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AINS : Anti-InflammatoiresNon Stéroïdiens
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CI : ConcentrationInhibitrice
CU : ConcentrationUlcérogène
COX: Cyclooxygénase
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GI: GastroIntestinal
Gly : Glycine
HETE : Hydroxyéicosatétraénoïque
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MIA : MonoIodoAcétate
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MMP : Matrix MetalloProteinasesou métalloprotéasesmatricielles
Mor: Morphine
NO: Monoxyded'Azote
NOS: NO Synthase
iNOS : NO Synthaseinductible
NPX : Naproxène
OA : Arthrose
ORF: OpenReadingFrame ou phase ouverte de lecture
PDGF:PlateletDerivedGrowth Factor ou facteur decroissancedérivé des plaquettes
PG: Prostaglandine
PGD2 : ProstaglandineD,
PGDS:PGD Synthase
PGE2 : ProstaglandineE,
PGES: PGE Synthase

mPGES: PGE Synthasemembranaire
cPGES: PGE Synthasecytosolique

PGF2a : ProstaglandineFZa

PGH2 : ProstaglandineHz
PGI2 : Prostaglandinelz ouProstacycline



PGIS : PGI Synthase
PGHS : ProstaglandinEndoperoxide HSynthase
PGS : ProstaglandineSynthase
PLA z : PhospholipaseA2

cPLA z : PhospholipaseA2 cytosolique
sPLAz : PhospholipaseA2 sécrétoires

ppAR : RécepteurdesActivateursde Proliférateurde Péroxysome
PR : PolyarthriteRhumatoïde
Ser: Sérine
RE : RéticulumEndoplasmique
RFX : Rofécoxib
TNFa : TumorNecrosisFactor a ou facteurdenécrosetumorale
Trp : Tryptophane
Tx : Thromboxane
TXS: ThromboxaneSynthase
Tyr : Tyrosine
UTR : UntranslatedRegionou régionnon-traduite
Val : Valine
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1. ISOENZYMES DE LA CYCLOOXYGENASE

1.1. Généralités

11.1.Protéines

Les cyclooxygénases (COXs) ou prostaglandine endoperoxyde H synthases (PGHS)
(EC 1.14.99.1) sont des enzymes clés de la voie debiotransformationde l'acidearachidonique
(AA). Elles catalysent la première étape de biosynthèse des prostaglandines (PG) en assurant
la conversion de l'AA en prostaglandine H2 (PGH2) .

Les COXs existent sous deux isoformes au moins (Vane et Botting, 1996). La première,
COX-l, est une enzyme exprimée de façon constitutive. Elle tient un rôle important dans de
nombreux processus physiologiquesnotammentla cytoprotection de la muqueuse digestive et
la régulation del'hémodynamiquerénale. COX-2, isoforme identifiée plus récemment (Xie et
coll, 1991) est inductibleexpérimentalementsous l'effetd'une stimulation parcertaines
cytokines pro-inflammatoires(IL-l, TNFa), des facteurs de croissance (PDGF, EGF), des
esters de phorbol(in vitro) ou encore par lelipopolysaccharide(LPS) (Kujubu et coll, 1991 ;
Sirois et coll, 1992). Elle est exprimée au cours de différents processus tels que
l'inflammation, l'ovulation et certains processus mitogènes.L'existence d'une seconde
isoforme de COX a été suspectée quandl'induction de l'expressiond'une protéine après
stimulation par des cytokines a été mise en évidence (Raz et coll, 1989) etl'augmentationde
la synthèse des PGs sousl'effet du LPS dans les monocytes humains (Fu et coll, 1990) puis
dans des macrophages péritonéaux de sourisin vivo (Masferrer et coll, 1990).Cette
augmentationest inhibée par ladexaméthasoneet associée à la synthèsede novo d'une
nouvelle protéine deCOx. COX-2 a alors étéidentifiéecomme une isoforme distincte, codée
par un gène différent de celui de la COX-1 (Xie et coll, 1991 ; Xie et coll, 1992 et 1993;
O'Banionet coll, 1991 ; Kujubu et coll, 1991 ; Sirois et coll, 1992).
Les deux isoformes de COX ont des structures quaternaires identiques, mais ellesdiffèrent
dans la stabilité de leurs structuressecondaireet tertiaire. La structure de COX-2 est
globalement moins stable que celle deCOX-l, notammentau niveau des sites actifs
cyclooxygénasique et peroxydasique (Xiao et coll, 1998). Ceci pourraitexpliquer 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 unKm identique pour l'AA (3,0 uM pour COX-1 et 2,5/lM pour COX-2) ainsi que
desVmaxsimilaires (Meade et coll, 1993). Néanmoins, elles diffèrent par certaines propriétés
dont lalocalisationchromosomique et la régulation de leurs gènes, la taille de leurs messagers
(4 kb pour COX-2 et 2,8 kb pour COX-1) ou encore leur expression tissulaire (Tableau 1).
Après des régulationspost-transcriptionnellesdans le réticulum endoplasmique (RE), les
formes matures deCOX-1 et -2 ont une masse moléculaire apparente de 67-72 kDa. Trois
structurescristallographiquesont été publiées, la COX-1 ovine (Picot et coll,1994;Garavito,
1994), la COX-2 recombinante humaine (Luong et coll, 1996) et la COX-2recombinante
murine (Kurumbail et coll, 1996) (Figure 1 et Figure 2). Les structures cristallographiques ont
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permis de montrerque lesenzymesde la COX sont deshomodimèresglycosylés,solubles
dansles détergents.Chaquemonomèreest formé de trois sous-unités(Figure 1 etFigure4): i)
un domaineN'terminal «EGF-like» impliqué dans laliaison des monomères(du résidu34
au résidu 72); ii) un domaine de liaison à la membraneconstitué de quatre hélices
amphipatiques,dont trois coplanaires,disposéesen spirale(du résidu 73 aurésidu 116)
(Figure3); et iii) un domainecatalytiquedéfinissantun long canalhydrophobeau seinde la
protéineglobulaire(du résidu117 aurésidu160) (Garavito,1996;Loll et coll, 1996).
Les deux isofonnesont des caractéristiquesstructuralesvoisines. Elles partagenten effet,
entre 60 et 65 % d'homologieau niveaude leursséquencesen acidesaminés(aa) ausein
d'une même espèceet entre lesespèces.Leurs structurestertiaire et quaternairesont par
conséquenttrès similaires (Luong et coll, 1996; Kurumbail et coll, 1996). La structure
tertiaire du domaine catalytique présentedes homologiesavec lesautresperoxydasesde
mammifère(Picotet coll, 1994;Garavito,1994), ce qui suggère que les COXsdériventd'une
forme ancestralede peroxydasesolublequi aurait acquisla capacitéà se lier à lamembrane
(Garavito et coll, 1994; Picot et coll, 1994).Cette hypothèsea récemmentété testéepar
DeWitt et coll (Li et coll, 1998).L'utilisation de constructions chimèrescontenantle domaine
EGF-likeet le domainede liaisonà la membranea égalementsuggéré que cesdeuxdomaines
agissentcommeun seul etuniquemotif pour créerune protéinemembranaireà partir d'un
précurseursoluble.Ainsi les isoenzymesde la COX interagiraientavec lamembranedu RE
par l'intennédiairede lapénétrationdu domainede liaisonà lamembranede l'enzymedans le
premierfeuillet de lamembranepour devenirdesprotéinesmembranairesmonotopiques.
Les mécanismespermettant la maturation, les régulations post-transcriptionnelles,la
localisation et l'adressagedes isoenzymesde la COX ne sont pasencore tous élucidés.
Cependant,les structurescristallographiquesdes deux isofonnes devraient permettre de
réaliser les expériencesnécessairesà l'explication du mécanismed'insertion dans la
membraneet d'adressagedesprotéines(Garavitoet DeWitt, 1999).
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Site péroxydase

Domaine de liaison à la membrane

Figure 1 Structure en ruban d'un monomère de COX-1 ovine, vu depuis l'interface du dimère. Le
groupement hème est représenté en rouge, le site de fixation du flurbiprofène (dit actif) est
représenté en jaune. Les domaines EGF-Iike, de liaison à 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'après Garavito et DeWitt, 1999).

Figure 2 Structure en ruban d'un dimère de COX-1 ovine montrant la relation entre le groupement
hème (rouge), le site de fixation du flurbiprofène (jaune) et la position dans le feuillet interne de la
bicouche du RE (d'après Garavito et DeWitt, 1999).
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Glu 73 Glu 140
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Glu �5�~ -...A' P 111 Glu 126

6,2 kDa

Figure 3 A : Structure en ruban des hélices A, B, C et D du domaine de liaison à la membrane de la
COX (d'après Smith et coll, 2000); B : Séquences en aa des domaines de liaisons à la membrane de
COX-1 ovine et de COX-2 humaine (d'après Spencer et coll, 1999).
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l.lJ.a. Siteactif

Il est importantde noter l'existencede différencessubtilesau niveau du sitecatalytiquedes
deuxisoformes.
Le site catalytiqueest un longcanal hydrophobedanslequel s'engage lesubstratpour y être
transformé.L'entréedu canal estaménagéepar leshélicesdu domainemembranaire(Figure
3) (Garavito, 1996). Les sitesactifs cycIooxygénasiqueet peroxydasiquesont adjacentsmais
distincts, le site peroxydasiquese situantau dessuset n'ayantaucunecontinuitéavecle site
cycIooxygénasique.La résolutionde la structurecristallographiquede COX-l (Picot et coll,
1994) apermis de confirmer qu'un certainnombred'aajouent un rôle important. Ainsi, la
tyrosine en position 385 (Tyr385) (à proximité de l'apex du canal hydrophobe) est
indispensableà l'activité cycIooxygénasique.L'arginine en position 120 (ArgI20) permet,
quantà elle, lafixation de l'AA ou d'un AINSpar leur fonction acidecarboxylique.Certaines
moléculesde type «apirine-like», comme le flurbiprofène, inhibent COX-l en éliminant
l'arachidonatede la partie supérieuredu canal. La Tyr385 et la Ser530(ovine ou 529
humaine)se situentà l'apexde ce long canal.L'aspirineinhibe de façonirréversiblela COX
en acétylant la Ser530, empêchantainsi l'accès de l'AA au site actif de l'enzyme. Le
stéreoisomèreS(-) du flurbiprofène interagit via sa fonction carboxyliqueavec l'ArgI20,
plaçant un secondcycle phényl encontact avec la Tyr385.Cependant,il peut exister de
nombreuxautressites permettantaux droguesde sefixer dans ce canal. Ilexisted'ailleurs
plusieursaa identiquesdans lesdeux isoformesde COX commel'Arg106, la Ser516ou la
Tyr371 (Figure 5). En revanche,dans le siteactif de COX-2, une Val509remplacel'Ile523
dans COX-l (Mancini et coll, 1995). Ce changementpermet d'augmenterle volume
accessibleautourde la Tyr371, etmalgréles 89% d'homologiesentre les sitesactifsdesdeux
enzymes,COX-2 a uncanalhydrophobe25 % plus large quecelui de COX-l. COX-2 dispose
égalementd'une pochesupplémentaire(« sidepocket») qui augmentele volumedu siteactif
de 17 % par rapport à celui deCOX-1 et lui autoriseune plus grandevariété de substrat
(Luong et coll, 1996 ; Kurumbail et coll, 1996). De plus, ilexiste au moins deux
conformationspossiblespour COX-2 qui possèdeainsi une plus grandeflexibilité queCOX-l
(Luong et coll, 1996).
Cesétudescristallographiquesont permisde fournir des basesexplicativesaux différencesde
comportementdes AINS vis-à-vis des deuxisoenzymes.Par exemple,l'aspirine causeune
inhibition irréversiblede COX-l et de COX-2par modification covalente,Cetteréactionse
décomposeen deuxphases:dans unpremiertemps,l'aspirinese fixe surl'Arg 120 ou 106 par
son acidecarboxyliquepuis acétylela Ser530 dansCOX-l ou 516 dans COX-2.Cependant,
le blocagestériqueempêchetoute fixation du substratet donctoute synthèse demétabolites
dans COX-l alors que la formeacétyléede COX-2 conserveune activité enzymatique
anormalepermettantla biotransformationde l'acidearachidoniquevers laformationde l'acide
15-hydroxyéicosatétraénoïque(15(R)-HETE). Ceci pourraitêtre expliquépar ladifférencede
taille entre les deux sites actifs. Lastructurecristallographiquea suggéré que leblocagedu
site deCOX-l interviennepar l'intermédiaired'uneliaisonhydrogèneà uneArg120 polaire.
Ce résiduest aussiprésentdans COX-2.C'estcetteseuledifférencequi joue un rôle critique
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dans lasélectivitéd'inhibition de nombreuxAINS. En position 523, se trouve une Ile dans
COX-I et une Val dans COX-2. La Val, résidu plus petit avec ungroupementméthyle, laisse
un espaceplus grand dans le canal deCOX-2, donnant accèsà la pochelatérale,où se fixe la
majoritédesmoléculessélectives(Hawkey, 1999). La seulesubstitutiond'uneIle en Val, est
suffisantepour passerd'uneCOX-1 non inhibée,à une COX-1pouvantêtre inhibée par des
inhibiteurssélectifsde COX-2 (Luong et coll, 1996 ; Gierse et coll, 1995). Ceremplacement
supprimeainsi la restrictionexistantà l'entréedu canalsecondaireet permetl'accèsà des
inhibiteursde plus grossetaille (Wonget coll, 1997).
Le développementde moléculesbasé surcetteobservationest illustré par les AINS de la série
du flurbiprofène. En effet, la modificationprogressiveet l'extansiondu groupementméthyle
du flurbiprofèneconduità desmoléculesayant unesélectivitéaccruevis-à-vis de COX-2, du
fait de leur capacitéà se fixer à lapochelatérale,et de leur trop grossetaille pour se fixer au
site deCOX-l. La plupartdesinhibiteurssélectifsde COX-2 ont unestructurequi leur permet
une fixation au niveaude lapochelatérale,souventpar ungroupementsulphonyle,sulphone
ou sulphonamide.
D'autre part, la cinétique d'inhibition de COX-2 est différente de celle de COX-l.
L'inhibition de COX-1 estinstantanéeet il s'agit d'une inhibition compétitive réversible,
comme le laisse présagerun processusimpliquant une liaison hydrogène.L'inhibition de
COX-2 estdépendantedu temps,la sélectivitésedéveloppanten 15 à 30minutes(le Dup 967
n'a pas étéidentifié initialement comme un inhibiteur sélectifà causede ce délai) et est
irréversible. Le rôle de la liaison covalente et/ou des changementsconformationnels
secondairesdans lecanalne sont pasencoreclairementétablis(Hawkey,1999).

J.I.I.b. RégionsNetC-terminales

Les principalesdifférencesexistant entre les deux isoformes deCOX se situent dans les
régionsN- et C-terminales.En effet, COX-2 présenteun peptide signaltronqué,un site de
glycosylationsupplémentairedu côtéN-terminal(Nemethet coll, 2001)et uneinsertionde 18
aa àl'extrémitéC-terminale(propriétéutiliséepourgénérerdesanticorpsanti-COX-2)(Smith
et DeWitt, 1996). LesrégionsC-terminalesdes deux isoformescorrespondentà un signal de
rétentionet d'adressagede typeKDEL par le RE (Smith etDeWitt, 1996;Pelham,1989).
Des étudesdes régionsC-terminalesdes deuxisoformespour la rétentionau niveaudu RE
par desexpériencesde mutagenèseont donnédes résultats assezcontradictoires(Ren et coll,
1995 ; Regieret coll, 1995; Song et coll,1996;Li et coll, 1998). Desmutationsd'un résidu
Leu dans larégionC-terminalede COX-1 conduisentà la perte del'activité cyclooxygénase.
Parcontreau niveaude la région équivalentede COX-2, lamutationde cemêmerésidu en
Asp ne conduit qu'à une légèreperte d'activité. Ces résultatssuggérentque la région C
terminalea un rôle différent sur la fonction catalytiquedes deuxisoformesde COx. Cette
régionprésenteun intérêtsupplémentairecar, dans les cellulestransfectéesexprimantCOX-l,
elle est accessibledepuisle cytoplasmealorsque les autres épitopes ne sontaccessiblesqu'à
partir de lalumièredu RE(Renet coll, 1994;Otto et Smith, 1994).
Destravauxrécents(Guo etKulmacz,2000)ont confirméque larégionC-terminalejoue un
rôle dans l'activité catalytiquede la COX, avec une influence plusprononcéedans COX-1
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que dans COX-2.Cette ditTérences'expliqueraitpar le fait que la régionC-tenninalede
COX-2 s'étendplus loin dans ledomaineglomérulaire.

