical situations as inflaimmation, we investigated the
predicting value of the free concentration of NSAIDs and,
in the case of ibuprofen, the possible contribution of chiral
inversion.

Methods
Subjects

Twenty-four male volunteers (age, 23 +2 years; height,
1.804+0.08 m; mean-s.d.) were enrolled in this study.
Subjects were within 20% of ideal (Metropolitan Life
Insurance tables) body-weight (mean weight, 68.8 kg;
weight range, 52.0-96.0 kg) and generally healthy, based
on physical examination and routine laboratory screening.
Subjects with acute or chronic diseases, medical history
of gastrointestinal ulcers or allergy against NSAIDs were
not included. Subjects were not permitted to receive
any other medication (including aspirin or NSAIDs) for
2 weeks before and throughout the duration of the study.
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The study was approved by the Ethics Committee of
Nancy (Nancy, France). Written informed consent was
obtained from all study participants.

In vitro study

The effects of meloxicam (Beehringer Ingelheim,
Biberach, Germany), ibuprofen (Sigma, Saint-Quentin
Fallavier, France) and diclofenac (Sigma, Saint-Quentin
Fallavier, France) on platelet COX-1 and monocyte
COX-2 activities were assessed after incubating increasing
concentrations of each NSAID with peripheral whole
blood samples drawn from all subjects. Drugs were
dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France) and transferred into test tubes
as 5 pl aliquots to provide final concentrations of
NSAID ranging from 10™* M to 10™? M after addition
of whole blood.

COX-1 activity was determined as previously described
[12]. Briefly, fresh blood was collected from all volun-
teers, before any drug intake, into vacutainers containing
no anticoagulants. Whole blood aliquots of 1 ml were
immediately transferred into nonsiliconized glass tubes
preloaded with DMSO alone or NSAID and allowed to
clot for 1 h at 37°C. Serum was separated by centrifuga-
tion at 2000 rev min ™' for 10 min and stored at —80°C
unti] fosag¢. Serum TXB, levels were determined with
an immunoassay kit according to the manufacturer’s
procedure (Cascade Biochem Limited, Bershire, UK).

COX-2 activity was determined as previously described
[12]. Briefly, whole blood drawn from the same donors
was immediately divided into 1 ml aliquots in test tubes
containing 10 IU of sodium heparin (Choay, France) and
10 pg of aspirin (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France).
After a 15 min incubation at 37°C to allow aspirin to
inactivate irreversibly platelet COX-1, blood . aliquots
were further incubated for 24 h at 37°C in the presence
or absence of 10 pg ml™' LPS, derived from Escherichia
coli O55:B5 (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France),
and NSAID or vehicle alone (DMSO). Plasma was
separated by centrifugation at 2000 rev min ' for 10 min
and stored at —80°C undl assay. Plasma PGE; levels
were determined with an immunoassay kit according to
the manufacturer’s procedure (Cascade Biochem Limited,
Bershire, UK).

Ex vivo study

All volunteers received randomly in a cross-over design
7.5 mg meloxicam (Mobic®, Beehringer Ingelheim, Paris,
France) once for 5 days, 400 mg ibuprofen (Brufen®,
Knoll, Levallojs-Perret, France) three times daily for
3 days or 75 mg of diclofenac SR (Voltaréne®, Novartis,
Rueil-Malmaison, France) once for 3 days. Drug
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regimens, corresponding to half of the maximal recom-
mended dosages [18-20], were chosen to mimic the
clinical practice even if lower doses of NSAIDs would
probably have help to define more precisely their in vivo
selectivity. Study duration was about 24 weeks and
treatments were separated by adapted wash-out periods of
munus 7 days after meloxicam and 2 days after ibuprofen
or diclofenac.

Intake of meloxicam or diclofenac was at 08.30 h and
intake of ibuprofen was at 09.00 h, noon and 20.00 h
with a light meal. Drug intake was controlled by feldphone
and absence of occult intake of NSAID was confirmed
by chromatographic analysis as described below. Periph-
eral venous blood samples were drawn before any drug
administration and after a single or a repeated intake of
NSAID. Sampling times allowed each NSAID to enter
the circulation importantly [18-20]: 5.5 h after melox-
icam, 2.5 h after ibuprofen and 3.5 h after diclofenac.
Samples were assessed for TXB, and PGE; production
in whole blood, as described above, and relative changes
after drug intake were expressed as percentage of predose
levels. Blood samples were also used for the determination
of NSAIDs concentration in plasma.

C-reactive protein and creatinine serum levels, liver
function tests, platelets and blood cells counts were
controlled throughout the study.

Plasma drug concentrations

Total plasma concentrations of meloxicam, diclofenac and
racemic ibuprofen were determined by high-performance
liquid chromatography (h.p.l.c.) as descrnibed elsewhere
with minor modifications [21]. The h.p.Lc. system con-
sisted of a Model 510 pump, a Model 486 variable
wavelength u.v. detector and a computer loaded with
the Millenium software, all from Warters Associates
(St Quentin en Yvelines, France). Briefly, plasma or
serum samples (200 pl) were added with 1 pg of (benzoyl-
4-phenyl)-2-butyric acid (Specia, Vitry, France) as internal
standard, then extracted with diethyl ether (3 ml) after
acidification with 1 M hydrochloric acid (0.1 ml). After
evaporation under a nitrogen stream, the dry residues were
dissolved in 100 pl of the mobile phase (acetonitrile-0.3%
acetic acid [50:50, v/v]) and chmmntograph_?d iso-
cratically in the following conditions: 100 x 8 mm internal
diameter reversed-phase Radial Pak C;g end-capped
column enclosed in a RCM-10 compression module
(Waters), 1 ml min~" of flow rate, peak detection at
230 nm for diclofenac, 280 nm for ibuprofen and 360 nm
for meloxicam.

In the case of ibuprofen, R- and S-enantiomers were
evaluated using the same methodology with the follow-
ing modifications. The dry residues were derivatzed, as
described previously for ketoprofen [22] by adding 100 pl
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of 50 mm triethylamine in acetonitrile, then 50 pl of
60 mm ethyl chloroformate (Merck) in acetonitrile for
30 s followed by 50 pl of 1 M r-leucinamide in 1M
triethylamine in methanol for 2 min at room tempera-
ture. The reaction was stopped by addition of 50 pl
distilled water. Derivatized samples were then eluted
isocratically using the following mobile phase (Na;HPO,
50 mm-acetonitrile-triethylamine  [58:42:0.02, v/v],
where pH was adjusted at 7.0 with orthophosphoric
acid) and enantomers were detected at 223 nm.

The total plasma concentration of NSAIDs was deter-
mined both in the ex vivo and the in vitro study. For the
later, the chromatographic measurement of drugs added
exogenously served to assess the ability of NSAIDs to
partition in blood cells. Due to the limits of detection
of the chromatographic method, plasma NSAIDs con-
centrations were detected over 10 ~® M only and the mean
correcting factor calculated on the three highest doses was
subsequently applied to the entire concentration range.
If NSAIDs did not enter into red cells, the following
dividing factor [100/(100 —haematocrit)] had to be used
for transforming whole blood into plasma concentrations.

Protein binding

Unbound fractions of NSAIDs were determined by
equilibrium dialysis with subsequent h.p.L.c. analysis. Equi-
librium dialysis was performed on a Dianorm apparatus
(Braun ScienceTec, Les Ulis, France), equipped with 1 ml
cells and Spectrapor 2 membranes (cut-off 12-14 kDa),
at 37°C in a thermostat-controlled bath. Samples (1 ml)
were dialysed for 3 h against 1 ml of 67 mmol 1~" phos-
phate buffer pH 7, a time sufficient to reach equilibration
for each NSAID. Samples collected ex vivo after ibuprofen
intake and samples added in vitro with NSAIDs were
analysed after a subsequent addition of 20 pg ml™" of
either diclofenac, meloxicam or racemic ibuprofen.