Tableau 1 Comparaison des principales caractéristiques desdeux isoformes de cyclooxygénase

Critères COX-l COX-2
- protéinesmonotopiquesmembranaires,glycosylées
- 60%d'homologiesde leursséquencesen aa
- conservationdesdomainescatalytiques
- propriétésenzymatiques:Km et Vmax voisinespour l'AA

Homologies

Gène
Localisation
Taille

Régulation

Niveaud'expression
Effetsdes
glucocorticoïdes
ARN messager

Protéines
Nbred'aa
PM

Peptidesignal

RégionC-term

Chr (murin), 9 (homme)
22-23 kb
Expressionconstitutionnelle
Faiblementinductible
Peutaugmenterde 2 à 4fois
Peuou pasd'inhibition directede
l'activité enzymatique
2,8 kb

élémentsde transcriptionen 5'
(AP-2 etNF-IL-6)

599-602
�~ 70 kDa, 3sitesde glycosylation
25 aa
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Chr 1
8-9 kb
Faiblementconstitutionnelle
Fortementinductible
Peutaugmenterde 10à 80 fois
Réductionde latranscriptionet
inhibition de latraduction
4,1 kb
nombreuxmotifs AUUUA dans
3UTR
élémentsde transcriptionen 5'
(NF-kB, AP-2, NF-IL-6 etCRE)

603-604
�~ 70 kDa, 4sitesde glycosylation
17 aaabsentsdans laprotéine
mature
insertionde 18 aasupplémentaires
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Figure 4 Structure cristallographique d'un dimère de COX-1 ovine, solubilisé par du détergent. Trois
parties sont localisées : 1) le groupement hème prosthétique; 2) le dernier résidu aa identifié, Arg586
(R586); 3) le domaine de liaison à la membrane (d'après Guo et Kulmacz, 2000).
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Figure 5 Alignement des structures en ruban de COX-l 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. Gènes

lI.2.a. Structuredes gènes

Le gènede COX-l est un gènedomestiquede 22 kb avec 11exons,(Figure 6)(Kraemeret
coll, 1992), localisésur lechromosome9 chezl'homme.Sonmessagern'apas deTATA box
(Figure 7). Le gènede COX-2, localisé sur le chromosome1 chez l'homme(Yokoyamaet
coll, 1989), estcompact(8,3 kb), avecseulement10 exons,dont le plus grandcodepour une
région3' -UTR. Le gène deCOX-2 humaine(Figure6) a unetaille de 8,3 kb, et estidentique
auxgènesde COX-2 de souriset depouletmaisplus petit que legènede COX-l humaine(22
kb). La séquencede sonADNc présente60% d'homologieaveccelle du gènenon-inductible.
L'ARNm de la formeinductiblemesure4,5 kb alorsque celui de laforme constitutivemesure
2,8 kb(Tableau2).
Le niveaud'expressionde COX-2, normalementtrès faible,estréguléde façonstrictepar un
certain nombre de facteurs incluant les cytokines, les messagersintracellulaires et la

disponibilitéen substrat.

1.1.2.b. Régulation

L'activité enzymatiquedesCOXsprésenteun renouvellementrapide,impliquantla régulation
de l'expressionau niveau du gène. L'expressiondes gènes deCOX-l et de COX-2 est
largementrégulée.Les deuxisoenzymesde COX diffèrentau niveaude leurrégulation.Elles
peuventêtreréguléesaussibien au niveautranscriptionnelqu'auniveaupost-transcriptionnel.
Le gènede COX-l a unpromoteurcaractéristiqued'un gènedomestique(ne possédantpas de
TATA box) alors que celui de COX-2 a lescaractéristiquesd'un gèneprécoce(Herschman,
1991). La région 5'-UTR de COX-2 comprenddifférentesséquencesde régulationdont une
TATA box et plusieursélémentsactivateursinductibles,dont lesélémentspromoteurspour le
NF-KI3 (-223/-214) et le facteur nucléaire interleukine-6 (CEBPINF-IL6; -132/-124) et
l'élémentde réponseà l'AMPc (CRE/E-box;-59/-49)(Figure8) (Applebyet coll, 1994). Ces
élémentssontimpliquésdans larégulationdu gènepar lesendotoxines(Mestreet coll, 2000).
DeuxsitesAP-2, trois sitesSPI et unsiteEts-l ont égalementété identifiés(Figure8).
Le gène de COX-2 est rapidementinduit en réponseà des promoteursde tumeurs,des
cytokines et des facteursde croissance(Smith et DeWirt, 1996). De plus,l'expressionest
régulée,positivementou négativement,par des oncogèneset p53 (Subbaramaiahet coll,
1996; Kutchera et coll, 1996; Shenget coll, 1997). L'induction rapide de COX-2 fait
intervenirune cascadede réactionsimpliquant les protéineskinaseset denombreuxfacteurs
de transcriptiondont NF-KI3 (Hwang et coll, 1998). L'élémentCRE est impliqué dans la
transcription de COX-2 au niveau du promoteur chez la souris et dans lescellules
endothéliales(Wadleighet coll, 2000 ; Xie et Herschman,1995). LesélémentsCREet E-box
semblentfortementimpliquésdans l'augmentationde l'expressionde COX-2 et lasynthèse
des PGs,notammentdans lesmacrophages(Mestreet coll, 2001). LeskinasesMAPKIERK
(MEEKl) et la kinaseN-terminalec-Jun(JNK) prennentpart àl'inductionpar l'intermédiaire
d'uneprotéineadapter.
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La région 3'non-traduitede sonmessager,contenant22 séquencesAUUUA (dites de Shaw
Kamen) (Appleby et coll, 1994) lui confèreégalementune certaineinstabilité et d'ailleurs
certainescytokines proinflammatoirescomme l' lL-l13 pourraientfavoriser la traduction de
COX-2 en stabilisant ses messagers (Ristimaki et coll, 1996). En revanche, les
glucocorticoïdes(dexamethasone,DEX) qui sont capablesde bloquer la transcription de
COX-2, favoriseraient la dégradation de ses messagers(Masferrer et coll, 1990). La
cartographiede la région 3' a montré que cette région peut subir une polyadénylation
alternative, conduisantà l'existencede deux isoformesdistinctes d'ARNm: COX-24 6 et
COX-22.8 (Ristimaki et coll, 1996). Après letraitementpar la DEX, la forme COX-24.6 décroit
plus rapidementalors que la formeCOX-22.8, suggérantque lesélémentsdans la3'-UTR
participentà la déstabilisationdu messager.D'autresétudes demutagenèseont montré que les
domainesinduits par lescytokineset lesdomainesd'instabilitésontdissociables(Gou et coll,
1998). Plusieursprotéinescapablesde se lier aux ARNm ont étéidentifiées comme des
régulateursde leur stabilité. Il faut maintenant réussir à établir par quels mécanismes
moléculaires l' ARNm de COX-2 est régulé et dégradé, et comment ceci contribue à
l'expressiondu gène dans desconditionsphysiologiqueet pathologique.Récemment(Faour
et coll, 2001), il a été montré que lemessagerde COX-2 pouvait être stabilisé, par
l'intermédiairede p38, dans lessynoviocytespar les PGE2.

Les glucocorticoïdes,commela dexaméthasone,si lient à leur récepteurmembranaire,puis
traversentla membranepour interagir avec desrécepteursintra-cellulaires(Truss et coll,
1993). Laliaison du ligand sur sonrécepteurprovoquela translocationdu complexedans le
noyau, où ils modulentl'expressionde gènes de façonpositive ou négative(Bambergeret
coll, 1996).L'inhibition de la transcriptiondu gène de COX-2 serait dueà l'associationdes
glucocorticoïdesavec Rel A, lasous-unitéde p56 deNF-1d3(Caldenhovenet coll, 1995).
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Figur e 6 Structure des gènes de COX-l 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 gène humain de COX-l, avec les
facteurs de transcription AP-2, Myb, GATA, Spl, NF-IL6 et Spl (d'après Subbaramaiha et coll, 1997).
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plusieurs répétitions du motif AUUUA (indiquée par les lignes verticales). L'ARNm de 4,6 kb est plus
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1.2. Localisation cellulaire

Les COXs sont toutes deux desenzymesmembranairesmonotopiques,présentesau niveaude
la membranedu RE et del'enveloppenucléaire (Tableau2). Récemment,il a été montré
(Spenceret coll, 1998) que les deuxisoformesde COX sontprésentesen quantitéségalesau
niveaudes feuillets interne etexternede la membranenucléairede divers typescellulaires.
Ces résultats sont cohérentsavec une répartition uniforme de COX-I et -2 dans les
membranescellulaires et ne confirment pas les premières études ayantsuggéré une
localisationnucléairepréférentiellede COX-2 (Morita et coll, 1995).D'autrepart, une forme
solublede COX-2 a étérécemmentmise enévidencedans le cytosol demacrophagesmurins
stimulés par du LPS etcette dernière semble provenir d'une néosynthèseet non d'un
relargageà partir desmembranes(Patelet coll, 1999).

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

Critères
Localisation subcellulaire

COX-l
Membranaire

COX-2

Localisation tissulaire
Typecellulaire

Organe ou tissu

Rôle

Substrat

- Plaquettes,cellules
endothéliales

- Estomac,rein, prostateet la
plupartdesautrestissus

Enzymede régulation:
productionbasaledes PGs
- réponsesautocrine/paracrine
descellulesaux hormones
circulantes
- physiologierénale,digestiveet
vasculaire

AA (C2a :4)

- Prostate,poumons,cerveau
- Monocytesactivésou fibroblastes
- Synoviocyteset chondrocytesau
cours del'inflammation
- La plupartdes tissus après
stimulationpar hormones,
cytokines,facteursde croissance
ou ester dephorbol
- Folliculesavant l'ovulation
Enzymed'adaptation:production
stimuléedesprostaglandines
- processusinflammatoire(gènes
induits par laréaction
inflammatoire)
- croissancecellulaire(gène
précocecontrôlantla mitogenèse)
- transductiondu signalhormonal
régulantl'ovulation
AA (C2a :4)
acidegras en CI 8 etC2a : 3

1.3. Activité catalytique

La réaction chimique catalyséepar les COXs est décomposéeen deux étapes,impliquant
successivementles deux activités de l'enzyme. L'AA, substratmajoritaire de l'enzyme
(Leslie, 1997) doit être libéré aupréalablepar unephospholipaseA2 (PLA2) à partir des
phospholipidesmembranaires(Figure 9).
La premièreétapede la réactioncatalyséepar la COX, auniveaudu sitecyclooxygénasique,
consisteen une réactionde cyclooxygénationde l'AA pour former du PGG2. Ensuite, le
POO2 est réduit au niveau du siteperoxydase,impliquant la réduction du groupement
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hydroperoxydedu PGG2 pour former l'alcool PGH2 (Figure 9). La réaction chimique telle
qu'elle a été postulée par Dietz et coll, 1988, a subi lm certain nombre de modifications
permettant d'expliquer la stimulation de l'activité cyclooxygénasique par les agents
réducteurs (Bambai etKulmacz, 2000). En effet, les agents réducteurs comme le phénol
peuvent avoir un effet double surl'activité COX, à forte concentration (en général>lmM), le
phénol inhibe l 'activité COX alors qu'à faibledose (entre 0,1 et 1 mM), il l'active.

Phosp holipides

lPhosplwlipase Al

Acide Arachidonique

CydQoxygenase l " Voie lipooxygenase
(cycloo)(ygenisation) '"

l. eucotriènc
l'G<12

CydQoxygenase l
(1)ernx ldatinn)

Tx �S�l�f �~ PGH:t�~ �t�J �~ �é �1�.�a�s �e

�T�x�A�~ J PGI2l tsomérme 1

Figure 9 Principales voies de biosynthèse utilisant l'M comme substrat

L3.J. Régulationdel'activitéenzymatique

Différents facteurs peuventexpliquer la différence de régulationcellulaire de la réaction
catalyséepar les deux isofonnesde la COX(Kulmacz, 1998):
- L'accès des deux isofonnes à différents pools d'AA, dû à une compartimentation
différentielle ou à un couplage avec différentes phospholipases ou protéines accessoires.
COX-2 formerait des PGs à partir de l'AA endogène, alors que COX-1 utilise l'AA exogène
(Reddy et coll, 1994). Les deux isoformes de COX ont une répartition similaire, dans les
membranesextemes dedifférentstypes cellulaires (Spenceret coll, 1998). D'autresenzymes
de synthèse des PGset des précurseurs lipidiques sont aussi trouvés en dehors des
membranes, dans le cytosol (Bozza et coll, 1997).
- La dépendancede l'activité desisofonnesde COX à laconcentration en AA.
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- La différence dans laconcentrationde peroxyded'hydrogèneactivateur (Lu et coll, 1999).
L'activationde l'enzymepasse par la réaction entre le site peroxydase del'enzymeavec le
peroxyded'hydrogène.Une molécule de PGHS conduit à la formation de 103 molécules de
PGG2, lui-même un peroxyded'hydrogène(Marshall et coll, 1987), dont la diffusion conduit
à l'activation massive de la PGHS suivant un puissant rétrocontrôle. Le contrôle de cette
réaction peut être réalisé grâceà des piégeurs de peroxyded'hydrogène,comme lagluthation
peroxydase qui capte le PGG2. L'activation de COX-2 nécessite une quantité moindre de
peroxyde (2nM) que celle deCOX-l. Les deux isoformes répondent donc toutes deux de
façon différente au peroxyde, même si elles sont présentes dans le mêmecompartiment
(Capdevila et coll,1995; Kulmacz et Hwang, 1995). Ainsi, une fraction considérable de
COX-2 seracatalytiquementactive, alorsqu'une grande partie de COX-1 restera latente.
Dans ces conditions, la libération del'AA par les phospholipases cellulaires permet la
synthèse de PGs par COX-2 mais pas parCOX-l. La régulation del'activité des COXs par le
peroxyded'hydrogènepermet de relier cette voieà celle du NO, car le peroxinitrite, un
métabolite du NO, est unactivateurde COX (Landino et coll,1996;Nédélecet coll, 2001).
La première étape deconversionde l'AA en PGH2 prend place dans le siteactif de COX, où
deux moléculesd'oxygène sont ajoutées àl'arachidonatepour former unintermédiaire
bicyclique, le PGG2. La nature monotopique des COXs a unesignificationdans la fixation du
substrat. Le domaine de fixation à la membrane permet non seulementl'ancragede la protéine
à la membrane maiscorrespondaussi àl'entréedu site actif. Cetteparticularitéstructurale
permet à l'AA de passerdirectementdu compartiment hydrophobe de labicouchelipidique
au siteactif de l'enzymecorrespondantà un long canal hydrophobe (25Â) qui débute au
niveau du domaine de liaisonà la membrane en Tyr385 (Picot et coll, 1994). Dans ce canal
hydrophobe, on trouve quelques aa polaires, dont l'Arg120 et la Ser530, qui présentent un
intérêt particulier.L'Arg120 positionnéeà mi-chemin entrel'entréeet le siteactifet la Ser530
correspondant au sited'acétylationde l'aspirine(Loll et coll, 1995) (Figure10 et FigureIl).
On ne connaît pasactuellementles détails de la fixation del'AA au siteactifde COX, mais la
connaissance de lastœchiométriedes réactions chimiques et les structurescristallographiques
ont permisd'expliquerle rôle de certaines positions clés. Notamment,l'Arg 120, l'un des
quelques aa chargés du siteactif deCOX-l, interagit avec les groupements carboxyliques des
AINS de la classe des acides arylpropioniques, comme le flurbiprofène. Des études de
mutagenèse ontclairementétabli que cetaajoueun rôle critique pourl'activité COX et dans
l'inhibition de COX-1 par la plupart des AINS, par la fixation au groupement carboxylique de
l'AA ou d'autresacides gras ou encore des AINS acides.A partir del'Arg120, l'AA suivrait
sa voiejusqu'ausite actif où il formerait probablement une structure en têted'épingleentre
ses carbones 9 et 11. La liaison del'arachidonatepourrait alors se faire de telle sorte que la
Tyr385 puisse enlever le pro(S) hydrogène du carbone13 de l'acidegras (FigureIl). Il existe
deux mécanismes possibles pour la fixation de la portion restante dusubstrat:les carbones
14-20 pourraient retourner vers le canal hydrophobe ou se bloquer dans un« cul desac»du
siteactif
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Figure 11 Représentation schématique des interactions entre l'M et les aa du site actif bordant le
canal hydrophobe de COX. Les lignes pointillées représentent des interactions :::;4Â entre les chaînes
latérales des aa avec des atomes de carbone ou d'oxygène de l'M. Les résidus indiqués en italique et
soulignés n'interagissent pas avec l'M (d'après Thuresson et coll, 2001) .

I3.2. In teractionaveclesubstrat

Les COXs catalysentdeux réactionsséparées, dont une réaction de cyclooxygénation sur le
site cyclooxygénasique, dans laquelle l'AA est converti en PGG2 et une réaction de
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peroxydation, consistant en la réduction de deux électrons, dans laquelle lePGG:est converti
en PGH2 (Smith et coll, 2000; Mamett et coll, 1999). Ces réactions se produisent dans des
sites physiquement distincts mais qui intéragissent. La réaction débute parl'étapelimitante de
libération du 13-pro-S-hydrogène à partir de l'AA, conduisant à la formation du radical
arachidonyl (Tsai et coll, 1995). Puis,l'addition séquentielled'un oxygène sur les carbones
C-11 et C-15 permet la formation du PGG2. Les AINS entrent encompétitionavec l'AA pour
le site de fixation sur le site cyclooxygénasique (Picot et coll, 1994; Kurumbail et coll, 1996;
Luong et coll, 1996), inhibant ainsil'activité cyclooxygénasique et épargnantl'activité
peroxydasique (Mizuno et coll,1982; Rome et coll, 1975; Marchall et Kulmacz, 1988).
L'AA se lie au siteactif cyclooxygénasique dans uneconformationen L, en établissant au
total 48 interactions hydrophobes et deux contacts hydrophiles avec la protéine, qui
impliquent19 résidus aa différents (FigureIl). Plusieurs aa situés dans la première partie du
canal hydrophobe interagissent avecd'autresrésidus, mais restent au-delà de la distanced'une
liaison de Van der Waals. Même sil'AA peut adopter 107 conformationsdifférentes (Gund et
Shen, 1977), seules 3 sontcompétentesd'un point de vuecatalytique(Thuresson et coll,
2000) : uneconduit à la synthèse de PGG2, une autre au(l1R)-HPETE et la troisième aux
(15R)- et (15S)-HPETE.

Des études de mutation des acides aminés du siteactif de l'enzymeont montré, que i) le
groupement guanidine del'Arg120 était important pour la liaison de forte affinité del'AA à
COX-1 (Mancini et coll, 1995; Bhattacharyya et coll, 1996), mais pas pour la liaison à COX
2 (Greig et coll,1997;Rieke et coll,1999); ii) la Tyr385 était impliqué par son groupement
tyrosyl à l'extractiondu 13-pro-S-hydrogène de l'AA(Shimokawaet coll, 1990; Tsai et coll,
1994); et iii) la Ser530 etl'Ile523 étaient déterminantes dans la spécificitéd'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 montrél'importancede 7
résidusbordantle canal hydrophobe de COX-l parmi les 19 impliqués dansl'interactionde
l'AA avec le site de COX, dans lepositionnementde l'AA, dansl'affinité de la liaison de
l'AA au site actif de COX-l ou dansl'optimisation de la réactioncatalysée parCOX-l
(Figure Il et Tableau3).
La formation d'un complexe entre la COX et l'AINS provoque des changements
conformationnelsde l'enzyme. Cette hypothèse est supportée par différentes études ayant
montré que les inhibiteurs responsablesd'une inhibition dépendantedu temps protègent
contre des clivages protéolytiques en Arg277, résidu de la boucle située à 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 protégerCOX-l,
mais cetteprotectionn'estpas aussi complète ou aussi longuequ'avecles AINS provoquant
une inhibition dépendante du temps (Kalgutkar et coll, 1996).L'hème,qui se lie à un site
différent de celui de liaison del'AINS, protège aussil'enzymede la protéolyse, reflétant la
flexibilité globale de ces enzymes.
La comparaisondes structurescristallographiquesdes isoenzymes de COX interagissant avec
différents AINS responsablesd'une inhibition dépendante du temps,n'a révélé que de très
faibles différencesstructurales. De plus, il a été montré que la fixationd'un AINS réduit la
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flexibilité intrinsèquede l'enzyme,au niveau des aa 118 à 122 et del'hélice0 du domaine de
liaison à la membranede COX-2 murine (Figure 3) (Smith et coll, 2000; Kurumbail et coll,
1996). Dans COX-2humaine,la fixation d'un AINS expérimental,RS57067,conduit à une
flexion de 2,3 Â de la chaîne latérale del'Arg106, ainsi qu'à une détorsionpartielle de
l'hélice D (Luong et coll, 1996).D'autreschangementsstructurauxsubtils surviennentdans
COX-2 après lafixation d'unAINS (Kurumbail et coll, 1996), maisaucunn'estsuffisamment
importantpour induire la protectionprotéolytiqueou l'inhibition dépendantedu temps.

Tableau 3 Rôle critique de plusieurs résidus aa dans l'interaction de l'M avec COX-1 pour la synthèse
de PGG2 (d'aprèsThuresson et coll, 2001)

Résiduet position
Tyr385

Tyr348 et Gly533
Arg120

Va1349,Trp387,Leu534
Va1349

Trp387
Leu534

Rôledansl'interactionCOX-l-AA
Fournit un radical tyrosylnécessaireà l'initiation de l'étape
limitantede laréaction
Interactionhydrophobeentre l' AA etl'enzyme
Interactionionique avec legroupementcarboxyleterminal de
l'AA = liaison hauteaffinitédu substrat

Interactionhydrophobe= positionnementde l'AA
Stabilisationde la partiecarboxylede l' AA = positionnement
correct du C-9 par rapport au C-ll pour une synthèse
efficaced'endoperoxyde
Stabilisationde l'interactionavec leC-ll
Fournit l'encombrement stérique bloquant l'oxygénation
primitive en C-15

L3.2. Rôledu monoxyded'azote(NO)

Le NO est unmédiateuraux fonctionsmultiples, produit et agissantsur différentescellules,
notammentau cours del'inflammationet de ladestructionautoimmunedes tissus (Bredt et
Snyder, 1994). Lesconcentrationsen NO dans le liquide synovial depatientsarthritiquessont
élevées(Farrell et coll, 1992; Belmont et coll, 1997) etl'expressionde la NO synthase
inductible (iNOS) a été mise enévidencedans la membranesynoviale au cours de la
polyarthriterhumatoïde(McInneset coll, 1996). Cemédiateurpourraitcontribuerau maintien
de l'inflammation dans la membrane synoviale pendant l'arthrite et participer à sa
prolifération.
Plusieursétudesrécentesont montrél'existencede relationsentreles voies de la NOS et de
COX à plusieursniveaux (Nédélecet coll, 2001;Swierkoszet coll, 1995; Salvemini et coll,
1993). iNOS et COX-2 sont en effet,co-induites au cours deplusieurs processus, dont
l'inflammation(Lianos et coll,1998;Goodwin et coll, 1999).
Certainesmoléculesdérivées du NO activent les COXs(Salvemini et coll, 1993). Le NO
potentialisel'expressionde COX-2 induite par l'IL-1 dans lescellules mésangialesde rat
(Tetsukaet coll, 1996). Uneétuderécente(Bondaet coll, 2000) amontréque le NOgénéré
de façon exogèneétait capablede stimuler l'expressionde COX-2 dans les synoviocytes
arthritiqueshumains(mis enprésenced'un donneurde NO). Cetteétudea permis demontrer
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que le NO joue un rôle cntique dans la régulation de l'expressionde COX-2 dans la
membranesynoviale au cours del'arthrite et que le NO et COX-2pourraient interagir de
façon fonctionnelle pour augmenter la réaction inflammatoire en induisant d'autres
médiateurs de l'inflammation. L'hème de la cyclooxygénasepeut réagir avec le NO
(Goodwin et coll, 1998) et desétudessuggèrentque le peroxynitrite, espècetrès réactive
forméeà partir du NO et del'anionsuperoxyde,peutaussi réagirdirectementavec COXpour
activer la synthèsedes PGs(Goodwinet coll, 1999). Leperoxynitritepeut aussiprovoquerla
nitratationdes résidustyrosinede la COXconduisantà la diminution de lasynthèsede PGE2

(Bouloset coll, 2000). Leperoxynitritediminue la productionde PGE2 dans lamembranede
la vessie des rats contrôles ou injectés par du LPS. Lesdifférentes quantités d'anion
superoxydeprésentesou la différencede sensibilitédes COXs auperoxynitritepar rapportà
d'autresenzymes,pouvantdiminuer de façonnon-spécifiquela productionde PG,peuvent
expliquerles différencesobservéesdans larégulationde la synthèse des PGs par le NO et le
peroxynitritedans lavessie(Wheeleret coll, 2001).
La régulation s'effectueau niveau transcriptionnelle.Le facteur detranscription NF-KB
apparaîtêtre un élémentclé de l'expressionde COX-2 (Crofford et coll, 1994). De plus, il a
été montré que lesdonneursde NO activaientla translocationde NF-KB dans le noyau des
cellules sanguinespériphériquesmononucléaireshumaines(Lander et coll, 1993). LaDEX
inhibeCOX-2 induitepar le NO dans lessynoviocyteshumains.
Les inhibiteurs de NO diminuent la libération des PGE2 induites par lescytokinesdans les
cellules astrogliales(Mollace et coll, 1998) et laproduction des PGE2 par les enzymes
recombinantesde COX-l et de COX-2 peut être potentialiséepar les donneursde NO
(Salveminiet coll, 1993). De plus, lestauxde PGE2 urinairessontdiminuésde 78% dans des
sourisdéficientesen iNOS comparésau niveaudes souriscontrôles(Marnettet coll, 2000).
Dans la vessiede rat, lesniveauxd'inductionde l'expressionde COX-2 et de la iNOS sont
différents. L'ARNm de COX-2 estexprimé de façon constitutivealors quel'ARNm de la
iNOS n'estdétectéqu'aprèsunestimulationpar le LPS (Olsson et coll, 1998). Les tauxélevés
de PGE2 urinairesmesurésau coursd'une infection des voies urinairespeuventêtre dus à
l'amplificationde laréponseà un agentpathogènepar la COX et la NOS.
La stimulation au LPS peutprovoquer un influx de neutrophilesqui sont connus pour
exprimerCOX-2 (Minghetti et coll, 1999) etpour induire la iNOS.

1.4. Fonction: de la synthèse des PGs aux rôles physiopathologiques

des COXs

Les COXs assurent la transformation de l'AA en endoperoxydeG2 (PGG2) , puis en
endoperoxydeH2 (PGH2) (Smith et coll, 1996).Ensuite,selon lecontenuenzymatiquedes
tissusconcernés,le PGH2 conduit,par réductionou isomérisation,à laformationde différents
eicosanoïdes(prostaglandinesprimaires (PGE2, PGD2, PGF2a, ",), prostacycline(PGI2) ou
thromboxane(Tx) A2) dotés defonctionsbiologiquesvariées (Figure 12).
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L4.J. Lesprostaglandines

I.4.1.a.Nomenclature

Les prostanoïdes ont été découverts pour la première fois par Von Euler dans les années 1930
par l'observationdes effets du liquide séminal sur le muscle utérin (Von Euler, 1936). Ils
forment une famille complexed'acidesgras à 20 carbones,biologiquementimportants à
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 grasessentiels:l'acide
linoléique(18:2) etl'acide linolénique(18:3). Ces acides gras subissent une élongation et/ou
une déssaturationau niveau hépatique. Cette réaction est àl'origine de la formation de trois
acides gras polyinsaturés précurseurs de chacune des séries dePG: l'acideeicosatriénoïque
(20:3) pour la série 1 (Lands et Samuelsson, 1968),l'acide eicosatétraénoïqueou acide
arachidonique(20:4) pour la série 2 (Bergstrom et coll, 1964) etl'acideeicosapentaénoïque
(20 :5) pour la série 3(Needlemanet coll, 1979). Ces trois acides gras polyinsaturés passent
dans le sang puis sont incorporés sous la formed'estersde glycérol dans les lipides
membranaires(Henry, 1988).
L'AA, chezl'homme,est leprécurseurle plus abondant, les PGs sont doncmajoritairement
de la série 2. Cependant, ladisponibilitéet le type de précurseur peuvent être influencés par le
régime alimentaire. Ainsi, les acides grasro-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
membranairesainsi que la formation de métabolites de la séries 3 qui sontnettementmoins
inflammatoiresque ceux issus de labiotransformationde l'AA (série 2) (Mathias et Dupont,
1979). Ces changementss'accompagnentégalement de modifications significatives dans
l'hémostase(allongement du temps de saignement par défaut de synthèse de TxA2) .

L'AA, ainsi libéré, peut ensuite entrer dans deux voies debiosynthèse:celle catalysée par les
COX permettantla synthèse des PGs et celle catalysée par les lipoxygénases (LOXs)
permettantla synthèse desleucotriènes(LT) et de dérivés hydroxylés.
Les PGs sont classées en différentescatégories:les endoperoxydes (POO, PGH), les PGs
primaires (PGA, PGB, PGC, PGD, PGE, PGF) (la lettre indiquant la position del'atome
d'oxygènedans le cyclecyclopentane),les thromboxanes (TxA, TxB), la prostacycline (PGI)
et ses dérivés (6-kéto-PGFa ) .

Tous ces dérivés sont répartis en séries 1, 2 ou 3 selon le nombre de doubles liaisons sur la
chaîne latérale, dépendamment del'acidegras précurseur (Figure 12). Les PGs ne possédant
qu'uneseule double liaisond13 trans (20:4 �~ 13), appartiennentà la série 1. Les PG ayant
deux doubles liaisonsd 5 cis et d13 trans (20:4 �~ 5,13) appartiennent à la série 2. La série 3
comprendles PG qui ont une troisième double liaisond17 trans (20:4 ;5,13,17) (Versteeg et
coll, 1999).
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Les endoperoxydes (PGG2, PGH2) sontcaractériséspar la présenced'un pont peroxydeentre
les carbones9 et Il du cyclopentane(Figure 12). Ce sont desintermédiairesinstablesdans la
voie de biotransfonnationde l 'AA en PG primaires, thromboxanes et en prostacyclines
(Falardeau, 1988).

Les endoperoxydesà durée de vie courte (ne dépassantpas 4 à 5 minutes) subissent des
transformationsbiochimiquesdépendantesde l'activité des isomérasescellulaires.Les PGI-h
peuvent être transformésen PGE2 sous l'action d'une 9-kéto-isoméraseou en PGF2a sous
l 'action d'une réductaseou encoreen PGD2 sous l'action d'une ll-isomérase. Les PGH2

peuventégalementse transformer en TxA2 sous l'action d'une thromboxane synthase, puis
être rapidementhydrolysés(en 30 secondesenviron) en un dérivé stablemais inactif le TxB2.
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Enfin, le PGH2 peut êtretransforméen PGb, sous j'action d'uneprostacyclinesynthase, qui
estensuiterapidementhydrolysée en unmétabolitestable, le 6-kétoPGFla.

Lu.l.c. Lesprostaglandinesprimaires

Elles possèdent3 caractéristiquesstructuralescommunes: une double liaison entre les
carbones13 et 14 en positiontrans, une fonction hydroxyle enposition 15a de configuration
absolueS et unefonction oxygénée en C9(alcool ou cétone).
Elles sont reparties en différentes classes selon la nature dessubstituantsdu noyau
cyclopentaneet de son degré desaturation.Ainsi, les PGA, B et Cprésententune cétoneen
C9 et unedouble liaison dans le cyclecyclopentane: entre lescarbones10 et Il pour les
PGA, entreles carbones8 et 12pour les PGB etentrelescarbonesIl et 12 pour les PGC.Par
contre, les PGD, E et F ont un cyclecyclopentanesaturé etdifférentsgroupesen position9 et
Il : un alcool en 9 et unecétoneen Il pour les PGD, unecétoneen 9 et un alcool enIl pour
les PGE et deuxalcoolsenposition9 et Il pour les PGF (Figure 13).
Les PGFpeuventêtre nomméesdifféremment:a, pour les PGsnaturelleset 13 pour les PGs
de synthèse.

1.4.1.d. Lesthromboxanes

Le noyau cyclopentanedes PGHz est transforméen cycle tétrahydropyranesous l'action
d'une thromboxane synthase pour former le TxAz. Cette molécule conserve un pont
endoperoxydeen position 9-11 qui est trèsinstableet est rapidementmétaboliséen Txls,
(Despréet coll, 1989).

1.4.1.e. Laprostacycline etsesdérivés

La prostacyclineestcaractériséepar laprésenced'uncycle tétrathydrofuraneaccoléau noyau
cyclopentane.Elle est synthétiséeà partir de l'endoperoxydePGHz sous l'action d'une
prostacyclinesynthaseet estrapidementtransforméeen sonmétabolitestable,le 6-cétoPGi.,
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Figure 13 Structure chimique des prostaglandines primaires
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104.2. PhospoholipaseA2 (PLA2) etprostaglandinessynthases(PGS)

La biosynthèsedes PGs par lescyclooxygénasesimplique une réactiond'oxydation,suivie
d'uneréactiond'isomérisationdesdérivésde l'M. Cettetransformationse décomposeen 3
réactionsenzymatiques(Figure 14). L'étapeinitiale correspondà la libérationde l'M à partir
des phospholipidesmembranairespar l'action des PLA2cytosoliques(cPLA2) (groupeIVA)
et sécrétoires(sPLA2) (groupeslIA, IID, V et X) (Lin et coll, 1993;Murakamiet coll, 1998 ;
Murakami et coll, 1999a, b etc; Murakami et coll, 2001 ;Bezzineet coll, 2000; Hanasaki
et coll, 1999 ;Shinoharaet coll, 1999 ;Hanet coll, 1999). La PLA2impliquéedépenddu type
cellulaire et du stimulus (Dennis et coll, 1997). Il enexiste5 groupesqui diffèrent par leur
fonction, leur localisation,leur régulation,leur séquenceet leur dépendancevis-à-visdes ions
divalents.Les trois premiersgroupescorrespondentà des enzymesextracellulairesou PLA2
secrétées(sPLA2). Le quatrièmegroupene comportequ'uneseuleenzymeintracellulaireou
PLA2 cytosolique(cPLA2). Cette forme est spécifiquedes phospholipidesporteursde l'M.
Elle nécessitede faibles concentrationsde calcium, compatibles avec une activation
intracytosolique. Cette enzyme cytosolique est transloquéevers la membrane lors de
l'activation cellulaire. Elle est ensuiteactivée par des kinasesde la famille des protéines
kinasesC (PKC) ou par des « mitogen activating protein» (MAP) kinases.Le cinquième
groupe de PLA2 comprendune enzymeintracytoplasmique,spécifiquedes phospholipides
porteursd'M, mais nerequiertpasde calciumpoursonactivation.
Les sPLA2 de type II et V impliquées dans l'inflammation requièrentdes concentrations
millimolaires pour son activation,alors que la formecytosoliquea besoinde concentrations
nanomolaires(Mukherjeeet coll, 1994). Ainsi, la forme sécrétoireest constammentactivée
par les concentrationsextracellulairesde calcium, alors que la formecytosoliqueest induite
au cours de l'inflammation par l'augmentationdu calcium intracellulaire causéepar des
médiateurscomme la bradykinine (Burch et Axelrod, 1987; Ricupero et coll, 1993).
L'importance de la bradykinine a d'ailleurs été montrée (Saunderset coll, 1999) dans
l'induction de la PLA2 nécessaireà la synthèsedes PGE2 par les COXs, etnotammentdans
les maladieschroniquescomme l'asthmeou la polyarthrite rhumatoïde.L'M libéré est
ensuitemétaboliséen PGG2 puis PGH2par l'une ou l'autredes isoformesde COx. La PGH2
est ensuiteconvertieen différentesPGsactives(TxA2,PGD2,PGE2, PGF2a ou PGI2)par leurs
PGs synthases(PGS) respectives(Figure 12). Cesenzymesont des structuresdifférenteset
leur distribution présenteune spécificité cellulaire et tissulaire. L' M peut égalementêtre
libéré de façon accessoire,aprèsactiondes phospholipasesC (PLC), D (PLD) ou d'unPLA2
spécifiquedes acides phosphatidiques.L'étape de libération de l' M est capitale car elle
constituel'étapelimitantede labiosynthèsedeseicosanoïdes(Lands,1979).
COX-l, isoforme constitutive, réalise, en général, la biosynthèseimmédiate de PGs,
intervenantquelquesminutes après une stimulation par les ions Ca2+, alors que COX-2,
isoformeinductible,estun élémentindispensableà la biosynthèseretardéedes PGs,pouvant
seprolongerplusieursheuresaprèsle stimulusinflammatoire.En revanche,COX-2 inductible
estcapablede réaliserune réponseimmédiate(« priming response») dansdescellulestraitées
pour la première fois avec un stimulus pro-inflammatoire et en présencede ionophore
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(Murakamiet coll, 2000a; Narabaet coll, 1998 ; Chen et coll, 1997 ;Balsindeet coll, 1999 ;
Kuwataet coll, 1998; Murakamiet coll, 1997).
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Figure 14 Voie de signalisation de COX-1 et de COX-2. Les isoenzymes de la COX sont activées par la
translocation de la PLA2 vers la membrane du RE et du noyau, libérant l'M. Elles catalysent la
formation de PGH2 qui est converti en prostanoïdes plus stables par les isomérases spécifiques des
tissus. L'activité exagérée des isoenzymes de la COX libère des PGH2 pouvant être métabolisées par
les voies de transformation des eicosanoïdes transcellufaires ou par des isomérases secrétées. Les
prostanoïdes secrétés comme les PGE2 agissent sur des récepteurs couplés aux protéines G de façon
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'après Hia et coll, 1999).