Statistical analysis

Data were expressed as mean-ts.d. or s.e. mean when
specified. Inhibitdon of whole blood TXB, and PGE;
production by NSAIDs was calculated as the percentage
of baseline levels in the same patient. The inhibidon
of COXs was modelled using the following equa-
ton mathematically analogous to the Hill function:
Y =[a—d/(14 (X/c)’] +d, where X and Y represent
the molar concentration of NSAID and the percentage
of inhibition, respectively; a, b, ¢ and d are the parameters
of the equation [23]. Fitting of the experimental data
to this model was carried out by minimization of the
objective function, defined as the sum of square devi-
ations between predicted and experimental response. The
best fit was with a weight at 1/Y. This equation was used
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to fit the sigmoidal concentration-response curves and to
estimate the I1Csy and [Cgo values from the values of
the parameters. Fitting was made with all drugs, both for
each patient and for mean curves, allowing to- calculate
individual and mean ICs for COX-1 and COX-2.

Having excluded a sequence or carry-over effects by
a muldvariate aNova, the ex vivo whole blood data were
combined regardless of the treatment sequence. For each
NSAID, statistical comparisons (plasma drug concentra-
tion, COX inhibition) between single and repeated intake
were done using the Student’s paired t-test. The statistical
level of significance was chosen at 5%.

Based on the individual fitting of COXs inhibition
in whole blood and the determination of a plasma-
to-whole blood correcting factor for each NSAID, in vitro
sigmoidal concentration-response curves were recon-
structed for plasma NSAIDs concentration. Using these
plasma concentration-COZXs inhibition curves and the
circulating levels of NSAIDs measured after single and
repeated intake, we determined the theoretical levels of
COX-1 and COX-2 inhibition. These theoretical levels
of COXs inhibition were calculated on individual and
mean concentration-response curves. Their comparison
with the level of COX inhibition really observed ex-vivo
was performed using the 95% confidence interval of
the centred relative difference [(theoretical —observed)/
observed] to the interval;/ [—0.25, +0.25] chosen for
statistical significance.

Results
In vitro study

Plasma PGE; and serum TXB, averaged 77.2+28.4
ng ml ™' (mean+s.d., n=24)and 391.2+ 152.6 ng ml "',
respectively, at baseline. Intra-subject coefficients of
variation, determined on three different measurements
of basal COX activides (before each treatment phase
of the clinical study), averaged 18+13% for PGE, and
26+18% for TXB,. The mean [Csq values for COX-1
and COX-2 calculated from the individual dose-response
curves (individual ICsg) showed that ibuprofen inhibited
COX-1 more efficiently than COX-2 (IC50COX-2/
COX-1=3.3) whereas diclofenac and meloxicam
inhibited COX-2 with a higher potency than COX-1
(I1C50COX-2/COX-1=0.16 and 0.23, respectively)
(Table 1). Similar data were obtained from the mean
dose—response curves showing [C5oCOX-2/COX-1
ratios of 2.3 for ibuprofen, 0.16 for diclofenac and 0.19
for meloxicam. In all case, diclofenac was approximately
one order of magnitude more potent than meloxicam
for inhibiting COX activities (6—7-fold on COX-1 and
8—10-fold on COX-2). The overall COX selectivity of
NSAIDs was unchanged when considering the [Cgos
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ratios, although diclofenac appeared slightly more selective
for COX-2 than meloxicam in this case (Table 1).

Ex vivo study

Tolerability of the medications

The 24 volunteers completed the study in accordance
with the study protocol. Neither serious nor minor
adverse events were observed or reported. Liver func-
tion tests, serum creatinine and C-reactive protein levels
(<5 mg 17", haematocrit, platelet and blood cell counts
did not vary significantly over study duration.

Plasma concentration of NSAIDs

Measurement of plasma drug concentrations after a single
and a repeated intake are shown in Table 2. Drug
monitoring confirmed the good compliance of the patients

inical relevance of in vitro COX inhibition

(only four abnormally low NSAIDs concentrations over
144 assays) and the lack of any occult intake of NSAID
over study duration. Plasma drug concentrations were
similar after a single and a repeated oral intake for both
ibuprofen and diclofenac while a 1.8-fold increase in
plasma concentration was noted for meloxicam at steady
state (P<0.05).

Inhibition of COXs activity

The relative changes of prostanoid formation after NSAID
intake are shown in Table 3. Ibuprofen inhibited almost
completely COX-1 activity after a single and a repeated
intake whereas COX-2 inhibition averaged 80% at cor-
responding times. Diclofenac reduced COX-1 activity
by about 70% and COX-2 by about 96% whatever treat-
ment duration. In contrast, a significant increase (P <0.05)
in COX inhibition was observed after a repeated intake
of meloxicam, which was more marked on COX-1

Table 1 In vitro potencies of diclofenac, ibuprofen and meloxicam to inhibit the synthesis of prostanoid by human whole blood COX isoenzymes.
Data are expressed as concentration inhibiting COX activity by 50% [[Csg] or 80% [ICgo).

COX-1 COX-2 Ratios COX-1 COX-2 Ratios

ICx" o5 C:' ICso" COX2/COXTE IO IGi ICx' IByd COXZ/COXT

NSAID (1) (um) (em) (un) ICsp ICs0  (uM) (M) (uM) (uv)  ICso ICg
»g3Diclofenac  0.35+£0.26  1.3240.10  0.06+0.05  }33-0434  0.17 0.10 025 1.17 004 016 0.16 0.13
Ibuprofen  6.05+4.82 27.0+15.90 19.90+24.01 221.0+710.0 3.29 819 430 40.80 10.00 7490 2.33 1.84
8924868 0.60+0.82 251+204  0.23 028 160 1230 031 416 0.19 0.34

Meloxicam 2.64+2.49

*Data obtained by the arithmetic mcar?‘ ﬂ,d. of individual [Csy or [Cgy va]uc;f. ®Data obtained from the mean concentration response curves.

Table 2 Monitoring of plasma NSAIDs concentrations after oral intake of 75 mg day ™" of diclofenac SR, 400 mg three times daily of ibuprofen
and 7.5 mg day ™" of meloxicam. H.p.L.c. analysis was done as described in the method section. Concentration was determined 3.5 h after
diclofenac, 2.5 h after ibuprofen and 5.5 h after meloxicam intake and steady-state was evaluated after 3 days of diclofenac, 2 days of ibuprofen

and 5 days of meloxicam. Data are expressed as mean +s.d. of 24 volunteers.

Diclofenac (ug mI™") ([um])

Touprofen (ug ml™") ([ue])

Meloxicam (ug mi™") ([un])

Single Repeated  Single Repeated Single Repeated
0.3840.35 0.2740.18 24.04+8.0 14.845.9 0.6240.13 1.0940.37%
firo+11gf f0.85+0.57/ 16243877 f10.4+1.28f 764037 B11+1.06*

*P<0.05 vs single intake.

Table 3 Ex vivo inhibition of prostanoid formation in whole blood after single and repeated oral intake of diclofenac, ibuprofen or meloxicam.
Results are expressed as percentage of inhibition of TXB, production, as a reflect of platelet COX-1, and PGE; production, as a reflect of

monocyte COX-2, relative to the predose values.

COX-1 inhibition (%)

COX-2 inhibition (%)

NSAID (dose) Single Repeated Single Repeated
Diclofenac (75 mg day ™) 69 +22 71418 95416 9745
Ibuprofen (400 mg three times daily) 96+3 90+16 83+12 76420
Meloxicam (7.5 nitg day ™ ") 30+16 55 20* 63+16 834 13*
All values are mean +s.d.; *P<0.05 vs single.