Le mécanismeprécis de laségrégationfonctionnelleentreles deuxisoenzymesde COX n'est
pas encoreclairementétabli. Cependant,des couplagesspécifiquesentre les COXs et des
sous-types de PLA2 ont été proposés(Reddy et coll, 1997; Bingham et coll, 1996). Les
études deco-expressionont montré que la cPLA2 et différentessPLA2 étaientcapablesde
fournir l' AA à COX-l aussi bienqu'àCOX-2 lors desréponsesimmédiateset uniquementà
COX-2 lors des réponsesretardées(Murakami et coll, 1999a, b et c ; Murakami et coll,
2001). De plus, d'autresétudeschez des sourisn'exprimantpas la cPLA2 ont apportéles
preuves du rôle essentiel de cette isoforme dans la synthèse de PGs lors desréponses
immédiateet retardée(Uozimi et coll, 1997; Bonventreet coll, 1997). Le rôle des sPLA2
dans l'une ou l'autre des réponsesapparaîtêtre cellule-spécifiqueet dépendantede 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).
II a égalementété suggéré que les deuxisofonnes de COX pourraient être couplées
différemmentavec des PG synthases spécifiques. Par exemple, les macrophages péritonéaux
de rat produisentdu TxA2 et desPGD2 par I'mtermédiairede COX-l dans le casd'une
réponseimmédiateinduite avec l' ionophore A23187 et desPGE2 et de la PGI2dans le cas
d'une réponse retardée après stimulation par du LPS (Harada et coll,1996; Naraba et coll,
1998 ; Brock et coll, 1999). La production deTxA2 par les plaquettes sanguines activées
dépendentièrementde COX-1 (Langenbach et coll, 1995), alors que la production de PGE2

par lesostéoblastesest 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 PGD2 par les
mastocytes activés de souris, seule COX-1 est sollicitée lors de la réponse immédiate et seule
COX-2 l'est lors de la réponse retardée (Murakami et coll,1994;Murakami et coll, 1995a et
b ; Reddy et Herschman, 1997). Dans un modèled'inflammationchez le rat, les inhibiteurs
sélectifs de COX-2 réduisentl'accumulationdesPGE2,mais pas celle des autres PGs (Naraba
et coll, 1998). Qui plus est, lesdifférencesde cinétique des diverses synthases pourraient
compliquerle schéma de synthèse des PGs (Penglis et coll, 2000).
La conversiondu PGH2 en TxA2 et PGI2 est catalyséerespectivementpar la Tx synthase
(TXS) et par laPGh synthase (PGIS), qui appartiennent toutes les deux à 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 PGD2synthase
(PGDS), qui réalisel'isomérisationdu PGH2en PGD2, existe sous deux formes distinctes, une
forme sécrétoireessentiellementprésente dans le système nerveux (L-PGDS) (Nagata et coll,
1991) et une formehématopoïétique(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(Watanabeet coll, 1985 ; Suzuki et coll,1999). Plusieurs
protéines ayant une activité PGE2synthase (PGES) ont été identifiées. On peut distinguer la
forme constitutivecytosolique (cPGES), identique à p23(Taniokaet coll, 2000), la forme
inductible, attachéeà la membranepérinucléaire(mPGES),initialementappelée MGST1-L1
pour Membrane-BoundGST1-like-1 (Murakami et coll,2000; Jakobsson et coll,1999;
Thoren et Jakobsson, 2000) et les formes cytosoliques�~�2 et �~�3 de la gluthation S-transférase
(Beuckmannet coll, 2000).
L'expressionde la mPGES est fortement induite par les stimuli pro-inflammatoiresin vitro et
sur le site del'inflammation in vivo. Elle est inhibée par les glucocorticoïdes (Murakami et
coll, 2000; Jakobssonet coll, 1999; Thoren et Jakobsson, 2000). Il a été montré plus
récemmentque la cPGES et la mPGES favorisaient respectivement COX-1 et COX-2 pour la
conversion de l' AA endogène ou exogène enPGE2(Tanioka et coll, 2000 ; Murakami et coll,
2000). Ceci aconfirmé l'hypothèsequi proposait un lien fonctionnel spécifique entre les
isoenzymes 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
localisationet de leurs préférences pour les COXs : i) les enzymes périnucléairespréférant
COX-2 (TXS, PGIS et mPGES) ; ii) les enzymes cytosoliquespréférantCOX-1 (cPGES) ; et
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iii) les enzymesutilisant l'une ou l'autre des COXs en fonction du stimulus (H-PHDS). Il a
égalementété montréque l'altérationde ladisponibilitéen AA, exogèneou endogène, affecte
de façonconsidérableles couplagesentreles COXset lessynthasesterminales.

...

Ca2+ Stimuluspro-inflammatoire

•.•..
••..•••.•.•..

�P�G�~
Réponseimmédiate

PGE2
Réponseretardée

Figure 15 Modèle schématique du couplage fonctionnel entre les COXS et les PGES (d'après
Murakami et coll, 2000)

L4.3. Lesrécepteursdesprostaglandines

Les PGssont des médiateursà action locale (Ferreiraet Vane, 1967)dont les concentrations
plasmatiquesne dépassentpas 10-9 M (Granstromet Samuelsson, 1978). La synthèsedes PGs
n'estpas restreinteà un seulorgane(Smith, 1986). Elles peuventsortir de lacellule qui les a
synthétiséespour agir sur les récepteursmembranairesspécifiquesdes cellules voisines
(action paracrine)ou de la cellules dont elles sont issues (action auto crine) entant que
premiersmessagers.
Cesrécepteursappartiennentà deuxtypes desuperfamillede récepteurs: 1) les récepteursde
type rhodopsinecouplésà la protéineG ; 2) les récepteursnucléairesaux hormonesou aux
stéroïdes(Versteeg et coll, 1999) (Figure 16).
Les récepteursdes différentseicosanoïdes ont étéétudiésgrâceà desanimauxmodifiéspour
certainsgènes. En effet, il en existe 18 concernantdes intermédiairesde la synthèseou de
l'action des eicosanoïdes(Austin et Funk, 1999). Cesanimauxont un développementpour la
plupart normal et ne montrentaucuneffet notableau niveau anatomique, à l'exceptionde
sourisdéficientespourCOX-2 ou pour le récepteurEP4.
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Figure 16 Schématisation des deux types de récepteur aux PGs et de leurs mécanismes d'action
(d'après Gupta et Dubois, 2001)

I.4.3.a. Lesrécepteursmembranaires

Les différentesPGs et les thromboxanesont desfonctions aussi différentesque la réponse
inflammatoire, le contrôle de l'hémodynamique ou l'accouchement.L' expression des
récepteursest spécifique du type cellulaire. Ainsi , le récepteur TP du Tx est principalement
trouvé dans les plaquettes, les récepteursEPI dans lesfibroblastes,les récepteursEP2et EP4

dans lescellules musculaires lisses et les récepteurs FP dans les cellules rénaleset les
astrocytes. Les récepteurs couplés aux protéines G sont form és de 7 domaines
transmembranaires(Ushikubi et coll, 1995). Cesrécepteurspeuventêtrerépartisen 3 groupes
selon laprotéineG avec laquelleil s sont couplés et la réponsecellulaire induite par sarégion
C terminale.
La premièrecatégoriede récepteurscomprenantles récepteursde type IP, EP2, EP4 et DP
(Adie et coll, 1992; Reimeret coll , 1992 ; Ichikawa et coll , 1996) conduit à l 'activation de
l 'adénylate cyclasepar l'mterm édiairede la protéine Gs. La deuxièmecatégoriecomprendles
récepteursde type TP,EPI etFP (Mayeuxet coll, 1989 ; Watabeet coll, 1993; Funck et coll,
1993; Watanabeet coll, 1994) et conduit à la mobilisationdu Ca2

+ par la protéine Gq et à
l 'utili sation du phosphatidylinositol.Le type de récepteur TP peut également activer les
protéines Gi2, G12 et Gl3 et une forme non-identifiée de 85-kDa (Ushikubi et coll, 1994;
Offermannset coll , 1994; Knezevic et coll , 1993), impliquéesdans le rôle du récepteurTP
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dansl'homéostasie.La protéineG coupléeau récepteur EPn'a pasencoreété identifiée,mais
ses effets sont liésà un canal calcium. LerécepteurEP3 est un sous-typeparticulier de
récepteur(Ichikawa et coll, 1996). En général, il active laprotéine Gj (Nishigaki et coll,
1993 �~ Schwaneret coll, 1995) maisà cause desdifférentesformes généréespar un épissage
alternatif, il est capabled'induire une grande variétéd'effets. Les types EP3a, (3 sont des
activateursde protéineGi chez la souris mais avec desconséquencesdifférentes(Tanabe et
coll, 1992). La forme EP3A bovine active la protéine Gj alors que la forme EP3B active Gs. La
forme bovine EPm stimule les 3principalesprotéines G, alors que la forme EP3C est coupléeà
Go(Nambaet coll, 1993). Ceciconduit à l'inhibition de la protéineGo en augmentantson
affinité pour le facteur de dissociation du GTP (Negishi et coll, 1993). Les effets des
différentsrécepteursEP3 montrentunecertainespécificitéd'espèce.

1.4.3.b.Lesrécepteursnucléaires

Les récepteursdes activateursde proliférateursde péroxysomes(PPARs), membrede la
famille desrécepteursnucléaires,comprennent3 isoformesppARa, 13 et y. Elles diffèrent par
leur spécificitéd'expressionet de ligands (Forman et coll, 1996). LePPARaest exprimé de
façon prédominantedans lescellules ayant une forteactivité cataboliquedes acides gras
commele cœur, le foie ou les reins, alors quel'expressiondu PPARy estubiquitaire.Son rôle
n'estpasclairementétabli, Il est expriméde façonprédominantedans lestissusadipeux, la
glande surrénale,la rate, le grosintestin et le systèmeimmunitaire (Kliewer et coll, 1997 ;
Tontonozet coll, 1994 ;Chawlaet coll, 1994 ; Fajas et coll, 1997).
Le PPARr a étéidentifié commerécepteurdesprostanoïdes(Tontonozet coll, 1994).Il fixe
différents ligands dont le�1�5�-�~ 12-14prostaglandineJ2 (15d-PGh),un métabolitedu PGG2 et les
AINS. Une fois activé, le PPARy forme unhétérodiméreavec lerécepteurdes rétinoïdes
(Kliewer et coll, 1992) et cecomplexe se fixe à l'ADN sur des séquencesspécifiques
(élémentsde réponse auxproliférateursde péroxysomes),conduisantainsi àl'activationd'un
gène cible. Le PPARy peut se fixerà NF-KB et conduireà son inactivation,commele fait le
PPARa, récepteurintracellulairedes LTs, et ainsibloquerla réponseinflammatoire(Ricote et
coll, 1998).
Le PPARy est unfacteurde transcriptionappartenantà la famille desrécepteursnucléaires,
dont font partie lesrécepteursdesglucocorticoïdes(Schoonjanset coll, 1997 ;Mangelsdorfet
coll, 1995).Il s'agitd'un facteurimportantde l'immunomodulation,de lacancérisationet du
métabolismedes lipides(Vamecqet Latruffe, 1999).Il est activé par un grand nombre de
substancesnaturelleset artificielles, dont lesantidiabétiquesthiazolidinediones(comme la
troglitazone),les acides graspolyinsaturés,les métabolitesdu PGD2, les composésoxydés
LDL, les produits des 12- et15-LüX et par les AINS (Huang et coll,1999; Keller et coll,
1993 ;Lehmannet coll, 1995 ;Lehmannet coll, 1997). Sonactivationconduità la régulation
négativede l'expressionde gènepro-inflammatoire,et à l'inhibition de la croissancedes
cellulescancéreuses(Ricote et coll, 1998; Elstneret coll, 1998; Kubota et coll, 1998). De
plus, lesagonistesdu PPARy peuventinhiber la productiondescytokinesinflammatoirespar
les monocyteset l'expressionde la iNOS (Jiang et coll, 1998 ; Konig et coll, 1997). Plusieurs
étudesont mis enévidencele rôle importantdu PPARy dans ladifférenciationdes adipocytes
et dansl'homéostasiedu glucose(Spiegelman,1998). Les PPARa et yont tous deux des effets
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anti-inflammatoirespar l'activation des métabolitesde l'AA, commele PPARa par le LTB.j
(Devchandet coll, 1996) et leurs taux sontaugmentésau niveau transcriptionnelpar les
glucocorticoïdes(Lembergeret coll, 1996).

1.4.4. Conséquencesphysiopathologiquesde l'existencedes deux isoformes
de COX

Les PGssontsynthétiséesde façon ubiquitaireet ont deseffets biologiquesvariés.Elles sont
ainsi impliquéesdans denombreuxprocessus,aussi bienphysiologiquesque pathologiques
(Tableau2). Les différentesPGs peuventavoir deseffets biologiquesopposésdans lemême
organeet une PGdonnéepeut exercerdeseffetsopposésselon lapartiede l'organeconsidéré
(exemple des PGE2 au niveau de l'utérus). De plus, la concentrationdu composéva
conditionner ses effets. Eneffet, à faible concentration« I1J.M), les PGE2 potentialisent
l'action pro-agrégantede différents stimuli, alors qu'à forte concentration,elles l'inhibent.
Enfin, deuxPGsappartenantà la mêmeclasse,ne différant que parleur degréd'insaturation,
commeles PGE1 et les PGE2, peuventavoir des effets opposésdans lemêmetissu (comme
l'inhibition de l'agrégationplaquettairepar les PGE1 à faible concentration).Ces effets
biologiques,parfois contradictoires,pourraientêtre expliquéspar la diversitédes récepteurs
exprimés selon l'organe considéré,ou encore par les différentes réponsesqu'ils peuvent
induire, notammentpar la diversité des secondsmessagerspouvant être impliqués. Elles
interviennent dans de nombreusesfonctions métaboliqueset endocriniennes,comme la
lipolyse, la sécrétion d'insuline ou le remodelageosseux. Seuls les effets biologiques
principauxdes PGsserontcités ici et ceux présentantun intérêt particulier pour cetteétude
serontdétaillés(Tableau4).
COX-l a une fonction domestiqueen assurantla synthèsedes PGs quirégulent l'activité
normaledes cellules. La concentrationde cette isoformeest globalementstable,mais une
faible augmentation(2 à 4 fois,Tableau1) peutsurveniraprèsstimulationpar deshormones
ou desfacteursde croissance(DeWitt, 1991 ; Wu et coll, 1991). Laforme constitutive,COX
1, a desfonctionsphysiologiquesclairementidentifiées.Elle permetnotammentla production
de PGI qui, lorsqu'elleest libéréepar l'endothélium,est anti-thrombogène(Moncadaet coll,
1976)et estcytoprotectricelorsqu'elleest libéréepar la muqueusegastrique(Whittle et coll,
1980). COX-l est aussiprésentedans lesplaquettessanguinesoù elle réalisela synthèsede
TxA2, permettantl'agrégationplaquettairepour éviter les saignements(Funket coll, 1991).
Dans des conditions normales,dans descellules au repos,COX-2 n'est que peu ou pas
détectée,mais son expressionest largementaugmentéelorsqueles cellulessont exposéesau
LPS, auxestersde phorbol,aux cytokinesou auxfacteursde croissance.Cependant,il existe
une COX-2 dont l'expressionest constitutivedanscertainsorganes,commele cerveauou le
rein. Ou encore, c'est l'induction de COX-2 qui produit des PGF2a qui permettentles
contractionsde l'utérusau momentde l'accouchement.
Une surproduction de PGs est, en revanche, impliquée dans des processus
physiopathologiquestels que lesmaladiescardio-vasculaires,certainscancers(notammentle
cancercolorectal) ou les maladiesinflammatoires(Dubois et coll, 1998; Pairet et Netter,
1999).
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Dans desconditionsbasales,polynucléairesneutrophiles,macrophageset fibroblastes ont peu
ou pas d'activité COX alors qu'après unstimulus inflammatoire (cytokines, facteurs de
croissanceou LPS), onobserveuneaugmentationde l'activité de l'enzyme(surtoutde COX
2) suivie d'uneproductiontrès importantede PGs(Richardsonet Emery, 1996). Au cours de
la réactioninflammatoire,la réponsevasculaireprécoce(vasodilatationet œdème) implique la
libération locale de différents médiateursde faible poidsmoléculairedont l'histamine, la
sérotonine,la bradykinineet les PGs. Les PGsseulessont de faiblesinducteursde l' œdème,
mais elles agissenten synergie avec les autresmédiateursou avec le fragment C5a du
complément.En revanche,les PGsvasodilatatricesont un rôle majeur durant les phases
aiguës etchroniquesde l'inflammation (Portanovaet coll, 1996). Ainsi, au cours de la
polyarthriterhumatoïde,les PGs,notammentPGE2, sont produitesde façonexagéréepar les
tissussynoviaux.Cettedérégulationde synthèse estconsidéréecommeun desélémentsclés
de l'érosiondu cartilageet de l'osjuxta-articulaire(Sano et coll, 1992).

Tableau 4 Fonctions physiologiques desdeux isoformes de COX

Processusphysiologique COX-l COX-2 PGsimpliquées

Ovulation Non-essentielle Essentielle1.2 PGE2

Nidation Non-essentielle Essentielle1 PGI2
Parturition Essentielle3,6 Compensatoire4 PGF2a

Résolution de l'inflammation Non-essentielle Essentielle5 PGD2, 15-déoxy-PGJ2
Agrégationplaquettaire Essentielle6 Pas d'implication TxA2

Développement périnatal du rein Non-essentielle6 Essentielle7 Non-déterminé

Développement des cellules T Spécifique du stade Spécifique du stade8 PGE2

Ulcère gastrique Inhibition des deux isoformes nécessaires9 Non-déterminé

Cicatrisationd'ulcère Non-essentielle Essentielle10.11 Non-déterminé

Cancer intestinal Rôles essentiels des deux isoformes12 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: Kornhoffet coll, 2000;8 : Rocca et coll,1999;9 : Wallace et coll,
2000; 10 : Wallace et coll,1998; II : Mizuno et coll,1997; 12: Chulada et coll, 2000)

COX-2 joue un rôle important dans l'inflammation et l'expression des phénomènes
douloureux(Seibertet coll, 1994) etc'est l'isoforme qui est prédominanteau cours de la
phase chronique de l'inflammation (Mitchell et coll, 1995). Elle est responsablede la
productionde PGs auniveaudes sitesinflammatoireset soninhibition rendraitcomptedes
propriétésanti-inflammatoiresdes AINS(Richardsonet coll, 1996).
Les PGsissuesde COX-2jouentégalementun rôle importantau niveaudu système nerveux.
Ellespermettenten effet la sensibilisationdesnocicepteurset la transmissionde ladouleurau
niveauspinalet supraspinal(Yamamotoet coll, 1996).
En plus de son rôle sur le siteinflammatoire,COX-2 assure uncertainnombre defonctions
physiologiqueset physiopathologiques.Elle est eneffet, expriméede façonconstitutivedans
plusieurs tissus, comme le cerveauet le rein, jouant un rôle dans leurmaturationet leur
fonction. Son expressiona été montrée avec celle de COX-1 dansl'épithélium gastro
intestinalapparemmentnormal, où les deuxisoformessemblentcontribuerà la synthèse des
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PGscytoprotectrices(Zimmermannet coll, 1998). Elle estégalementinduite à certainssites:
dans le rein en cas derestriction en sodium, dans lamicroglie des centrescognitifs de
l'hippocampeet du cortex,dans lesadénomesintestinauxet les tumeurs du colon, ouencore
dans uncertain nombred'atteintes,commel'infection par Helicobacterpylori (Sawaokaet
coll, 1998 ;McCarthyet coll, 1999) ou dans lesborduresdes ulcères encicatrisation(Mizuno
et coll, 1997).
La formation des vaisseauxou angiogénèse,est indispensableà la croissancedes tumeurs.
Les vaisseauxmaturesexprimentCOX-l, alors que lesvaisseauxnouvellementsynthétisés
expriment la COX-2 inductible. Ainsi, l'hypothèseselon laquelle les facteurs decroissance
dérivés destumeurspermettentl'angiogénèseen induisantla productionde PGEz par COX-2
a été émise (Masferreret coll, 1990). Les PGs sontconnuespour être desmoléculespro
angiogènes,contribuantà la croissancedes tumeursen induisant la synthèsede nouveaux
vaisseauxsanguins(néo-angiogénèse)qui permettentla viabilité descellulestumoraleset leur
croissance.COX-2 est expriméeaussi bien dans lescellules néovasculairesque dans les
cellules néoplasiquesde tumeurs du colon, du sein, de laprostate et du poumon.
L'angiogénèsepeut être réduite par lesinhibiteurs sélectifsde COX-2,commele célécoxib
chez le rat, par uneffet direct sur lescellulesendothéliales,en diminuant l'expressiondes
facteursangiogéniques,commele facteurde croissanceendothélialvasculaire(VEGF).

1. 4.4.a. Systèmecardiovasculaire

Les PGsinfluencentla fonction cardiaquede façonindirecte,en agissant sur lamusculature
vasculairelisse. Elles ont des effetsmyoconstricteursou myorelaxants. Ainsi, les PGEz, El,
Dz, Iz et Az sont vasodilatatrices,alors que leTxAz est vasoconstricteur(Eklund et Carlson,
1980).

1.4.4.b. Hémostase

Le maintiende l'hémostasenécessitela productionde TxAz et dePGIzde façonéquilibrée.
Le TxAz, synthétiséde façon exclusive par les plaquettes,est unvasoconstricteuret un
agrégantplaquettairepuissant. Aucontraire, la PGIz produite par lescellulesendothéliales
vasculaires,estvasodilatatriceet anti-agrégante.
COX-2 permet la synthèse dePGIz impliquée dans l'activation des plaquettes dans
l'athérosclérose(Fitzgeraldet coll, 1984).Mais elle peut aussi être active dans desconditions
physiologiques.Les PGIzet parconséquentCOX-2 contribuentau maintiende l'homéostasie,
ce qui limite lesconséquencessur l'activationplaquettairein vivo.
La productiondes PGs par lescellulessanguines(plaquettesou leucocytes) et leurinhibition
par les AINS sontutiliséescommemodèled'étudedespouvoirsinhibiteurs sur lesisoformes
deCOXs(systèmesang total,Patrignaniet coll, 1994 et 1997).
Le TxAz est l'eicosanoïdemajoritaireet uniquementproduit par COX-l dans lesplaquettes
sanguines(Funk et coll, 1991 ;Hamberget coll, 1975). Le dosage du TxBz,métaboliteinactif
résultantde l'hydrolysedu TxAz, dans lesérumreflète l'inhibition decetteisoformeex vivo.
Les leucocytesexprimentCOX-2 quand ils sontstimuléspar du LPSex vivo(Hempel et coll,
1994), conduisantà la synthèse de PGEz et de TxAz. L'inhibition de COX-l par l'aspirine
suivie de lastimulationdu sang total par le LPSconduità la synthèse de PGEz par COX-2
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(Patrignaniet coll, 1994). Ainsi, dans cesconditionsexpérimentales,l'inhibition des PGE2

reflète l'inhibition de COX-2ex vivo.La plupart des AINS ont été testés dans le système sang
total chez l'homme et dans un systèmemodifié (Wameret coll, 1999). Lesmodifications
portentsur la mesure del'activité COX-2. Lescellulessanguines sont ajoutées à descellules
A549 qui ont étéstimuléesau préalablepar de�l�'�I�L�-�I�~�. Le tout est incubé avec dudiclofénac
1 mM pendant30 min pour inhiber plus de 98% de laformation de prostanoïdes. Les PGE2

doséessur leplasmareflètentl'activité COX-2 dans les cellules A549.
Il est important de noter qu'une capacité résiduelle de 5 à 10% à former du TxA2 est
suffisantepour maintenirl'agrégation(Reilly et Fitzgerald,1987).

I.4A.c. Système respiratoire

Le poumonest un sitemajeurde synthèse etd'inactivationdes PGs. Les rôles tenus par les
PGs auniveaudu systèmerespiratoiresont aussi bienvasculairesque métaboliques. Les PGs
agissentdirectementsur lamusculaturelisse bronchique.Le PGF2a , les endoperoxydeset le
TxA 2 sont depuissantsbronchoconstricteurs.Les PGE, et plusparticulièrementles PGEj , ont
uneactionhypotensivesur lapressionpulmonaireet sont desbronchodilatateurs.

l.s.a.d. Fonction rénale

Le cortexrénal synthétisela PGI2 et participeau métabolismedes PGs. Lamédulaproduit des
quantitésimportantesde PGs,notammentles PGE2. Les PGE2, El et h exercentleur rôle de
puissants vasodilatateurs,grâce à leurs actions myorelaxantes,par l'intermédiaire du
récepteurEP2. Ceci permetde maintenir la pressionde filtration au niveau duglomérule,
notamment en cas d'hypoperfusion rénale. La vasodilatation s'accompagned'une
augmentationde l'excrétiond'eauet desélectrolyteset de lalibérationd'hormonescommela
rénine (Fisher, 1980). Lesdifférentes PGs synthétiséesdans les diverses parties du rein,
PGE2, PGF2a , PGD2 et PGI2, sont responsablesde plusieursaspects de la physiologierénale,
dont la fonction tubulaire, l'hémodynamiquerénale, lasécrétionde rénine parl'appareil
juxtaglomérulaireavec uneffet sur lasécrétiond'aldostérone,l'homéostasiedu potassium,et
les transportsde sodium,d'eauet d'urée(Navaret coll, 1996;Frazier et coll,1992;Roman
et coll, 1981 ;Breyeret coll, 1998;Conte et coll,1992;Kramer et coll, 1985).
De nombreuxtravauxréalisés au cours dedernièresannées ont mis en évidencel'expression
constitutivede COX-2 dans le rein, et ont pumontrerqu'ellepouvait êtreaugmentéeselon les
conditionsexpérimentalesou lasituationclinique (Komhoffet coll, 1997 ; Vio et coll, 1997 ;
Harris et coll, 1994 ; Khan et coll, 1998 ;Jensenet Kurtz, 1997 ; Guan et coll, 1997 ; Smith et
Bell, 1978 ;Chenget coll, 1999; Wang et coll, 1998; Hartner et coll,1998; Tomasoniet
coll, 1998). COX-2 estlargementexpriméede façonconstitutivedans le rein au niveau des
vaisseaux,du glomérule,des segmentstubulaireset del'interstice.
Plusieursessaiscliniquescontrôlés,comparantles effetsd'inhibiteurssélectifs de COX-2à
des AINS classiques,ont confirmé l'importancede l'isoforme inductible de COX au niveau
du rein. L'analyseglobale des étudescliniques avec lesinhibiteurs sélectifs de COX-2 a
permis de mettre en évidencele rôle important de COX-I dans le maintien de la fonction
rénalealors que COX-2 estimpliquéedans larégulationphysiologique de laréabsorptionde
sodium(Brateret coll, 2001).
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!. -I.-I.e, Systèmereproducteur

C'estgrâceà la présencedes POs enquantitéabondantedans le liquideséminalqu'ellesont
été découvertes.Cependant,leur rôle physiologique chez l'homme n'a toujours pas été
élucidé. Elles sont, enrevanche,très impliquéesdans toutes les phases del'activité génitale
chez la femme. Les POE2 et F2a interviennentau cours del'ovulation, la menstruation,la
lutéolyseet contrôlentle transportde l'ovule vers l'utéruset stimulentla musculatureutérine
(O'Brien, 1995), d'où leurs propriétésocytociques.Ces propriétéssont mises àprofit en
obstétrique,soit pour déclencherle travail par administrationd'analoguede POE2 à faible
concentration,soit dans lecadred'uneinterruptionvolontairede grossessepar uneinjection à
forte concentrationou par uneapplicationlocaled'analoguesynthétiquede POE](Escousse,
1996).

1.4.-t.f. Tubedigestif

Les POs ontété identifiées,à des concentrationsvariables,dans tous lessegmentsdu tractus
digestif. C'est l'estomac,principalementl'antre, région non-glandulaire,qui possèdela plus
forte capacitéde synthèsedes POs(Eberhardtet Dubois, 1995). Les POs sontimpliquéesdans
la motricité digestive.Les effets myorelaxantsdes POE}, E2 et 12 permettentde diminuer la
pressiondu sphincterantérieurde l'œsophageet d'inhiberlescontractionsantralesspontanées
ou provoquées.Au contraire,les POF2a induisentla contractiondesmusclesdu sphincteret
de l'estomac.
Les POs interviennentégalementde façon importante dans lesmécanismesde sécrétion
digestiveet de cytoprotectiondes muqueuses(Robertet coll, 1979�~ Wallace, 1997). Elles
stimulent, d'une part, au niveau gastrique, la production du mucus et la sécrétion
hydrocarbonatéequi aurontpour conséquencede limiter la rétrodiffusiondes ions H+ vers les
cellules pariétales.Et d'autre part, elles maintiennentle flux sanguinsous-muqueuxqui
entretientune activité métaboliqueimportanteet nécessaireau renouvellementdescellulesde
la paroi digestive. Enfin, elles réduisent les taux d'AMPc dans lescellules pariétaleset
réduisentainsi, la sécrétiond'acidegastriqueinduite par lagastrineou l'histamine(Wilson et
Kaymakcalan,1981 �~ Johanssonet Bergstrom,1982).
Dans la plupart des espèces,incluant l 'Homme, les PGs protectricessont synthétisées
massivementpar COX-l, même si COX-2 est égalementexprimée dans la muqueuse
gastriquenormalede l'Homme ou du rat (Kargmanet coll, 1996).Contrairementà ce que
l'on aurait pu attendre,les sourisdéficientespour COX-I n'ont pasdéveloppéspontanément
dessaignementset desérosionsde lamuqueusegastrique(Langenbachet coll, 1995). Ilexiste
sûrementd'autresmécanismesde cytoprotection,par exempleavec le NO, quipermettentde
parerà l'absencede synthèsedes PGs.
Les PGsproduitespar COX-l permettentla protectiondescellulesépithélialesdescryptesde
Lieberkühn dans l'iléon de souris irradiées. COX-l, dans desconditions physiologiques,
participeà la synthèsedes PGs.Elle a étélocaliséeau niveau de la zoneapicaledescellulesà
mucus(Iseki, 1995) et dans lescellulesépithélialesrégénératrices.Cettelocalisationsupporte
l'hypothèsedu rôle deCOX-l dans lemaintiende l'intégritéde lamuqueusegastrique.
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La PGI2 et la PGE1, lorsqu'ellessont produitesprincipalementpar COX-I, assurentun rôle
cytoprotecteurau niveau de lamuqueusestomacaleen inhibant la production d'acide
gastriquepar lescellulespariétales,en stimulantleur sécrétion debicarbonateset de mucus et
en maintenant le flux sanguin au niveau de l'endothélium sous muqueux. Enfin, elles
permettentune réparationrapide del'épithéliumgrâce à unprocessusimpliquant la migration
de cellulesbasales,la synthèse d'ARN et deprotéines(Dubois et coll, 1998). Cesfonctions
sont à la base de lacytoprotectionpar desanaloguessynthétiquesde la PGE\(misoprostol®)
lors des traitements par AINS chez despatients présentantdes risques majeurs de
complicationsdigestivesgraves(âge>65ans,antécédentsd'ulcèresgastro-duodénaux,...).
L'induction de COX-2 a été mise enévidencedans lesulcérationsgastriquesde souris
(Mizuno et coll, 1997). L'expressionde COX-2 estcorrélée à une augmentationde la
productionde PGs. Seulel'expressionde COX-2 estaugmentéedans lesmacrophages,les
myofibroblasteset lescellulesendothélialesen borduredesulcérations.Parcontre, les deux
isoformessont induitespar H pylori et COX-l contribueplus queCOX-2 à la synthèsedes
PGE2 (Jacksonet coll, 2000). Cesrésultatsvont à l'encontredes observationsfaites sur la
pertedeseffetsprotecteursdesinhibiteurssélectifsde COX-2 dans le cas desinfectionspar H
pylori (Laine et coll, 1999).L'expressionde COX-2 aégalementété mise enévidencedans la
muqueuse gastrique de rat dans laquelle des ulcérations ont été induites de façon
expérimentale(acide acétique),alors quel'expressionde COX-1 n'estpas modifiée, ni par
l'ulcération, ni par la cicatrisation (Shigetaet coll, 1998; Schmassmannet coll, 1998).
L'expressionde COX-2 a étémontrée dans le cytoplasme dedifférents types cellulaires
localisés(monocytes,macrophages,fibroblasteset cellules endothéliales)dans lesrégions
d'activité de réparationmaximale. Etant donné que les PGsagissentà courte distance,
l'inhibition de la synthèsedes PGs par COX-2 peutretarder la réparation. L'inhibition
sélectivede COX-2 par le NS-398(inhibiteur sélectifde COX-2, 100 mglkg)(Leschet coll,
1998) amontré le ralentissementdu processusde cicatrisation.D'autrepart, l'expressionde
COX-1 et de COX-2 a étémontréedans lescellulesHuGE, cellulesgastriquesendothéliales
humaines,in vitro (Hull et coll, 1999).L'induction de l'expressionde COX-2 estassociéeà
l'angiogenèsepar lesmêmescellules dans deux modèlesin vitro. L'inhibition sélectivede
COX-2 par leL-745,337,retardela cicatrisationd'ulcèregastriqueinduiteexpérimentalement
chezle rat. Dansle mêmemodèle,les mêmeseffetsont étéconstatésavec lesinhibiteursnon
sélectifs,indométacineet diclofénac(Ferrazet coll, 1997).
Tous cesélémentsont permis de mettre en évidencele rôle crucial de COX-2 dansla
cicatrisationdes ulcèresgastriques,en montrantson rôle dans lamaturationde l'ulcère et
dans l'angiogenèse,évènementsdéterminantsdans le processus decicatrisation.Cependant,
le rôle de COX-1 dans larégénérationde lamuqueuse,tout commedansl'angiogenèse,n'est
pasà exclure.