5
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(1.8-fold change) than on COX-2 (1.3-fold change). It is
worth noting that four subjects in the meloxicam phase
of the study failed to show any detectable inhibition of
prostanoid synthesis, despite drug plasma levels in the
therapeutic range. This explains, as least in part, the higher
scattering of values observed with meloxicam than with
other NSAIDs, especially for COX-1 inhibition.

In vivo relevance of in vitro data

Transformation of whole blood into plasma drug concentration
Haematocrit averaged 0.44+0.02 117" throughout study
duration and the corresponding dividing factor was
1.8140.07 for the transformation of whole blood into
plasma concentrations. The comparison between the
expected whole blood concentration of NSAIDs and
the concentration really measured by h.p.l.c. in plasma
showed that the correcting factor averaged 1.65-40.24
for ibuprofen, 1.34 +0.20 for diclofenac and 1.49+0.13
for meloxicam. Thus, the transformation of whole blood
into plasma concentrations differed slightly between
NSAIDs and was not fitted adequately when considering
haematocrit only. These data suggested that INSAIDs
entered, at least in part, into whole blood cells.

Overall predicting value of the in vitro assay
The mean dose-response curves reconstructed by con-
sidering the plasma concentration of NSAIDs measured

Figure 1 Comparison of NSAID concentrations and inhibiton
of COX activities in human blood assessed in vitro and ex vivo.
The in vitro dose—response curves of platelet COX-1 (grey hatched
line) and monocyte COX-2 (black line) activities were done for
diclofenac (a), ibuprofen (b) and meloxicam (c). Increasing
concentrations of NSAIDs were incubated with 1 ml whole
blood samples allowed to clot for 1 h, and serum TXB; levels
were measured as a reflection of thrombin-induced platelet
thromboxane A, production. NSAIDs were also incubated with
1 ml heparinized whole blood samples in the presence of aspirin
(10 pg ml™") and LPS (10 pg ml™") for 24 h, and plasma PGE;
levels were assayed as a reflection of endotoxin-induced
monocyte COX-2 activity. In vitro-whole blood concentrations
of NSAIDs were corrected into plasma concentrations using

a dividing factor of 1.34 for diclofenac, 1.65 for ibuprofen

and 1.49 for meloxicam. Results, depicted as percentage
inhibiton, were obtained from triplicates of the 24 volunteers
and concentration-response curves were fitted according to the
Hill function as described in the method section. In the ex vivo
study, plasma NSAIDs concentrations measured after single and
repeated intake of diclofenac |86 mg once, ibuprofen 400 mg
three dmes daily or meloxicam 7.5 mg once were plotted on
the same graph ¢ the percentage of inhibidon of COX-1

(A: single; x: repeated) and COX-2 (A: single; +: repeated)
activities measured ex vivo at the same tme.
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in vitro are depicted in Figure 1(a,b,c). When consider-
ing the plasma concentrations measured after single and
repeated drug intake, the expected (theoretical) levels of
COX inhibition were quite similar if they were calculated
from the individual or the mean concentration-response
curves (data not shown). However, whern these theoretical
levels were matched to those measured after NSAID
intake, a larger than expected scattering of experimental
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data was observed (Figure 1a,b,c). The in vive inhibitory
potency of diclofenac was predicted by the in vitro assay:
[—0.18, 0.21] for COX-1 and [—0.13, —0.03] for
COX-2. For ibuprofen, the in vifro assay was relevant for
COX-1 [—0.18, 0.03] but not for COX-2 [—0.14, 0.27]
whereas it was relevant for COX-2 ([—0.05, 0.15]) but
not for COX-1 ([0.31, 1.05]) in the case of meloxicam.
When existing, the predicting value of the in vitro assay
was better for a repeated intake than for a single intake
of diclofenac ([—0.10, —0.02] vs [—0.19, —0.01] for
COX-2, respectively) or meloxicam ([—0.15, —0.01] vs
[—0.01, 0.35] for COX-2, respectively), whereas the
contrary was observed for ibuprofen ([—0.24, 0.18]
vs [—0.13, —0.10] for COX-1, respectively) (Figure 1).
These data were consistent both with the lowest scatter-
ing of plasma concentrations of diclofenac and ibuprofen
at corresponding times and with the significant increase
in circulating meloxicam between single and repeated
intake (Table 2).

Influence of protein binding on the

predicting value of the in vitro assay

The unbound fraction mirrored the total concentration
of NSAID:s, since the concentrations of free diclofenac or
ibuprofen were similar after single and repeated intake
whereas this of free meloxicam increased with the
repetidion of the dose (data not shown). In the case of
ibuprofen, the unbound fraction was identical in vitro
(0.274+0.07%) and in vivo (0.234+0.07% after a single
intake, 0.22 4 0.08% after a repeated intake), highlighting
that circulating metabolites did not contribute to protein
binding. When the predicting value of the in vifro assay
was tested using the free concentration of NSAIDs, the
data were similar to those obtained with the total
concentration of drugs: (i) predictability was achieved in
the [—0.25, 40.25] interval except for meloxicam on
COX-1 (Figure 2) and ibuprofen on COX-2 (Figure 3);
(1) predictability was at best after a repeated intake of
diclofenac or meloxicam but a single intake of ibuprofen.

Influence of stereoselectivity on the

predicting value of the in vitro assay

As the drug added in vitro to donated blood samples was
ibuprofen racemate, the dose—response curves were easily
refitted by considering S-(+)-enantiomer as half of
the concentration applied (Figure 4). In vivo, the ratio of
S-(+)/R~(—) ibuprofen enantiomers varied between indi-
viduals (range [0.87-3.89]) and increased from 1.45+40.41
(mean+s.d.) after a single intake to 2.18+1.03 after
a repeated intake. When considering the plasma levels
of the S-(+)-enantiomer only, the in vitro whole blood
assay was predjctive of the in vivo COX inhibition after
a single intake of ibuprofen ([—0.12, —0.10] for
COX-1, [—0.12, 0.07] for COX-2). After a repeated
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Figure 2 Discrepancy between inhibition of platelet COX-1
activity by free meloxicam in vitro and percentage of COX-1
inhibition observed ex vivo after an oral intake of 7.5 mg day ™!
(A: single intake; X: repeated intake).
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Figure 3 Discrepancy between inhibition of monocyte COX-2
activity by free ibuprofen racemate in vitro and percentage of
COX-2 inhibidon observed ex vivo after an oral intake of 400 mg
three times daily (A: single intake; +: repeated intake).

drug intake, the inhibitory potency was estimated ade-
quately on COX-1 ([—0.22, 0.21]) but not on COX-2
([—0.25, 0.68]) (Figure 4). Similar data were obtained
when considering the unbound fracton of the S-(+)-
enantiomer (data not shown), demonstrating that this
limitation was not supported by a variable stereoselective
protein binding.

Discussion

The present work investigated if the COX inhibitory
potency of NSAIDs determined with the in vitro whole
blood assay was relevant for clinical practice. The rationale
was that the whole blood system is unique for comparing
in vitro and in vivo data in the same subject [10, 12, 14], and
is often considered as a reference system for establishing
the selectivity of NSAIDs towards COX isoenzymes
[11, 13]. The clinical relevance of any in vitro assay is of
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Figure 4 Influence of enantioselectivity on the inhibitory
potency of ibuprofen towards COX activities in human blood
assessed in vitro and ex vivo. The in vitro dose—response curves of
platelet COX-1 (grey hatched line) and monocyte COX-2 (black
line) activities were done considering that the S-(+)-enantomer
represented half of the racemate concentration. Results, depicted
as percentage inhibiton, were obtained from triplicates of the

24 volunteers and concentradon-response curves were fitted
according to the Hill function as described in the method section.
In the ex vivo study, plasma concentradons of S-(+)-ibuprofen
measured after a single and a repeated intake of 400 mg three
tmes daily of ibuprofen racemate were plotted on the same graph
vs the percentage of inhibition of COX-1 (A: single; X: repeated)
and COX-2 (A: single; +: repeated) actvities measured ex vivo
at the same tme.

primary importance since efforts were made to evidence
a link between the COX selectivity ratio of NSAIDs and
their ability to produce severe gastro-intestinal complica-
tions [13, 24], a meaning supported further by the low
incidence of chinically important upper gastrointestinal
events with ‘selective COX-2 inhibitors’ [25, 26]. As all
in vitro systems, the whole blood assay is limited by its
relevance to the level of COX inhibition in target tis-
sues, i.e. inflamed joints and gastric mucosa, but offers
advantage of investigating biochemical selectivity ex vivo
at therapeutic plasma levels of NSAIDs [14, 27].

In our experimental conditions, we pointed out that
the level of COX-1 and COX-2 inhibition achieved
in vivo can not be predicted universally from correspond-
ing in vitro dose—response curves. Indeed, the predictability
of the whole blood assay was suitable for diclofenac,
acceptable for ibuprofen, although with some limitations
relative to COX-2 inhibition, but unadapted to melox-
icam. As we did not study range doses of each NSAID,
we cannot rule out that the predictability of the system
would be influenced by drug dosage, since a vanable
selectivity profile could have appeared at lower doses of
NSAIDs. Consistent with this are both the quite com-
plete inhibition of COX-1 by ibuprofen and COX-2
by diclofenac from the first drug intake and the well
known dose-dependent inhibition of COX isoenzymes
by NSAIDs [16, 27]. This quite unexpected finding was
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favoured by our choice of sampling blood at a tme
consistent with a high plasma concentration of drugs,
since COX inhibition follows the pharmacokinetics of
NSAIDs [16, 28]. However, one must underline that
clinical trials demonstrated an equivalent efficacy of daily
doses of 7.5 mg of meloxicam and 100 mg of diclofenac
in osteoarthritis [18], whereas the time for blood sampling
was shown as critical for interpreting the inhibitory
potency of meloxicam on platelet functions [16, 17, 27].
As the limitation of the in vitro whole blood assay was
observed mainly with meloxicam, whose lower doses are
ineffective [18], we think that our study protocol allowed
a convenient though no exhaustive analysis of the clinical
relevance of the system. Furthermore, the plasma concen-
tration of drugs were 28—40-fold higher for diclofenac,
8—14-fold higher for meloxicam, and 12-19-fold higher
for ibuprofen than their corresponding in vitro [Cso on
COX-2, confirming that the doses could be assumed to
have at least an equal anti-inflammatory efficacy.

In an effort to explain the variable predictability of the
whole blood system, we searched for possible causes
related to the biological system itself. As our in vitro ICs
COX-2/COX-1 ratios were close to those reported
with the same methodology [12, 13, 27], such limitation
is unlikely to result from our experimental conditions.
However, the intrasubject variation reached 26A18%
for COX-1 and 18%13% for COX-2, whereas the inter-
subject variation reached 39% for COX-1 and 36% for
COX-2. These results are in good accordance with
previous clinical studies [12, 16, 27, 28], but confirms that
biological vanability is a possible limitation of the whole
blood assay [11] since scattering in baseline levels of
prostanoids may exceed this of purified enzymes or cell-
based assays [4, 5, 10]. Furthermore, this intersubject
variation makes hazardous to study the inhibitory potency
of NSAIDs in a small number of patients and to extra-
polate the individual level of COX inhibition from the
dose—response curve of foreign patients. As the number of
patents used for establishing the dose-response curves
of NSAIDs varied from 5 [10] to 20 [29], the comparison
of published selectivity ratios could be disturbed by the
vanability of the system, even if we failed to improve its
clinical relevance when considering individual instead of
mean dose—response curves. Since each of our 24 subjects
balanced the mean dose—response with the same weight,
this finding was not unexpected although it highlighted
that the predicting value of the whole blood system
remained limited even when the intersubject variation was
taken into account.

Estimation of the in vivo extent of COX inhibition from
the plasma concentration of NSAIDs is based generally on
the prerequisite that drugs do not enter red cells and that
haematocnit is 45% [10, 12]. Unfortunately, we demon-
strated that the drugs partitioned differently into whole
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cells, although the difference remained moderate between
molecules since they were acidic in nature. The factor
accounting for the transformation of whole blood into
plasma concentrations followed a different rank order from
the drug pKa, suggesting that it was influenced by the
lipophilicity of the molecules. Despite having a limited
influence for interpreting data with classical NSAIDs, we
suggest that it could be a major flaw to neglect the ability
of non acidic molecules to enter red cells since, for
example, celecoxib is thought to be evenly distnbuted
between erythrocytes and plasma [30]. In addition, the use
of a normalized haematocrit has no influence as long as the
studies are made in healthy subjects of the same sex, but it
adds further limitation to the predicting value of the whole
blood system in patients with chronic inflammation.
From a pharmacokinetic point of view, inhibiton of
COX isoenzymes by NSAIDs may differ between in vitro
and in vivo conditions because drugs can accumulate in the
target cells, can be degraded variably between individuals
or may act through metabolites [10, 12]. We demonstrated
that diclofenac exhibited a higher COX-2 selectivity than
meloxicam in vitro although it inhibited COX-1 more
efficiently than meloxicam after single and repeated oral
intake. As their metabolites are inactive [18, 20], such
discrepancy cannot be explained by a slower metabolism
of meloxicam than of diclofenac in liver. A more likely
explanation is that, when drugs were administered at half
the maximal recommended doses, the plasma concentra-
tion of diclofenac exceeded its inhibitory potency on
COX 1soenzymes more largely than this of meloxicam,
as we discussed before. As meloxicam 7.5 mg day ™' was
as effective as a higher dose of diclofenac in clinical studies
[18], this finding challenges further the exclusive con-
tribution of COX inhibition in the therapeutic effects of
some INSAIDs. Besides, Panara and coworkers reported
that the 35% inhibition of platelet COX-1 activity
by 15 mg day ' of meloxicam corresponded to a 70%
inhibition of monocyte COX-2 activity at steady-state
[27], which confirms that oral doses of meloxicam were
not excessive in terms of COX inhibition. For ibuprofen,
we investigated the contnbution of the S-(+)-enantiomer
because it is several order of magnitude more potent than
the R-(—)-enantiomer in inhibiting prostaglandin syn-
thesis in vitro [31] and can be generated in vivo by
enantiomeric inversion via the formauon of coenzyme
A thioesters [32]. We showed that the S-(4)/R-(—) ratio
was highly variable at a given time and increased with
repetition of the dose in the same subject. Although this
ratio is not an ideal index of fractional inversion, as it
depends also on protein binding, one must underline that
the predicting value of the in vitro assay on COX-2 was not
changed when, considering the S-(+)-enantiomer only.
As the weakest predictability was observed at steady-state,
that is when the S-(+)/R-(—) ratio was the highest,
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it is tempting to speculate that the higher than expected
inhibition of COX-2 could be supported by the additional
contribution of the R-ibuprofenoyl-CoA thioester [33].
Protein binding is another key limiting factor. of the
pharmacokinetics of NSAIDs which is thought to be
accurately reproduced by the in vitro whole blood assay
[10, 12]. As NSAIDs are highly bound to albumin, we
searched for intersubject vanability in protein binding
as a possible limitation of the system. We demonstrated
that the inability of the whole blood assay to predict
the inhibitory potency of meloxicam 'on COX-1 cannot
be ascribed to an abnommal protein binding. This appears
logical when considering  that unbound fraction of
INSAID:s is a faithful reflection of their total concentration
in healthy volunteers, that protein binding of meloxicam

is linear in its therapeutic range [18], and that any occult ) X inks

of NSAID was excluded by a careful plasma monitoring.
For ibuprofen, the measurement of free drug concentra-
tion was of particular interest since protein binding can
vary from linear to non linear depending on the dose and
includes a stereoselective competition for albumin sites
[19]. The concentration of free S-(+)-ibuprofen, the less
protein bound enantiomer [32], varied differently from
those of unbound racemate, with a higher proportion of
the S-enantiomer after a repeated (81%) than after a single
intake (72%). This finding agreed well with the con-
comitant increase in the S-(4)/R-(—) ratio suggesting
that it was reflecting the chiral inversion rather than
the enantiomeric protein binding. However, despite this
relative increase in the unbound active fraction, the
in vitro system still underestimated the inhibitory potency
of ibuprofen on COX-2 at steady state. Thus, our data
are consistent with the possible contribution of additional
metabolites to the in vivo COX-2 inhibitory potency of
ibuprofen.