I.4.4.g. Inflammation

Les PGs participent au développementdes signes et dessymptômesde l'inflammation
(Ferreiraet coll, 1974), où ellesinterviennentcommeun modulateurplutôt que commeun
médiateur.Leurs effetspro-inflammatoiressont de 3 types.
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• Signescardinauxde l'inflammation
Les effets vasodilatateursdes PGE2, 12 et O2 interviennentau niveau des artérioles et des
veinules, provoquant le développementde la rougeur du tissuatteint (rubor). L'œdème
(tumor) apparaît simultanémentpar l'action synergique des PGs avecd'autres agents
vasoactifs,comme la sérotonine,les kinines et lasubstanceP. De plus, lachaleur locale
(calor) pourraitrelevermajoritairementde l'afflux sanguin sur le site del'inflammationet par
conséquentde l'effet vasodilatateurdes PGs (Belch, 1989). Enfin, ladouleur(dolor) perçue
lors d'une inflammationpériphériqueest égalementdépendantedes PGs. En effet, même si
les PGs sont peualgogènes,elles jouent un rôle essentieldans laperceptionde la douleur,
puisqu'ellespotentialisentla sensationdouloureuseen abaissantle seuil d'excitabilité des
nocicepteurspériphériquesaux substancesalgogènesendogènes,comme la substanceP,
l'histamineou la bradykinine.Une étuderécente(Ajuebor et coll, 2000) a montré le rôle des
PGE2 et du PGIz dans laréactioninflammatoire,en induisantnotammentla formation des
œdèmes grâceà leurs effets vasodilatateurset leur rôle dans ladouleur, en agissant sur les
terminaisons nerveuses. Auniveau central, les PGs peuvent égalementpotentialiser la
transmissionde l'informationnociceptive.Elles n'interviennentpas dans latransmissionde la
douleuraiguë, maisagissentlors dedouleurspersistantes,comme celle survenantavec une
inflammationpériphérique.En effet, sousl'actionde stimuli répétés,les PGs sontlibéréespar
les neuronespost-synaptiques,puis en se fixant sur desrécepteursau niveau desneurones
pré-synaptiques,ellesfacilitent la libérationdesneurotransmetteurs(Yaksh, 1999).
Néanmoins, les PGF2a peuvent diminuer les effets hyperalgiquesdes PGE2 et l'effet
antalgiquede la f3-endorphinepourraits'expliquer,au moins en partie, parl'inhibition qu'elle
exerce sur labiosynthèsedes PGs.

• Action sur lespolynucléairesneutrophiles
LesPGIz,El et E2 induisentl'augmentationde l'AMPc intracellulairedans lespolynucléaires
neutrophiles. Ceciconduit à la réduction de la libération des enzymeslysosomiales,à la
réduction du chimiotactismeet de la diapédèse. Aucontraire, les PGF2a induiraient une
augmentationdu chimiotactismeen augmentantle taux intra-cellulairede GMPc.

• Action sur les lymphocytes
Commepour lespolynucléairesneutrophiles,les PGE" E2 et h ont uneffet inhibiteur sur les
fonctions lymphocytaires.En effet, il a étémontréin vitro que les PGE2 et la PGI2 inhibentla
proliférationlymphocytaireen augmentantles tauxd'AMPc intra-cellulaires.In vivo, ces PGs
inhibent les réponses médiées par les lymphocytes. Al'inverse, les PGF2a activent
expérimentalementla prolifération des lymphocytes grâce àl'augmentationdu GMPc intra
cellulaire. Par contre, des résultats opposés ont été rapportés pour la production
d'immunoglobulineset la fonction lymphocytaireT-suppressive(Belch, 1989).

De nombreusesétudesont mis enévidencele rôle de COX-2 dansl'inflammation, qui est
devenue lacible des futurstraitementsdesarthropathiesinflammatoires(Gilroy and Colville
Nash, 2000).Certainesde cesétudesont montré la présencede COX-2 aussi bien dans des
modèles d'inflammation aiguë (œdèmeà 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, cesexpériencesont montré quel'activité de l'enzymeaugmentait au
cours dudéveloppementde l'inflammationet ont pumesurerl'augmentationde la production
de sesmétabolites,les PGE2. L'inhibition de l'expressionde COX-2 par lesglucocorticoïdes
et les cytokinesanti-inflammatoires(IL-lO et IL-4) (Masferreret coll, 1990; Mertz et coll,
1994; Dworski et Sheller, 1997) a mis en évidence le rôle de cette isoforme dans
l'inflammation.
Même si l'efficacité des inhibiteurs sélectifs de COX-2n'est plus à démontrer, il est
important deconsidérerqu'elle n'a été montrée, au cours del'inflammation,qu'àdes doses
inhibant aussiCOX-l (Wallaceet coll, 1998).
Chez l'Homme, l'expressionde COX-2 a été montrée dans la membrane synoviale au cours
de la polyarthrite rhumatoïde, la production de PGssemblant participer au processus
inflammatoire dans la synoviale (Siegle et coll, 1998). COX-2 est induite au cours des
inflammationsexudativesaiguës, de la formation degranulomeet de la résorption osseuse. La
polyarthrite rhumatoïde est caractériséepar une réponse exudative, la formationd'un
granulome ou la formationd'unpannus et la résorption osseuse.

L'administrationde LPS à des volontaires sains a permis de montrer que même si COX-2 est
prédominante,COX-l est expriméeau cours de laréactioninflammatoiresuivant l'injection
de LPS (McAdam et coll, 2000). Dans ce modèle,l'activation des COXs contribue à la
peroxydationlipidique induite par le LPS. De plus, seule COX-2 contribue à la réponse
constitutionnelleau LPS chezl'homme.
Le ppARy est exprimé dans les macrophages et dans les synoviocytes de patientsarthritiques,
et ses ligandsinhibent la croissancedes synoviocytesin vitro en induisant l'apoptose.De
plus, le 15d-PGh,métabolitedu PGDz, a despotentialités100 fois supérieures pour inhiber
l'inflammation chroniqueet la formation du panus dans la polyarthrite rhumatoïde que la
troglitazone(Kawashito et coll, 2000). De même, il est 5 à 30 fois plusefficaceque cette
dernière, pour induire l'apoptosedans les synoviocytes et dansl'endothéliumet pour inhiber
la productiondescytokinespar les macrophages.
Le 15d-PGhest capablede supprimerla synthèse des PGE2 induite par l'IL-lf3 dans les
synoviocytesarthritiques,en inhibantl'expressionde la PLAz cytosolique oul'expressionde
COX-2 (Tsubouchi et coll, 2001), alors que la troglitazone et les autres prostanoïdes, tels que
les PGEz, le PGFza, le PGA\ et le PGDzn'ontaucun effet.L'inhibition de COX-2 par le 15d
PGha égalementété montréedansd'autrestypescellulaires,dont les macrophages murins et
leshépatocytesfœtaux (Inoue et coll, 2000 ; Castrillo et coll, 2000 ; Callejas et coll, 1999). La
troglitazone, contrairementau 15d-PGJz,peut inhiber l'expressionde la 5-LOX dans les
mêmes conditions. Ces résultats suggèrent quel'effet anti-inflammatoiredu 15d-PGhest
indépendantdu ppARy , même si dans les macrophages U937 stimulés par du LPS, COX-2
est régulée par unrétrocontrôlenégatifimpliquant lePPARyetsi le contrôlenégatifexercé
par les PGs sur la voie detransformationde l'AA est spécifique du15d-PGJz.Il a également
été montré que les PGEz et le PGFzaétaient capablesd'inhiber l'expressionde COX-2 ainsi
que la synthèse de PGEz dans les macrophages (Pang et coll, 1997). Le rétrocontrôle de la
voie debiotransformationde l'AA est dépendant du type cellulaire.
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Le 15d-PGJz,commeles AINS (aspirine,salicylés ouindométacine)(Yin et coll, 1998), est
un inhibiteur de la kinase lKB �(�I�K�K�-�~�)�, conduisant donc à l'inactivation de NF-KB,
responsablede l'activation de COX-2 (Newton et coll, 1997),expliquantque les effets du
15d-PGJzsont indépendantsdu PPARy (Rossi et coll, 2000),Cependant,les AINS comme
l'indométacine,1'ibuprofèneou le fénamate,peuventaussi être des ligands du PPARy et ainsi
bloquer la synthèsedes cytokinesinflammatoirespar lesmonocyteshumains(Jianget coll,
1998).
On a puévaluerque pour inhiber 50% del'inflammation avec unemoléculecomme le SC
58125,un inhibiteur sélectifde COX-2, il faut des doses 100 fois plusimportantesquecelles
requisespour inhiber COX-l. Ceci a soulevé l'hypothèseque les doses nécessaires pour
observer un effet anti-inflammatoire significatif correspondentà celles où lasélectivité
d'inhibition desmoléculesestperdue(Wallaceet coll, 1998), Ainsi,certainsdes effets gastro
intestinauxsontaccentués.

L'implication de COX-1 au cours duprocessusinflammatoirea été étudiée. Laréductionde
l'inflammationde lapattechezle rat implique la suppressionsystémiquede COX-l, puisque
dans cette étude, les molécules inhibitrices de COX-2 ne sontefficaces qu'à des doses
permettantl'inhibition de COX-l et accentuantles effetsgastro-intestinaux(Wallaceet coll,
1998). Cesrésultatschez le rat ont étécomplétéspar uneétudechez des sourisdéficientes
pour le gène deCOX-2, où le rôle de COX-l a été mis enévidenceau cours d'une
inflammationaiguëconsécutiveà l'injection de carragénine.

La surproductionde certainesPGs au cours deprocessusinflammatoiresn'estpasforcément
synonymed'effetsdélétères.Les colites ulcéreusesactivesproduisentdes taux élevés de PGs
(Gould et coll, 1977; Harris et coll, 1978; Sharonet coll, 1978).L'augmentationde PGs
accompagnantl'inflammationcoliquepourraitêtrebénéfique,enassistantà laprotectionde la
muqueusecontreles lésionset/ou eninduisantla réparation.Cette affirmation est supportée
par 3 constatations:i) les AINS qui inhibent la synthèsedes PGs,augmententles risques de
maladiesinflammatoiresou réactiventles maladiesinflammatoiresquiescentes(Kaufmannet
coll, 1987 ;Ramptonet coll, 1983); ii) les AINS aggraventla colite expérimentale(Reuteret
coll, 1996; Wallaceet coll, 1992), mais descomposésidentiquesd'unpoint de vuestructural,
n'inhibant pas la synthèsedes PGs, sont sans effet(Reuter et coll, 1996); et iii) une
administrationintra-coloniquede PGE2 ou d'analoguesde PGE2 réduit la sévérité decolites
expérimentales(Allgayer et coll, 1989;Fedoraket coll, 1990;Wallaceet coll, 1985).Il a été
montréque les PGsproduitespar le coloninflammatoiresont synthétiséespar COX-2 chez le
rat (Reuteret coll, 1996) etchezl'homme(McCartneyet coll, 1999). Par ailleurs, les PGD2

majoritairementproduitespar lescellulesmastocytairesde lamuqueuseou par lesentérocytes
en culture (Longo et coll, 1998), sontsynthétiséespar COX-2 et sontcapablesde supprimer
les infiltrations de leucocytesdans lacavitépleuraleinflamméede rat (Gilroy et coll, 1999),
CertainesPGs etd'autresmembresde cettefamille demédiateurslipidiquespeuventexercer
deseffetsanti-inflammatoires.Elles peuventinhiber l'adhésiondesleucocytes(Asako et coll,
1992), inhiber la libération desespècesactivéesde l'oxygènepar lesneutrophiles(Woundet
Freund, 1981), empêcherla dégranulationdes mastocytes(Hogaboamet coll, 1993), ou
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encore inhiber la synthèsed'un certain nombre demédiateursde l'intlammation et de
cytokines par différentescellules (Ham et coll, 1983; Hogaboam et coll,1993; Kunkel et
coll, 1986). De plus, lespropriétésanti-intlammatoiresdu PGD2 ont été montrées dans un
modèleexpérimentalde pleurésie (Gilroy et coll, 1999).
Dans ce cas, les AINS et lesinhibiteurssélectifsde COX-2seraientcapablesd'exacerberla
réponseinflammatoireet les lésions tissulaires. Les taux de PGD2ne sont élevésqu'aucours
des stadesprécocessuivantsl'induction de la colite (1-3 h). La synthèse desPGD2 modifie
celle des PGE2, tout comme l'infiltration des granulocytes. En effet, les PGD2 exogènes
inhibent l'infiltration desgranulocytesdans le colon.L'inhibition sélectivede COX-2 avec le
célécoxib bloque complètement l'augmentation de synthèse de PGD2 dans le colon,
provoquantle doublementde l'infiltration granulocytaire.Ainsi, les PGD2dérivés de COX-2
constituent un signal important dans les stadesprécocesde la colite. Leur activité anti
inflammatoireestmédiéepar lerécepteurOP des PGs(Ajueboret coll, 2000).
Dans lecolon, les PGE2augmententla réponse de lignéescellulairesépithéliales(T84) à
l'histamine et au cabachol. Elles sontsecrétéespar les myofibroblastessub-épithéliaux
intestinaux stimulés par l'IL-la. Les PGs peuvent moduler la prolifération des cellules
épithéliales intestinaleset leur survie in vitro. Elles peuvent égalementen moduler les
sécrétionset la réplication(Takafuji et coll, 2000). Les PGE2peuventcréerun effet«barrière
de protection»dansl'épithéliumdu colon. Ceteffet est de longue durée (heures) et peut être
préservéface aux effets decertainescytokines. Là encore, cet effetpourrait expliquer les
effets négatifs des inhibiteurs de COX au coursd'inflammation chroniquedu colon. Les
récepteursEP2 et EP3 aux prostanoïdessont exprimésde façon exclusivedans lescellules
épithélialesà l'apex des cryptes. Dans lamuqueuseinflammée,l'expressiondesrécepteurs
s'étendsur lasurfacelatérale des cryptes. Cecipermetl'extensionde labarrièreprotectrice.

lAA.h. Effetsur lecartilage

L'homéostasiedu cartilage implique la synthèsede macromoléculesde la matriceextra
cellulaire (protéoglycaneset collagène),et la régulationdes enzymes quidégradentcette
matrice, commeles métalloprotéases(MMP). Les chondrocytes,seul typecellulaire présent
dans le cartilage, produisent différents protanoïdes,comme PGE2, PGI2 et PGF2. La
contribution des PGs àl'homéostasiedu cartilageest encoremal connueet controversée,
puisquedeseffets aussi bienanaboliquesque cataboliquesont été observés. Certainstravaux
expérimentauxmontrent que les PGs sontcapablesd'inhiber la synthèse deskératanes
sulfates(Fukudaet coll, 1995), desaggrécanes(Fulkersonet Damiano, 1983; Mitrovic et
coll, 1981) et descollagènes(O'Keefeet coll, 1992). Ellesseraientégalementcapablesde
modulerl'équilibre entre lesprotéinasesmatricielles(MMPs) et leursinhibiteurs(Yamadaet
coll, 1996) et de réduire laproliférationdeschondrocytes(Blancoet Lotz, 1995; Steinberget
coll, 1991; Verbruggenet coll, 1992), ce qui lesrendraientresponsablesd'effetsdélétèressur
le cartilage.
A l'inverse,d'autrestravaux ont montréqu'ellesétaientcapablesd'inhiber l'expressiondes
MMPs (Steinberget Sledge, 1991; DiBattistaet coll, 1994) etqu'ellespourraientstimuler la
prolifération et la différenciation des chondrocytes,la synthèse desprotéoglycaneset des
collagènes(DiBattistaet coll, 1996; Schwartzet coll, 1998; Blanco et coll, 1995; Dingle,
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1991; 0'Keefe et coll, 1992), qu'elles augmenteraient le taux de recepteur aux
glucocorticoïdeset seraientles médiateursde la vitamine 0 (DiBattista et coll, 1991). Ceci
serait enfaveur de leur effetbénéfiquesur lecartilage.
La synthèsede ces prostanoïdespar le cartilage peut être augmentéepar des facteurs
biologiquescommel'IL-I, le TNFa ou untraumatisme(Campbellet coll, 1990; Malemudet
coll, 1981). L'IL-l induit la dégradationde cartilagehumain in vitro et plusieurstravauxont
suggéréque les PGE2 pourraient intervenir dans la médiation des effets de 1'IL-l sur le
cartilage (Chin et coll, 1988). Leschondrocyteshumainsnon stimulés necontiennentpas
d'ARN messagerde COX-2, à un tauxdétectable,mais il est induit parl'IL-113 (Genget coll,
1995). Dans leschondrocytesarticulairesde lapin, l'ARNm de COX-2 estexpriméde façon
constitutive,et sonexpressionestaugmentéedans desculturesstimulées parl'IL-l. L'ARNm
de COX-l n'estpasdétectédans desculturestraitéesou nonà l'IL-l (Lyons-Giordanoet coll,
1993) dans leschondrocytesbovins et dans lesostéoblasteshumains (DeBrum-Femandeset
coll, 1994; Morissetet coll, 1998).

Le cartilageest le site de ladestructionde la matrice extra-cellulairedans lesarthropathies
inflammatoireset desprocessuspathogéniquesde l'arthrose.Leschondrocytessont lasource,
avec lessynoviocytesde lamembranesynoviale,de l'augmentationde synthèsede PGs dans
l'arthrite(Wittenberget coll, 1993;Salmonet coll, 1983).