The inability of the whole blood assay to estimate the
inhibitory potency of meloxicam on COX-1 needs further
discussion. It is noticeable that inhibition of COX-1 by
meloxicam showed the highest scattering of values, with
coeflicients of variation averaging 53% after single and
36% after repeated drug intake. This variability was
unexpected since it contrasted with the homogeneity of
ex vivo COX-2 inhibition and plasma concentration of
meloxicam. Surprisingly, the increase in plasma concen-
tration of meloxicam with repetition of the dose paralleled
its inhibitory potency on COX-1 (1.8-fold increase) but
not on COX-2 (1.3-fold increase). A similar dissociation
between circulating drug levels and COX inhibition was
reported after a repeated intake of increasing doses of
meloxicam, although both COX iso-enzymes were
affected similarly [27]. Interestingly, a possible cumulative
inhibition of COX-1 was suggested to explain the higher
than expected inhibition of platelet activity [27]. In
contrast, an adaptation of platelet COX-1 was proposed to
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explain the lower inhibition of COX-1 by meloxicam at
steady-state than it could be expected from its level of
inhibition after a single dose [16]. Our results support none
of these proposals since inhibition of COX-1 followed
the plasma concentration of meloxicam between single
and repeated intake. We suggest that the inability of
the whole blood assay to estimate COX-1 inhibition by
meloxicam was partly attributable to the lack of inhibi-
tion observed in some subjects despite drug plasma con-
centrations in the therapeutic range. Although it remains
unexplained, this finding contributes likely to scattering

4z of values in the most critical, i.e. the linear, part of the

sigmoidal dose—response curve. The variable influence of
plasma concentration of meloxicam on COX-1 and
COX-2 activity may reflect a higher drug accumulation
in monocytes than in platelets. Alternatively, a different
mechanism of inhibiton of COX iso-enzymes by
meloxicam cannot be excluded [34], since we did not
performed recovery experiments.

Conclusions

The present cross-over study revisited the clinical rele-
vance of the whole blood assay through comparing the
COX inhibitory potency of NSAIDs in vitro and in vive
in the same subjects. We confirmed that the biological
vanability of the system was high, although this does

A exceed its advantages as long as a sufficient (high) number
of subjects is considered. We showed further that the
selectivity ratios obtained in vitro using [Cses gave a
somewhat misleading view of the selectivity of NSAIDs
in clinical use, with diclofenac and meloxicam being more
COX-2 selective in vitro than in vive. In addition, the
in vitro whole blood assay estimated adequately the ex vivo
inhibition of COXs iso-enzymes by diclofenac but was
not adapted to this of meloxicam on COX-1 and ibu-
profen on COX-2, even when considering variability
due to protein binding or chiral inversion. These data
extent previous work with the whole blood assay
[14, 16, 27] to underline the limitations of assessing
COX-2 selectivity based on in vitro studies and pharma-
cological modelling, even with a ‘more physiological’
system. We conclude that thereha need to investigate COX
selectivity at therapeutic plasma concentrations of NSAIDs,
as assessed ex vivo with the same assays.
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ABSTRACT

Objective. The aim of this study was to investigate in situ the relationship between two key
mediators implicated in osteoarthritis (OA) cartilage: nitric oxide (NO) and IL-1 converting
enzyme (ICE). IL-18 was also studied and served as reference to the effect of ICE.

Methods. An OA model was created by sectioning the anterior cruciate ligament (ACL) of the
right stifle joint of dogs by a stab wound. Dogs were divided into three experimental groups: 1)
unoperated dogs that received no treatment; 2) operated dogs (OA) that received no treatment
and 3) OA dogs that received oral N-iminoethyl-L-lysine (L-NIL; a specific iNOS inhibitor) (10
mg/kg/bid) starting immediately after surgery. The OA dogs were killed at 12 weeks after
surgery. Specimens of cartilage from femoral condyles and tibial plateaus were processed for
immunohistochemistry for ICE, IL-18 and PI-9, a natural inhibitor of ICE, followed by
morphometric analysis. Moreover, the OA specimens from femoral condyles of dogs that
received no treatment were dissected and incubated with specific inhibitors of different
signalling pathways likely involved in the OA process: SB 202190 (10 uM; a p38 MAP kinase
inhibitor), PD 98059 (100 pM; a MEK 1/2 inhibitor), NS-398 (10 ng/ml; a specific
cyclooxygenase-2 inhibitor), and L-NIL (50 uM).

Results. Data showed that both ICE and IL-18 were present in situ in dog cartilage with a
significant increase in the level of these two proteins in OA cartilage. In contrast, the level of PI-
9 was found to be lower in OA than normal cartilage; however, the difference did not reach
statistical significance. Oral treatment with L-NIL induced an increase in the level of PI-9 and a
decrease in ICE and IL-18 levels than OA cartilage for both the femoral condyles (p<0.0001) and
tibial plateaus (p<0.01 for ICE and p<0.0001 for IL-18); values were similar to normal dogs.
Interestingly, in vitro experiments demonstrated significant inhibition of the ICE levels by p38,
MEK 1/2, and COX-2 inhibitors, but not by an iNOS inhibitor.

Conclusion. This study demonstrated that in situ in OA cartilage, the stimulation of
chondrocytes by NO is responsible, at least in part, for the upregulation of ICE and IL-18
synthesis while decreasing the level of the ICE inhibitor PI-9. The ICE level is controlled by the
activation of at least two MAPK pathways, p38 and MEK 1/2. Interestingly, it appears that ICE

synthesis 1s not regulated by the endogenous production of NO. These data again highlight the



role played by iNOS in regulating the synthesis of major catabolic factors involved in OA

cartilage degradation.



Osteoarthritic (OA) lesions are produced by an imbalance between the anabolic and catabolic
processes (1,2). Nitric oxide (NO) is a pleiotropic mediator that was shown to be intimately
involved in the OA catabolic process (3-5). Experiments performed using the anterior cruciate
ligament (ACL) canine model of OA have demonstrated that a treatment with a specific inhibitor
of the inducible NO synthase (iNOS), N-iminoethyl-L-lysine (L-NIL), can induce a significant
reduction in the progression of structural changes of the disease (6). This was reflected by a
decrease in the severity of macroscopic and histologic lesions and was associated with a
reduction in matrix metalloprotease (MMP) synthesis, as well as the production of interleukin-18
(IL-18) and prostaglandin E; (PGE;) (6). Moreover, further experiments also showed that L-NIL
treatment could decrease in situ the level of OA chondrocyte apoptosis (7).

Osteoarthritic chondrocytes were shown to express iNOS and produce large amounts of NO,
especially upon stimulation by proinflammatory cytokines (8-12). Moreover, peroxynitrite, a
NO end product, was detected in significant amounts in the synovial fluid of OA patients (13).
Experiments have demonstrated that NO could also upregulate proinflammatory cytokines (14)
and MMP synthesis (15), as well as inhibiting proteoglycan and collagen synthesis (16,17).

Of all the proinflammatory cytokines that are believed to be involved in the pathophysiology of
OA, IL-18 is believed to be a key player at inducing cartilage catabolism (1,2,18). This cytokine
has the ability to modify chondrocyte metabolism, thus affecting cartilage extracellular matrix
homeostasis. IL-18 can enhance the level of the major catabolic factors in this tissue: proteases,
prostaglandin/COX-2, iNOS, etc (18).

IL-18 is a cytokine primarily identified as an interferon (IFN)-y-inducing factor (IGIF), which
possesses structural similarities with the IL-1 protein family (19). The gene expression of this
cytokine was demonstrated in different cell types including macrophages, endothelial cells,
epidermal cells, osteoblasts, and recently, synovial fibroblasts and chondrocytes (19,20). The
level of IL-18 was found to be upregulated in OA tissues (21,22). The biological function of
IL-18 was originally thought to be restricted to the induction of another inflammatory cytokine,
INF-y. However, recent work indicated a much broader role for IL-18, which was shown to
induce inflammatory and catabolic responses similar to that of IL-16 (19,23,24). Like IL-18,
IL-18 is produced as a biologically inactive precursor that requires enzymatic processing in order
to be released in the active form (25). In mammals, only one protease, ICE or caspase-1 can

specifically generate the mature forms of these two proinflammatory cytokines (25,26).



ICE is a pro-enzyme polypeptide of 45 kDa (p45) located in the cellular membrane (26). This
enzyme belongs to a family of cysteine aspartate-specific proteases named caspases. ICE is
specific to IL-18 and IL-18 and does not cleave the IL-1a precursor (27). ICE is first produced
as a precursor and requires two internal cleavages before being converted to an active enzyme of
heterodimeric form, consisting of two subunits, p20 and p10 (28). The active site is located on
the p20 chain. Interestingly, ICE contributes to the auto-processing of its own precursor (29).
This enzyme processes pro-IL-1B between residues Asp 116-Ala 117 to produce active, mature
IL-18. It also cleaves pro-IL-18 at a secohdary site (Asp 27-Gly 28), which is then further
processed to the active form (28,30). The IL-18 cleavage of the human propeptide, however,
appears to occur only at the Asp 36-Tyr 37 site (31). A natural ICE inhibitor has recently been
identified and belongs to the serpin protease inhibitor and is termed serpin PI-9 (32,33). The
level of ICE has been demonstrated to be increased in OA tissues and was found to be
responsible in situ for the increased production of active IL-18 and IL-18 (21).

ICE is a crucial enzyme in the activation process of IL-1B and IL-18, two important
proinflammatory cytokines involved in OA progression. Moreover, in vivo, the specific
inhibition of NO induces a downregulation of IL-18 synthesis in OA tissues (14).

Based on these findings, the aim of the present study was to first further investigate the role of
INOS in vivo in the regulation of the IL-18 system by exploring its effect on the ICE level and
one of the main natural inhibitors of ICE in situ in cartilage. Moreover, the effects of iNOS in
vivo on IL-18 was also studied and served as reference to the effect of ICE. Furthermore, using
in vitro experiments, the mechanisms which can modulate the ICE level in OA cartilage were
explored. The latter experiment was performed using the dog OA cartilage explants and

employing a number of selective inhibitors of different intracellular pathways.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Groups

Specimen selection. Twenty-six adult crossbred dogs (2-3 years old), weighing 20-25 kg, were
used for this study. Specimens of cartilage were obtained from dogs of different experimental
groups included in our previous study (6) were used: Group 1 (n = 6), unoperated dogs; Group 2
(n = 6), operated (OA) untreated dogs; Group 3 (n = 5), OA dogs treated with L-NIL (10 mg/kg

twice daily orally) beginning immediately after surgery. For the in vitro experiments (n = 8-9),



cartilage from OA dogs that received no treatment were used for explant culture experiments.
Osteoarthritis was surgically induced by sectioning the anterior cruciate ligament of the right

knee through a stab wound incision as previously described (6).



Cartilage Sampling and Explant Culture

Immediately after the dogs were sacrificed, and their right knees were dissected aseptically as
previously described (6), cartilage samples were obtained by dissecting full-thickness strips of
cartilage across the lesioned areas of articular cartilage from femoral condyles and tibial plateaus
and processed for immunohistochemistry. The cartilage specimens from the medial and lateral
femoral condyles and tibial plateaus were processed separately.

Femoral condyles were obtained as described above and processed for explant culture (34).
After dissection, the explants (approximately 150'mg) were rinsed in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Gibco-BRL Life Technologies, Burlington, Ontario, Canada) and incubated
for 48 hours at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,/95% air in DMEM containing 10%
heat-inactivated fetal calf serum (FCS) (HyClone Laboratories, Logan, UT), and antibiotics (100
units/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin) in the presence or absence of the following
inhibitors: SB 202190 (10 uM; inhibitor of p38: Calbiochem-Novabiochem, San Diego, CA); PD
98059 (100 uM; inhibitor of MEK1/2: Calbiochem-Novabiochem); NS-398 (10 ng/ml; specific
inhibitor of COX-2: Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI); N-iminoethyl-L-lysine (L-NIL) (50
UM; inhibitor of iNOS: Monsanto, St Louis, MO). The concentrations of the different inhibitors
that were used in the present experiments were found in a previous study (34) to be optimal
under similar experimental conditions.

Immunohistochemistry

Cartilage specimens were processed for immunohistochemistry as previously described (21).
Briefly, specimens were fixed in TissuFix #2 (Laboratoires Gilles Chaput, Montréal, Québec,
Canada) for 24 hours then embedded in paraffin. Sections (5 pm) of paraffin-embedded
specimens were placed on Superfrost Plus slides (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada),
deparaffined in toluene, dehydrated in a graded series of ethanol, rinsed in water and in
phosphate saline buffer (PBS), pH 7.4 and preincubated in chondroitinase ABC (0.25 units/ml in
PBS pH 8.0; Sigma) for 60 minutes at 37°C (when using IL-18 antibody) or heated at 65°C for
20 minutes in 10 mM citrate buffer, pH 6.0 (when using ICE and PI-9 antibodies). Slides were
then washed three times in PBS, pH 7.4, followed by a 30-minute incubation in 0.3% Triton-X
100 (Sigma, St. Louis, MI) in PBS and a 30-minute incubation in 2% hydrogen peroxide in

methanol. They were further incubated with 5% milk in Universal Blocking Solution (Dako



Diagnostics Mississauga, Ontario, Canada) for 30 minutes and overlaid with antibodies for 18
hours at 4°C in a humidified chamber.

The antibody used for ICE was an affinity-purified rabbit polyclonal antibody raised against a
peptide corresponding to amino acids 2-20 mapping the amino terminus of the ICE precursor of
human origin and termed A-19 (SC-622, 10 pug/ml; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA).
This antibody recognizes the precursor form of ICE. The antibody used for IL-18 was an
affinity-purified rabbit polyclonal antibody raised against a peptide corresponding to amino acids
21-193 of IL-18 of human origin and termed H-173 (SC-7954, 10 pg/ml; Santa Cruz
Biotechnology). This antibody recognized both pro and active forms of IL-18 and did not cross-
react with IL-1ct or IL-1B8. The antibody used for PI-9 was a gift from Dr. Walter Kisiel (School
of Medicine, University of New Mexico, Albuquerque, NW) (32). This antibody was a rabbit
anti-human PI-9 IgG and was used at a concentration of 10 pg/ml.

Slides were washed three times in phosphate buffered saline (PBS), pH 7.4 and stained using the
avidin-biotin complex method (Vectastain ABC kit; Vector Laboratories, Burlington, ON). The
colour was developed with 3-3’-diaminobenzidine (DAB substrate chromogen, Dako
Diagnostics) containing hydrogen peroxide, and the slides were counterstained with eosin.