Les PGs sontproduitsà des taux élevés dans les tissusinflammatoires,commela membrane
synovialearthritique(Bombardieret coll, 1981; Davieset coll, 1984). Les PGEj et les PGE2
contribuentà l'inflammationde lamembranesynovialeen augmentantle flux sanguinlocal et
en potentialisantles effetsd'autresmédiateurscommela bradykinineet l'IL-113 qui induit la
vasoperméabilité.Les PGE2contribuentégalementà la destructionosseuseau cours de la
polyarthrite rhumatoïde,en participantà la résorptiondes ostéoclastes(Robinsonet coll,
1975). Cesobservationssuggèrentdonc que les PGE2participentà la physiopathologiede la
polyarthriterhumatoïde.
Différentesétudesont montréque les PGE2pouvaientavoir un rôledifférentdans lecartilage
sain et arthrosique(Amin et coll, 1997). Deséchantillonsde cartilage prélevéschez des
patientsarthrosiqueslibèrentspontanémentdes PGE2 ex vivoaprès 48 heures decultureà des
taux 50 fois supérieursà la normaleet 18 fois supérieursà du cartilagesain traité par des
cytokines et des endotoxines.Cette augmentationde synthèse des PGE2 coïncide avec
l'inductionde COX-2 dans lecartilagearthrosique.La productionde NO et de PGE2par les
explantsde cartilagearthrosiqueest réguléeau niveau transcriptionnelet traductionnel.La
DEX inhibe la productionspontanéede PGE2, mais pascelle de NO.L'inhibition de la NOS
réduit de 90% laproductionde NO, maisaugmente(de deux fois) laproductionde PGE2dans
cesmêmesexplants.De même,l'addition de donneursde NO exogènes inhibe laproduction
de PGE2. Cetteproductionestaugmentéedans lesmêmesexplantsstimulés par descytokines
et desendotoxines.Cesrésultatsont mis enévidencela productiondes PGE2par COX-2 dans
les explantsde cartilage arthrosiqueex vivo et la libération spontanée de NO qui agit de
manièreautocrinesur lescellulespour atténuerla productionde PGE2par COX-2.
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Les PGE2 jouentégalementun rôle importantdans l'angiogénèsede la membranesynoviale
par l'expressionde facteur decroissancede l'endothéliumvasculaire(Ben-Av et coll, 1995),
par la synthèse de médiateur de l'inflammation de la synoviale ou del'érosion de
l'articulation.

Les inhibiteurs de COX sont largement utilisés dans le traitement des arthropathies
inflammatoireset représententla principale intervention pharmacologiquedans l'arthrose
(Hochberget coll, 1995; Brandtet coll, 1987). Les effets desanti-inflammatoiresstéroïdiens
ou non, dans lecartilage restentcependantcontroversés(Brandt, 1987; Pelletier et coll,
1993). Lestravauxde Blanco se sontintéressésaux effets dedifférents anti-inflammatoires
sur l'activité des COXs dans lecartilage articulaire humain pourdifférentes raisons: i)
l'expressionet la modulation de COX-l et de COX-2 varient selon le typecellulaire
considéré; ii) la sélectivité d'inhibition des isoformesde COX par lesmolécules anti
inflammatoiresn'estpas identiquedans toutes lesespèces,les tissus et lescellules; iii) les
AINS constituent le traitement principal des pathologies inflammatoires et la voie
pharmacologiquemajeured'interventiondansl'arthrose(Blanco et coll, 1999).

1.4.4.i. Mort cellulaireprogramméeou apoptose

Depuisplusieursannées,l'apoptose,ou mort programméedescellules,apparaîtêtre l'un des
phénomènesimportantsdans lacroissanceet ledéveloppementmais aussi dans lemaintiendu
nombre approprié de cellules dans un organisme pluricellulaire adulte. Le mécanisme
moléculaireconduisantà la mort de lacellule estschématiséFigure 17.
Les PGH2synthétiséespar COX-l et COX-2 sontisomériséesen PGs dont lespropriétéspro
apoptotiquesont été mises enévidencedans les lymphocytes. Les PGE2induisentl'apoptose
dans leslymphocytesde manièredirecteou indirecte(Mastino et coll, 1992; Brown et coll,
1992). Les PGs sont aussiimpliquéesdans la mortprogramméedescellulesépithélialesde la
membranebasalede l'utérus pendantla nidation et à lasurfacedu follicule pré-ovulatoire
(Abrahamsohnet coll, 1993 ;Ackermanet Murdoch, 1993). Le rôle des COXs dans ces deux
cas estd'initier la synthèse des PGs qui, enagissantvraissemblablementde façonparacrine
induisent la transductiondu signal apoptotiqueau travers de leursrécepteursmembranaires
respectifs. Les PGA2 et 15d-PGhsont égalementcapablesd'induire l'apoptosedans les
lymphocytesmais ces PGs nepossèdantaucunrécepteurmembranaire,agissentprobablement
sur descibles intracellulairespar l'intermédiaire,par exemple,du facteur de transcription
PPAR(Kim et coll, 1993; Formanet coll, 1995).
Les changementsobservés auniveau du cartilage articulaire au cours duvieillissement
correspondentà une réduction de la cellularité et à une calcification de la matrice
extracellulaire. Ces modifications augmententles risquesd'arthrose. L'apoptoseest un
événementcellulaireimportantqui permetle maintien,le remodelageou lerenouvellementdu
cartilagemature. Cependant,des travaux récentsont montré quel'apoptoseétait impliquée
dans les processusde dégradationau cours del'arthroseet associésà l'âge (Horton et coll,
1998; Blanco et coll, 1998; Hashimoto et coll, 1998). De cettemanière, l'apoptose
chondrocytaireseraitimpliquéedans ladéplétionen protéoglycanes(Hashimotoet coll, 1998)
ou dans lacalcification pathologiquede la matrice (Lee et coll, 2000).D'autrestravaux
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(Nishida et coll, 2001) ont montré quel'apoptoseparticipait à la formation desostéophytes
dans lecartilagearthrosiquehumain.

L'induction de l'apoptosefait intervenir des interactionsentre desfacteurs pro- et anti
apoptotiquesde lafamille de gène BeI-2,notammentle rapportd'expressionBax etBel-x qui
contrôle l'activation des caspaseset par conséquentla mort cellulaire. L'activation de la
caspase-3est nécessaireà l'exécution de la mort cellulaire par apoptosedans uncertain
nombrede cellules,dont les chondrocytes(Lee et coll, 2000; Pelletieret coll, 2000). Des
travauxont montré que laréductionde l'expressionde BeI-2 dans leschondrocytespourrait
être unmarqueurde la mortprogramméedescellulesau cours del'arthrose(Pelletieret coll,
2000;Feng et coll, 1998). De plus, ilsembleque les PGE2jouentun rôle dansl'inductionde
l'apoptosechondrocytaire(Miwa et coll, 2000),suggérantun rôle possibledes AINS dans la
chondroprotection.Des travauxrécents(Mukherjeeet coll, 2001)étudiantl' apoptoseinduite
par lastaurosporinesur deschondrocytesimmortalisésont confirméque l'expressionde Bel
2 étaitaltéréeau cours del'apoptoseet que celle de la caspase-3était induite. Deuxdes AINS
testés,nimésulide(inhibiteurpréférentielde COX-2) etibuprofène(inhibiteurnonsélectif),se
sont avéréscapablesde bloquer l'activation de la caspase-3 et del'apoptose.Par contre,
l'inhibiteur sélectifde COX-2, NS-398,a été sanseffet sur ces deuxparamètres.Ceci suggère
que les AINS ont uneactivité protectricesur leschondrocytes,mais quecetteactivité est
différentede l'inhibition de COX-2.

Parailleurs,il existe plusieurspreuvesde l'implicationdu NO dansl'apoptosechondrocytaire
et dans ladégénérescencedu cartilagearticulaireau cours del'arthrose.Le NO peut induire
des cassuresde l'ADN, la modification des lipides et desprotéines ou encore induire
l'apoptose chondrocytaire. De plus, le NO influence la synthèsede collagèneset de
protéoglycanespar les chondrocytes,interfèreavec leurmigration et leur attachementà la
fibronectine (Clancy et coll, 1998). Il aégalementété montré que le NOétait largement
exprimédans le liquidesynovial, le cartilageet lamembranesynovialede patientsarthritiques
et que lechondrocyteen était sûrementla principalesource(Maier et coll, 1994 ;Sakuraiet
coll, 1995). La iNOS, enzyme responsablede la synthèse du NO,présentedans les
chondrocytesarthrosiques,est induite en réponse à desstimulationspar les cytokinespro
inflammatoirescommel 'IL-l [3, l'IL-17 ou le TNFu. Parcontre, laproductionde NO peut être
inhibée par le TGF[3, l'IL-4 ou l'IL-lO (Lotz, 1999; Martel-Pelletier, 1998; Amin et
Abramson,1998;Blancoet coll, 1995;Sasaki et coll, 1998).
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Figure 17 Représentation schématique des pnnopaux mécanismes moléculaires du processus
apoptotique, impliquant Bax, BcI-2, les caspases initiatrices et effectrices et l'AIF (<< apoptosis inducing
factor »)

1.4.4.j. Cancer

COX-2 estimpliquéedans leprocessusde cancérisation(Eberhardtet coll,1994), notamment
dans celui ducancercolorectal (Sano et coll, 1995; Dimberg et coll, 1999; Rao et coll,
1999; Chappleet coll, 2000), dans lecancerde laprostate(Guptaet coll, 2000), du sein, de
l'estomac(Ristimaki et coll, 1997; Uefuji et coll, 1998; Lim et coll, 2000), du pancréas
(Yip -Schneideret coll, 2000), despoumons(Ochiai et coll, 1999), de la tête et du cou(Chan
et coll, 1999).
Expérimentalement,la taille et la fréquencedes polypesintestinauxsont considérablement
réduites chez des sourisdéficientes pour les gènes de la polyadenomatoserectocolique
familiale et de COX-2 (Oshima et coll, 1996). De plus, l'inhibition sélectivede COX-2
conduit à la suppressiondu cancercolorectal induit expérimentalement(Kawamori et coll,
1998), tout commechez les rats traités par des agentscancérigènesou dans deslignéesde
cellulescancéreusesen culture(Reddyet coll, 1996; Qiao et coll, 1998;Crewet coll, 2000).
Dans lecarcinome hépatocellulaire,le niveau d'expressionde COX-2 a été corréléavec le
stade dedifférenciation, suggérantque l'expressionanormalede COX-2 estimpliquéedans le
processusde cancérisationau niveauhépatique(Koga et coll, 1999; Shiotaet coll, 1999).
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Une étuderécente (Bae et coll, 2001) aconfirmé le rôle déterminantjoué par COX-2 dans le
processusdedifférenciationde l'hépatocarcinomepuisquesoninhibition induit la suppression
de la croissancedes cellules, par l'induction de l'apoptose.Qui plus est,l'expressionde
l'ARNm de COX-2 a étécorréléeavec laprofondeurde l'invasiondans des tissus decancer
de l'estomac(Ohno et coll, 2001).

Le NO pourrait égalementêtre associé à COX-2 au cours duprocessusde cancérisation
puisqu'il a été montré quel'activité de COX-2 estaugmentéepar le NOproduit par la iNOS
(Nogawaet coll, 1998).L'expressionsimultanéeet augmentéede iNOS et de COX-2 a été
observéedans deux formes decancerde l'œsophage,dans uncarcinomehépatocellulaire
(Rahnanet coll, 2001), toutcommeau cours desgastritesinduites parH. pylori (Wilson et
coll, 1998; Fu et coll, 1999). COX-2 et iNOS sontimpliquées dans le processusde
cancérisationde façondirecteou parl'intermédiairede la synthèse demédiateurqui régulent
la croissancecellulaire (Tsujii et Dubois, 1998; Jaiswalet coll, 2000). Ceseffets peuvent
notammentêtre liésà la synthèsedeperoxynitriteou deprostanoïdes.

Trois eicosanoïdesformés àpartir de l'AA apparaissentjouer un rôle clé dans lecancerde la
prostate:les PGE2, le 12-HETE et le5-HETE(Myers et coll, 2001). Lescellulesde cancerde
la prostateproduisentdes PGE2dans desculturesde tissu. Les tissusprélevésau momentde
l'ablationde laprostatemontrentune productionde PGE2 10 fois supérieuredans lestissus
cancéreuxde la prostatepar rapport aux tissuspériphériques(Chaudry et coll, 1994). Les
deux isoformes de la COX ont étéidentifiées dans la prostate,mais seule COX-2 est
sélectivementsurexpriméedans le tissucancereux(Gupta et coll, 2000). Laproductionde
PGE2dépendantede COX-2pourraitcontribueraudéveloppementdu cancerde laprostatede
différentesfaçons et enfavoriserla progression(Sawaokaet coll, 1999;Tsujii et coll, 1998).
Le rôle de COX-2 dansl'angiogenèseest maintenantclairementétabli, et favorise ainsi la
croissancedes tumeurs,l'invasion et la formation des métastases. De plus,l'inhibition de
COX-2 in vitro conduità l'apoptose,ce qui suggèreque les produits de COX-2contribuentà
la survie des cellules cancéreusesde la prostatehumaine (Liu et coll, 1998). Les PGE2
peuvent induire l'apoptosedans lescellules NT (« natural killer») et dans lescellules T
cytotoxiques(Rhind et coll, 2000). Lasurexpressionde COX-2 danscertainscancersest la
résultantede la modulationde certainesvoies designalisation.L'implication de p53 dans la
régulation de l'expressiondu gène de COX-2 peutexpliquer en partie l'augmentationde
COX-2 notée dansdifférentesformes decancercontenantle mutant p53(Kutcheraet coll,
1996; Eberhardtet coll, 1994; Kargmannet coll, 1995; Sano et coll, 1995; Hwanget coll,
1998; Zimmermannet coll, 1999).D'autrepart, plusieurstravaux ont montré que lepotentiel
cancérigènelié à la surexpressionde COX-2 était souventassocié à larésistanceà l'apoptose
(Tsujii et Dubois, 1995).L'activationde p38 et de ERK(kinaserégulée par dessignauxextra
cellulaires),appartenantà la famille deskinasesactivéespar un mitogène(MAPK) ainsi que
celle de COX-2 a étémontréedans l'épithélium de colon humain soumis à unchangement
d'osmolarité(équivalentà un stressenvironnementalsubi par lescellules) (Arbadi et coll,
2001). De plus, dans cesconditions,l'inhibition de p38 réduit de 50%l'expressionde COX-2.
Ce mécanismepourrait aider à expliquer le mécanismede pathogénése ducarcinomedu
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colon. D'autrestravaux(Liu et coll, 2001)ont montré quel'incidencedeshyperplasiesde la
glande mammaire, des dysplasieset des transformationsen tumeurs métastatiquesest
augmentéede façon considérablechez les sourismodifiées (souris transgéniquesayant le
gène de COX-2humaine) ayant eu plusieurs grossesses. Lestissus tumoraux (glandes
mammaires)exprimentCOX-2 et ont des taux réduits enprotéinespro-apoptotiques(Bax et
Bcl-x) et des tauxaugmentésen protéineanti-apoptotiques(Bcl-2). Cesrésultatsmontrent
que l'expression de COX-2 est suffisante pour induire la cancérisationde la glande
mammaire.Un mécanismepar lequel la COX pourrait être impliquéedansl'initiation de la
formationdestumeursest laco-oxygénationde l'ADN et desnucléosidespendantla réaction
catalyséepar la COX (Nikolic et coll, 2001). Lesespècesradicalairesproduitesau coursde
cetteréaction,dont lesradicauxperoxyls,pourraientêtre lesmédiateursde cetteoxygénation.
Le produit de la 12-lipoxygénase(12-LOX) semblefavoriser la métastasede cecancer.De
plus,elle estcapabled'augmenterla motilité et lecaractèreinvasif in vitro par unmécanisme
impliquant l'activationde laprotéinekinaseC (Gao et coll, 1995). Lesproduitsde la5-LOX
favorisent la survie de cescellules cancereuseset jouent un rôle moins important dans la
croissance de ces cellules. Leslignées cellulaires cancéreuseshumaines hormono
dépendantesou non sont trèsrésistantespuisquecapablesde survivre plus d'une semaine
privéesde sérum(Ghoshet coll, 1997; Ghoshet coll, 1998).Cependant,un inhibiteur de 5
LOX, commele MK886, induit l'apoptosechezcescellules,qui meurentalorsaprès8 heures.
L'additionde 5-HETE, produit de la 5-LOX, prévientla mort cellulaire.L'AA lui-mêmepeut
stimuler la croissancedes cellules. Lescancersde la prostatechez l'hommeont tendanceà
former desmétastasesdansl'os. La 5-LOX joue un rôle importantdansla biologie de l'os et
de la moelle osseuse,en conditionnantnotammentla maturation des pré-ostéoclastesen
ostéoclastesou la proliférationet la maturationdescellulesmyéloïdes(Stenkeet coll, 1994).
Il a d'ailleurs été montré chez des sourisdéficientespour le gène de la 5-LOX,l'absence
d'ostéoclastes(Bonewaldet coll, 1997 ;Franchi-Miller et coll, 1995). Ainsi,l'activité anti
apoptotiquede la 5-LOX peutjouer un rôle dans lacapacitédes cellules de cancerde la
prostateà survivreet àpousserdans dessitesosseuxen dépitde laprivationenandrogène.

Tous ces élémentssuggèrentque l'inhibition de l'activité de COX-2 pourrait avoir un effet
thérapeutiqueimportantdans lecontrôlede cesdifférentestumeurs.
Le traitementde patientsà haut risque decancercolorectal(Krishnanet coll, 2001) par 81 mg
d'aspirinependant28 jours réduit laconcentrationen PGE2 de lamuqueusecolorectale,sans
modifier le risquede cancercolorectal.

I.-I.4.k. COXet os

Les ostéoclastessont les uniquescellules multinuclées, dérivées des cellules souches
hématopoïétiquesresponsablesde larésorptionosseuse.L'induction de l'expressionde COX
2 est impliquéedans larésorptionosseuseen induisantla différenciationdesostéoclastespar
l'intermédiairedesinterleukines(Koide et coll, 1999;Onoe et coll, 1996). De plus, uneétude
récentea montréque COX-2 estimpliquéedans lafonction normaledesostéoblastes(Boyan
et coll, 2001). Lesinhibiteurs de COXs diminuent la fonction des ostéoblastes.L'inhibition
sélectivede l'une ou l'autredesisoformesde la COXprovoquela diminution de l'expression
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phénotypique des ostéoblastes,mais leur fonction peut être maintenue. Cependant,
l'inhibition sélective n'affecte pas l'activité de la phosphatasealcaline qui est l'enzyme
importante dans les stades précocesde la différenciation et dans l'établissementde la
calcification (Owen et coll, 1990). LaCOX constitutiveest nécessairepour la fonction et la
différenciationdesostéoblastes.