To determine the specificity of staining, 3 controls were used: 1) adsorbed immune serum for 1
hour at 37°C with a ten-fold molar excess of rHulCE (gift from Dr. Danley, Pfizer, Groton, CT)
and rHull-18 (R&D Systems, Minneapolis, MN); 2) omission of the primary antibody; 3)
substitution of the primary antibody with non-immune IgG (Nordic Immunology, Tilburg, The
Netherlands) following the same experimental protocol. Each slide was examined under a light
microscope (Leitz Orthoplan; Wild Leitz, Ville Saint-Laurent, Quebec, Canada).

Morphometric Analysis

The presence of the antigen was estimated by determining the number of specific chondrocytes
staining positive within the different layers of cartilage as described (21). The number of
chondrocytes staining positive in the entire cartilage thickness, superficial zone (superficial and
upper intermediate layers) and in the deep zone (lower intermediate and deep layers) was
estimated as previously described (21). Briefly, cach zone was divided into three different
sections. The cell count scores were determined separately for the medial and lateral sides of the
condyles and plateaus. The total number of chondrocytes and the number of chondrocytes

staining positive for the specific antigen were determined using (21) using a Leitz Diaplan



microscope with the magnification X40. Each section was scored separately. These data from
each section were then integrated as a mean for each specimen. The final results were expressed
as the percentage of positive chondrocytes. The maximum score for each cartilage specimen was
100%. Each slide was subjected to double-blind evaluation, which resulted in a variation of
<5%. The data obtained from each medial and lateral condyles and tibial plateaus were
considered independent for the purpose of statistical analysis. For each arthritic specimen, it was
ensured prior to evaluation that an intact cartilage surface could be detected and used as a marker
for validation of morphometric analysis. Cartilage specimens were divided into two zones in
order to examine if the effects of L-NIL occurred in the different cartilage layers. Data from
each femoral condyle and tibial plateau were considered separately.

Statistical Analysis

Data were expressed as the mean * SEM and statistical analysis performed using the Mann-

Whitney U test. P values <0.05 were considered significant.

RESULTS
ICE Level in Cartilage

The cartilage specimens from the femoral condyles and tibial plateaus of normal dogs were
macroscopically and histologically normal as previously described (6). According to the
experimental model, and as previously reported (6), untreated OA dogs had moderately severe
lesions on both femoral condyles (data not shown) and tibial plateaus (Figure 1A) with more
pronounced lesions on the plateaus. L-NIL treated dogs presented a marked reduction in severity
of lesions (Figure 1A) (7).

We first determined the ICE level (precursor form) and its distribution in normal and OA
articular cartilage. Data revealed that in normal cartilage from either femoral condyles (data not
shown) or tibial plateaus (Figure 1A), only a few chondrocytes showed specific ICE staining. In
contrast, in OA cartilage, a strong immunoreactivity of chondrocytes was observed through the
entire thickness of the cartilage (Figure 1A). L-NIL-treated OA dogs revealed a similar pattern
as the one found in normal cartilage. Controls including OA cartilage specimens, treated either

with immunoadsorbed serum, rHulCE (data not shown) or pre-immune IgG, showed only

background staining (Figure 1A).



The percentage of positively stained cells for the entire cartilage thickness (superficial and deep
zones) was significantly higher in OA cartilage for both condyles and plateaus (Figures 1B, 1C)
than normal. Comparison between superficial and deep zones showed a similar percentage of
positive chondrocytes for the normal femoral condyles and tibial plateaus (Figures 1B, 1C).
Each zone in OA cartilage demonstrated a statistically significant higher level of ICE than the
autologous zone of normal cartilage (Figures 1B, 1C). A higher ICE level was found in the OA
superficial compared to the deep zone. This difference between the OA cartilage zones did not,
however, reach statistical significance for either condyles or plateaus. In the L-NIL treated OA
dogs, the ICE level for the entire thickness of cartilage was similar to the level found in the
normal femoral condyles but was slightly higher than those found on the tibial plateaus. These
levels were statistically lower than the one found in the OA dogs (condyles, p<0.0001; plateaus,
p<0.01). In those specimens, there was slightly lower ICE level in the deep zone than in the
superficial zone. In both condyles and plateaus, a significant decrease in the ICE cell score in
the superficial zone was found when OA L-NIL-treated cartilage was compared with those from
untreated OA specimens (Figures 1B, 1C).

IL-18 Level in Cartilage

Immunohistochemical study also revealed that IL.-18 was produced by dog chondrocytes, and its
topographic distribution was very similar to ICE (Figures 2A-C). In normal, only a few
chondrocytes produced IL-18 with a slightly higher level found at the superficial zone than at the
deep zone (Figures 2B, 2C). In OA untreated dogs, a significant increase in IL-18 total cell score
was noted when compared to normal. In the L-NIL treated group, the IL-18 total cell score was
comparable to normal values. As for ICE, OA untreated specimens at both superficial and deep
zones had statistically significant higher IL-18 levels than normal specimens (Figures 2B, 2C).
L-NIL completely reversed this increase; values were similar to normal dogs.

PI-9 Level in Cartilage

Because the control of ICE function can occur at two levels, regulation of protease activation
and/or regulation of the protease activity, we explored if the level of the natural and specific ICE
inhibitor, PI-9, was also modulated in vivo by L-NIL treatment. Data showed that PI-9 was
found mainly in the superficial zone of normal and OA cartilage. As shown in Figure 3, the PI-9
level in OA cartilage was slightly lower than in normal cartilage; however, the difference did not

reach statistical significance. Interestingly, the L-NIL-treated group showed higher PI-9 levels
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than seen in the OA group, and the values in this group were similar or slightly higher than the
ones found in normal dogs.

Mechanisms Regulating ICE Production

To get a deeper insight into the regulating mechanisms and pathways involved in ICE production
in OA cartilage, we investigated in vitro the effect of inhibitors of the different major
intracellular signalling pathways. To this end, dog OA cartilage explants were incubated with or
without SB 202190 (10 uM), PD 98059 (100 uM), NS-398 (10 ng/ml), and L-NIL (50 uM), and
the ICE level was evaluated by inununohistdchcmistry. The data showed (Figures 4A, 4B) that
the inhibition of p38, MEK 1/2, COX-2, but not iNOS, significantly blocked ICE production.

DISCUSSION

Nitric oxide and its by products clearly participate in the promotion of OA cartilage catabolism
through proinflammatory mechanisms (1,2,9,10,18). OA cartilage produces a large amount of
NO, which is related to the regulation of iNOS levels in this tissue (35). This finding has
provided the impetus for novel therapeutic approaches toward developing a new class of drugs
directed against iNOS, which has lead to the development of specific iNOS inhibitors, including
L-NIL. This selective iNOS inhibitor was demonstrated, in the same experimental OA model, to
exert positive effects on the progression of OA structural lesions (6,7). Collectively, these data
in animal models have brought forward the therapeutic potential of iNOS inhibitors to be
disease-modifying osteoarthritic drugs (DMOAD).

The main objective in the management of OA, in addition to reducing symptoms and minimizing
functional disability, should be to reduce the progression of the articular structural changes. In
this context, evidence supports the notion that the excessive production of proinflammatory
cytokines, and in particular IL-18, plays a key role in the structural alterations of OA tissues
(1,2). The control of this cytokine activity can be modulated at different levels. There has been
recent enthusiasm for and evidence to support the use of agents or drugs which block the activity
of the enzyme involved in the activation (maturation) of IL-18, ICE, in the treatment of arthritic
diseases, including OA. Given the importance of ICE in the production of active IL-18, and the
fact that iNOS inhibitors were found, both in vitro and in vivo (36), to inhibit IL-18 production

in OA tissue, we further explored the role of iINOS/NO on the different pathways regulating ICE

production in OA cartilage.
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In this study, we first demonstrated that ICE was present in dog cartilage and that its level was
markedly increased in situ in OA. This finding is in accordance with our previous data, which
show the presence of an increase level and activity of ICE in human OA cartilage (21). We also
demonstrated that in vivo, a selective inhibitor of iNOS, L-NIL, could abrogate ICE production
in OA cartilage. This reduction occurs throughout the entire cartilage thickness of the femoral
condyle and to a lesser extent in the tibial plateau. This more pronounced effect on the condyle
than in the plateau is not unique to the ICE enzyme but was also found to occur in other
processes, including the in vivo effect of L-NIL on chondrocyte apoptosis (7). Although the
exact reason remains to be determined, it is possible that these differences were related to the
concentration of the inhibitor within the matrix. An alternative but not exclusive explanation
might be that the lesions at the plateaus are generally more severe and may be less responsive to
treatment.

Our data also confirmed that the IL-18 production, the other specific substrate of ICE (in
addition to IL-1B), was coordinately regulated with the production of the enzyme and showed a
marked and simultaneous reduction of the levels of both proteins in the dogs treated with L-NIL.
This correlation adds support to the notion that the increased level of ICE, which is present in
OA cartilage, is actively participating in OA cartilage degradation through the activation of key
catabolic cytokines such as IL-18 and IL-18. The downregulation of ICE by treatment with
L-NIL provides new additional information about the mechanisms by which the inhibitor could
exert its protective effects against the progression of OA.

The demonstration that in vitro in cartilage explants, L-NIL failed to reduce the ICE level at a
concentration that was sufficient to reduce NO production (34) indicates that the synthesis of
ICE was not regulated by the endogenous production of NO. It is, therefore, possible that the
downregulation of ICE in vivo in chondrocytes by L-NIL was due in addition to iNOS to the
reduction in the exogenous stimulation of NO or other mechanisms involved in the regulation of
ICE production.

This later hypothesis is most interesting as a number of inflammatory factors, such as IL-18, may
upregulate the expression of ICE (37). Therefore, since the IL-18 level is greatly increased in
OA tissues, this could provide a logical explanation for the increased level of ICE in OA
cartilage. Moreover, since L-NIL treatment has been previously demonstrated to reduce in vivo

the level of IL-18 in OA tissues in an experimental animal (14), this finding likely provides a
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possible explanation for the decreased ICE level in this OA model. The likelihood that IL-18
was, in fact, an important upregulating factor of ICE in experimental OA is further supported by
the in vitro experiments showing that two MAPKs, p38 and MEK 1/2, are important factors in
the upregulation of ICE in situ in OA cartilage (Figure 5). IL-18 has, in fact, been shown to be a
potent activator of these two MAPKs (38). Complementary to our findings is the recent report
demonstrating that NO could interact with a number of intracellular pathways including the two
MAP kinases which provides additional support to our findings on the role of NO in the
upregulation of ICE.

The potential role for COX-2 and prostaglandins in the regulation of ICE level in OA is a novel
and most interesting finding. This obviously needs further exploration but is bringing into
perspective the possibility of cross-talk between the COX-2 and the ICE /IL-18 system. The
downregulation of COX-2/PGE; by L-NIL treatment brings forward another mechanism by
which it could exert its effect on ICE.

Another important factor regulating the ICE activity is the presence of a physiological inhibitor.
A natural inhibitor of ICE belonging to the serpin protease inhibitor family has been identified
and is named PI-9 (32,33). Serine protease inhibitors, or serpins, are a family of 40-50 kDa
proteins that are primarily involved in the regulation of physiological processes activated by
proteases, such as prohormone activation and homeostasis. Serpins bind at the active site of their
cognate proteases to form an inhibitory complex with 1:1 stoichiometry. In this study, we have
demonstrated that the PI-9 level in OA cartilage was lower than that found in normal cartilage.
This could very well be an additional factor which could favour an increase in the ICE activity in
OA cartilage, since the increased level of ICE with a decrease in the level of its natural inhibitor
will create an imbalance towards an increase in this enzyme activity. Interestingly, in vivo,
L-NIL abrogated this imbalance as L-NIL reversed ICE and P1-9 levels to values similar as the
normal. Therefore, the effect of iNOS inhibitor not only at reducing the level of ICE in OA
cartilage but also at increasing the level of PI-9 provides two important mechanisms by which
this inhibitor could exert protective effects on OA tissues.

In summary, this study demonstrated that in OA cartilage NO favours an increase in ICE activity
by increasing the level of this enzyme at the same time as it decreases the level of a natural
inhibitor, PI-9. Moreover, the concomitant increase in the level and activity of ICE in

association with the increase in the level of IL-18 could also contribute to the catabolism of OA
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cartilage. The protective effects of iNOS inhibitors, in vivo, on the structural changes of OA
could possibly be explained by this effect not only at reducing the synthesis of NO, but also at

inducing a decrease in ICE activity and IL-18 synthesis.
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LEGEND
Figure 1:

Figure 2:

Figure 3:

ICE (precursor form) level in normal, untreated osteoarthritic (OA) and L-
NIL-treated OA dogs. A) Representative sections of tibial plateau showing ICE
immunostaining in normal, OA and L-NIL-treated OA dogs (10 mg/kg/bid). No
specific staining was seen with either immunoadsorded or nonspecific IgG. B, C)
Histograms of cell score for ICE level in the entire thickness of cartilage (total
score) and in the superficial and deep zones in (B) femoral condyles and (C) tibial
plateaus. The cell count scores were determined separately for each specimen
from the medial and lateral condyles and plateaus. The data obtained were
considered independent values for the purpose of statistical analysis. Bars show
the mean and SEM scores. P values above OA and L-NIL indicate the difference

with the normal, respectively, and where underlined, between OA and L-NIL-

treated OA dogs.

TL-18 level in normal, untreated osteoarthritic (OA) and L-NIL-treated OA
dogs. A) Representative sections tibial plateau showing IL-18 immunostaining in
normal, OA and L-NIL-treated OA dog (10 mg/kg/bid). No specific staining was
seen with either immunoadsorded or nonspecific IgG. B, C) Histograms of cell
score for IL-18 levels in the entire thickness of cartilage (total score) and in the
superficial and deep zones in (B) femoral condyles and (C) tibial plateaus. The
cell count scores were determined separately for each specimen from the medial
and lateral condyles and plateaus. The data obtained were considered
independent values for the purpose of statistical analysis. Bars show the mean and
SEM scores. P values above OA and L-NIL-treated dogs indicate the difference

with the normal, respectively, and where underlined, between OA and L-NIL-

treated OA dogs.

PI-9 level in normal, untreated osteoarthritic (OA) and L-NIL-treated OA
dogs. Histogram of cell score for PI-9 level in the femoral condyles (dark bars)

and tibial plateaus (open bars) in the cartilage superficial zone. Bars show the
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Figure 4:

Figure S:

mean and SEM scores. The P value indicates statistical differences for the

femoral condyles.

In vitro regulation of ICE production in OA dogs cartilage. A) Representative
sections of femoral condyle showing ICE immunostaining in the absence or
presence of specific inhibitors. B) Histogram of cell score for ICE level in the
femoral condyle of the entire thickness of the cartilage of OA untreated in the
absence or presence of specific inhibitors as indicated. Bars show the mean and

SEM scores. P values indicate the difference between untreated and treated

specimens.

Flow chart describing the suggested mechanism of action by L-NIL on ICE
production. iNOS, inducible nitric oxide synthase; NO, nitric oxide; p38 and
MEK 1/2 are MAP kinase proteins; COX-2, cyclooxygenase-2; ICE,
interleukin-18 converting enzyme; IL-18, interleukin-18; IL-18, interleukin-18.

— indicates inhibition.
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Boileau et al, Figure 2B
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Boileau et al, Figure 3
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Figure 4A
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