1.5. Voie de la lipoxygénase

15.1.Lesleucotriènes

Les leucotriènes (LTs) sont des médiateurs biologiques importants, impliqués dans
l'inflammation et les troublesallergiques.Ils sont répartisen deuxcatégories:1) le LTB4,

composéparticipantau chimiotactismedesneutrophiles;2) lescystéinylsleucotriènes,LTC4,

LTD4 et LTE4 formant un grouped'entitésactivesconnuescommedes substancesd'action
lente (Samuelsson,1983)(Figure 18).

5-HEPTE

OH 0

'.
\s-,. 0

CH H
/ �3�~�N OH

Figure 18 Structure chimique des leucotriènes et de leur précurseur, le S-HEPTE
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15.2.Lesllpoxygénases(LOX)

Les LOXs forment un grouped'enzymesnon-héminiques, ferriquescomprenantune activité
cyclooxygénasique,catalysantl'incorporation d'un atome d'oxygènedans les acides gras
contenantun 1,4-cis,cis-pentadiène. Certainesde ces enzymes,tellesque les5-LOX, 12-LOX
et 15-LOX, ont été mises enévidence dans différentes cellules au niveau du site
inflammatoire. La 5-lipoxygénase(5-LOX) catalyseles deuxétapesinitialesde labiosynthèse
des LTs à partir de l'AA , la première correspondà une oxygénation stéréospécifique
permettantla formationde l'acide(5S)-hydroxyperoxy-6-trans-8,11 ,14-cis-eicosatetraénoique
(5-HPETE) et la deuxième à la déshydratationconduisant à la formation du �L�T�~ �,

intermédiaire instable(Radmarket coll, 1980aet b), pouvantêtre transformé par la suite de
façon enzymatiqueou non-enzymatique. La transformation non-enzymatiqueconduit à la
formation du 5,6-diHETEet du 5,12-diHETE(Maycocket coll, 1982). L 'époxydehydrolase,
�L�T�~ hydrolase, catalysela transformationdu �L�T�~ en LTB4 (Radmarket coll, 1984). Le
LTA 4 peut égalementêtre conjuguéavec legluthation par la LTC4 synthasepour former le
LTC4 (Figure 19)(Radmarket coll, 1980a). De même, des clivages successifspar la y

glutamyl transférase(Oming et Hammarstrom, 1980) et par unedipeptidase(Lee et coll,
1983) convertit le LTC4 en LTD4 et LTE4. C'està l 'occasiondesétudessur la voie de la 5
LOX que lemétabolismetranscellulairedes LT a été mis enévidence(Marcus, 1986). Ainsi,
le LTA4 produit par lesneutrophilespeutêtre transforméen LTB4 soit par cette mêmecellule
soit par leshématies. La 5-LOX se distinguedes autresisofonnesde LOX par sonactivité
Ca2

+ et ATP-dépendante. De plus, c'està cetteoccasionque le rôle desprotéinesactivatrices
membranairesou « Five LipoxygenaseActivating Protein» (FLAP) a étémontré (Dixon et
coll , 1990; Abramovitzet coll, 1993). En effet, la 5-LOX est normalementprésentedans le
cytoplasmedes cellules danslesquelleselle estexprimée(leucocytes,monocytes, basophiles
et lymphocytesT), mais en réponseà uneaugmentationdes taux de Ca2+ intracellulaire, elle
est transloquéevers la membranecellulaireoù elle se lie au FLAP(Rouzeret coll, 1988). Le
FLAP agit comme une protéine accessoire qui facilite le transfert de l'AA vers l'enzyme
(Abramovitzet coll, 1993).
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Figure 19 Biosynthèse du LTB4 et du LTC4
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Tableau 5 Principaux rôles biologiques des leucotriènes

Effet

Augmentationde l'adhésiondes leucocytesaux cellulesendothéliales

Augmentationde laperméabilitévasculaire

Stimulation du chirniotactismepour les neutrophileset pour les autresgranulocytes(à un
moindredegré)

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

Stimulationde lasécrétiond'anionsuperoxydeet dégranulationdesleucocytes

Stimulationde lalibérationd'IL-S,-6 et d'IL-8 par leslymphocytesT

Augmentationde l'expressiondes récepteursIgE de faible affinité sur les cellules B et

synthèsed'IgE induitepar l'IL-4

Augmentationdu tonusmusculaireet dessécrétionsbronchiques

Proliférationet remodelagedesmuscleslissesrespiratoires

LT impliqué

LTC4. LTD4, LTE4

LTB 4

LTC4, LTD 4, LTE 4

LTC4,LTD4, LTE4

La 5-LOX est activée par le Ca2+ et l'ATP (Rouzeret coll, 1986). La 5-LOXactivéeest
toujoursmembranaire(Rouzeret coll, 1986;Wonget coll, 1988).
Elle joue un rôle clé aucoursde l'asthmeet del'inflammation(Tableau5), notammentdans
le développementde l'œdème,et estresponsablede lasynthèsede LTB4, des lipoxineset des
cystéinyls leucotriènes. C'est pour ces raisons que la 5-LOX est devenue une cible
thérapeutique.Il existedesmoléculesayant unpouvoir inhibiteur doublesur la COX et la5
LOX (Hidakaet coll, 1994;Ikuta et coll, 1987;Wong et coll, 1992;Unangstet coll, 1994).
Ces inhibiteurs sont supposésavoir des propriétésinhibitrices supérieuresen tant qu'anti
inflammatoires,avec un profil detoléranceaméliorée.Ceci seraitexpliquépar le rôle des LTs
synthétiséspar la 5-LOX au cours del'inflammation et au niveau des effets secondaires
induits par les AINS (Brain et Williams, 1990; Vaananenet coll, 1992; Guslandi, 1987;
Asakoet coll, 1992).
La P12-LOX est uneforme de LOX expriméeau niveau des plaquettes.Elle catalysela
transformationde l'AA en acide 12-hydroxperoxyeicosatétraenoique(12-HPETE),réduit en
12-HETE. Il existe une forme de 12-LOXexprimée dans les leucocytes (L12-LOX),
permettantla transformationde l'AA en 12-HPETEet de15-HPETEà un plus faible niveau.
Les produits de la LOX, synthétisésau niveau des synoviocytesau cours de la polyarthrite
rhumatoïdepeuventparticiperà l'accumulationcellulaireauniveaude lamembranesynoviale
et du liquide synovial, tout commeà l'activation cellulaire conduisantà la destructionde
l'articulation(Bonnetet coll, 1995).

1.6. L'hypothèse d'existence d'une 3ème isoforme de la COX

Les compagniespharmaceutiquesont développédes testssimples pour l'identification de
l'activité anti-inflammatoire des molécules, comme le modèle d'inflammation à la
carragénine.
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Les différentsmodèlesexpérimentauxd'inflammationsontcaractériséspar lasuccessionde la
libérationde différentsmédiateurscommel 'histamine,la 5-hydroxytryptamine,les kinineset
les PGs(DiRosaet coll, 1971). Aux stadesprécoces,les anti-histaminiquesont uneactivité
anti-inflammatoire. De plus, ces changementsde migration de polynucléairespuis de
monocytessont aussiobservés.Ils sont dus à desmodificationsdes facteurschimiotactiques
et d'expressiondes molécules d'adhésion cellulaire. De plus, l'apoptose des cellules
polynucléairesconduità la dominancedesmonocytes(Willoughby et coll, 2000).
Dans lemodèlede pleurésieà la carragénine, les inhibiteursde COX-2 montrentune activité
anti-inflammatoiretrès précocémentdans laréactioninflammatoire,à partir du momentoù
l 'expressionde COX-2 est détectée,comme le font les inhibiteurs classiques,tel que
l 'indométacine.Après 6 heures, les inhibiteurs sélectifsde COX-2 n'ont plus d'effet, alors
que l'efficacitédesinhibiteursclassiquespersiste.A ce point, laprotéinede COX-2 n'estplus
détectéepar westernblot. Qui plus est, à 48 heures ,alors quel'inflammationest enrémission,
une secondeaugmentationde l'expressiond'une protéinede type COX-2 estdétectéepar
westernblot (Figure 20). Cependant,il a été montréex vivoparajoutd'AA quecetteprotéine
ne produit pas de PGE2 pro-inflammatoiresmais, par contre, produit in vivo des PGs anti
inflammatoirescommePGD2, PGF2a. ou 15d-PGh,
Certainsauteursont émis l'hypothèseque cetteprotéinesynthétyséetardivement(48 heures)
pourrait représenterune 3ème isoformede la COX, COX-3, qui, contrairementà COX-1 et à
COX-2 ne produirait pas de PGs pro-inflammatoires, mais les prostanoïdes anti
inflammatoires.

Temps

Figure 20 Expression des isoenzymes de COX pendant les phases d'installation et de rémission de
l'inflammation (d'après Willoughby et coll, 2000)

L' expressionde ce variant catalytiquede COX-2 ou d'une 3ème isoforme de COX a été
montré in vitro dans desmacrophagestraitéspendant48 heurespar de fortes doses d'AINS
(Simmonset coll, 1999). Cette isoenzyme, détectéepar desanticorpsanti-COX-2, semble

-64-



Dl/de hihliographiqIle

sensible à l'inhibition par le paracétamol,mais est moins sensibleaux autres AINS, en
comparaisonà l'activité COX-2 induite par le LPS.
Cette 3ème isoformede COX pourrait être expriméeseulementdanscertainescirconstances.
En effet, cetteprotéineCOX-2-like produitdes PGE2 dans desmacrophagestransforméssous
l'effet d'AA exogène,alors qu'elle n'est pas capabled'en réaliser la synthèse dans les
échantillonsde pleurésieà 48 heuresavec unapport d'AA exogène.11 n'est d'ailleurs pas
possiblede détecterles PGE2 dans lesexudatsau mêmetemps.L'induction de lasynthèsede
cetteisofonnepourraitdépendrede l'activationdesppARs (Lehmanet coll, 1997).
La productionde 15d-PGhà 48 heurespar cette COX-3 dans le modèle depleurésieà la
carragénine(Gilroy et coll, 1999) constitue un lien avecd'autresmécanismesendogènes
d'inflammation,tels que laprotéinede chocthermiquehème-oxygénase-l(Colville-Nashet
coll, 1998). Expérimentalement,l'induction de cette protéine a des propriétés anti
inflammatoireséquivalentesou plus importantesque celles des stéroïdesdans lesmodèles
d'inflammation(Willis et coll, 1996).
Si cettehypothèseest vérifiée, l'expressionde COX-3 pourrait survenirdans lespériodesde
rémissionde certainespathologiesinflammatoires,commela polyarthrite rhumatoïde.Chez
l'homme, il serait important de disposerde marqueursde l'activité de la maladie,afin de
pouvoir arrêterla médication(inhibiteursde COX-2 ou inhibiteurséquipotents)pendantles
périodes de rémission, puisque l'utilisation des inhibiteurs de COX pourrait retarder la
survenuenormaledespériodesde rémission.
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1/. Les anti-inflammatoires non-stéroïdiens (AINS)

Les AINS sont utilisés enthérapeutiquedepuis très longtemps, puisquel'écorcede saule,
contenant lasaliciline, était appréciée dansl'Antiquité pour ses propriétés antalgique et
antipyrétique, Plusrécemment,le centenaire del'acide acétylsalicyliqueou aspirine a été
célébré, A l'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
l'automédication. On estime ainsi que plus de 30 millions de personnes prennent
quotidiennementun AINS pour les soulagerd'affectionsaussi diverses que les poussées
inflammatoires de la polyarthrite rhumatoïde ou del'arthrose, la symptomatologie
douloureuseassociéeaux pathologiesmusculo-tendineuses,post-opératoires, migraineuses,
ou aux dysménorrhées. Ils sontcependantconsidérés comme une« arme à doubletranchant»
(Lichtensteinet coll, 1995)puisqu'ilssont responsablesd'environ 16 500 décès par an aux
Etats-Unischez lespatientsatteintsd'arthrite rhumatoïde oud'arthrose,c'est-à-direautant
que le nombre de morts du SIDA en 1997 dans le même pays (Wolfe et coll, 1999). Les effets
indésirables digestifs et, à un moindre degré, rénauxdemeurentla principale limitation de
l'utilisation prolongéedes AINS classiques en rhumatologie (Pairet et Netter, 1999).

Il.1. Mode d'action des AINS

Il y a 30 ans, Vane proposa unmécanismed'actionpour les molécules de type aspirine et les
AINS: l'inhibition de la biosynthèse des PGs (Vane, 1971).L'inhibition par l'aspirineest
causée parl'acétylation irréversibledu site cyclooxygénasiquede la COX, laissant le site
peroxydase del'enzyme libre. Les autres AINS commel'ibuprofène ou l'indométacine,
inhibent la COX de façon réversible ou irréversible en entrant encompétitionavec le substrat
de l'enzyme,l' AA, pour son siteactif(Figure 21).

Il a été montrérécemmentque l'inhibition préférentiellede COX-2 par le NS-398permettait
non seulementd'inhiber l'activité de COX-2 mais aussi de réduirel'expressionde son gène
dans des synoviocytes humains arthritiques et arthrosiques(DiBattistaet coll, 2001).
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COX-l
Constitutionnelle

Productionbasale
eicosanoïdes

gastroprotectionhémostase,
hémodynamiquerenale
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Cytokinespro-inflammatoires
Facteursde croissance
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Figure 21 Mode d'action des AINS sur la voie de biosynthèse des PGs

11.2. Classification des AINS classiques

Ces inhibiteurs peuventêtre classés en deux grands groupes: les acides carboxyliques et les
acidesénoliques, qui peuvent eux-mêmesêtre subdivisés en au moins 7 groupes selon leur
structure chimique (Figure22) (Terlainet coll, 1996):

les acides salicyliques
les acidesphénylacétiques
les acidesindoacétiques
les acidespropioniques
les acidesanthraniliques
les pyrazolones
les oxicams

Pendantlongtemps, on acru que la présence d'un groupement acide était un pré-requis pour
les AINS classiques. Aujourd'hui, on sait que cettecaractéristiquestructurale permet la
formation d'une liaison saline entre la fonction carboxylique del'anti-inflammatoire et
l' Arg120 de la COX, provoquant ainsi l'inhibition de l'activité COX-1.
En fonction de leur structurechimique, les AlNS inhibentdifféremmentCOX-I et COX-2.
Ceci leur confère leurs activités anti-inflammatoire et analgésique mais aussi leurs effets
secondaires indésirables,notammentau niveaudu tractus gastro-intestinal(Carabazzaet coll,
1996).
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Tous les AINS commercialiséssont capablesd'inhiber COX-I et COX-2. La sélectivité
d'inhibition des COXs estimportanteà considérerpour ledéveloppementdes AINSà effets
indésirablesréduits. Ledéveloppementdes inhibiteurs sélectifs de COX-2, avec un profil
pharmacologiqueattrayantet des effetssecondairesréduits, a été favorisé(Dannhardtet
Kiefer, 2001).

Il.3. Base de la sélectivité des AINS

Les AINS ayant descaractéristiquesdifférentes, l'inhibition des COXs par cesmolécules
aboutità deseffetsdifférents.L'AINS idéal serait donccapabled'inhiberla voie enzymatique
associéeaux effets délétèresdes PGs(COX-2) tout en conservantl'activité de la voie
enzymatiqueassociéeà leurs effetsphysiologiques(COX-1). Ainsi, la productiondes PGs
protectrices,aussi bien au niveau del'estomacque du rein,seraitpréservée,et l'activité anti
inflammatoire maintenue. Dans cette optique, les propriétés analgésiqueset anti
inflammatoiresdes AINS classiquesne sont pas remises encause,seulesleurs tolérances
gastro-intestinaleet rénalesontà prendreen considération.

Le conceptde sélectivitédes AINS repose sur desargumentsstructurauxet cinétiques.

• Argumentsstructuraux
Certainsargumentsprennenten compteles différencesstructuralesrévéléespar lesétudes
cristallographiquesdes deuxisoformesde COx. En effet, le canalhydrophobede COX-2
étantplus large quecelui de COX-l, il pourrait interagiravec desmoléculesde plusgrande
taille et/ouayantunechaînelatéralesusceptiblede sepositionnerdans lapochelatérale. Il est
d'ailleurs légitime de supposerque lesmodificationsstructuralesmineures(changementde
conformationde l'enzymepar exemple)puissentconduireà desmodificationsmajeures des
cinétiquesd'inhibition enzymatique(Figure 24).

• Argumentscinétiques
Les anti-inflammatoiressont capablesd'inhiber les COXs dequatre façons (Gierse et coll,
1999):
• Inhibition irréversible par fixation covalente(aspirine et valerylsalicylate)provoquant

l'acétylationde la Ser530 ou 516.
• Inhibition réversiblecompétitive:l'AINS entre encompétitionavec lesubstratpour le site

de fixation selon unéquilibrerégi par la loid'actionde masse(ibuprofène,piroxicam et la
majoritédesarylpropioniques)

• Inhibition d'interactionlente, réversibleet dépendantedu tempsde COX-l et de COX-2.
Une étuderécentea suggéré quel'interactionlente puisse être de faibleaffinité (oxicams
et naproxène).L'indométacineet le flurbiprofène semblentproduire des interactions
ioniques entre leur fonction acide carboxyliqueet le résidu Arg del'enzyme.Cet effet
semble influencer l'hélice D de la protéine, suivi par une perteremarquablede la
flexibilité de l'enzyme

• Inhibition lente, irréversible et dépendantedu temps de forteaffinité (indométacine,
flurbiprofène,méclofénamate,célécoxibet rofécoxib).Les inhibiteurssélectifsde COX-2
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sont capablesd'inhiber compétitivementCOX-l et d'interagir lentement avec COX-2
(Ouellet et Percival, 1995).

La base de la sélectivitéd'inhibition des nouvelles classesd'inhibiteurshautement sélectifs de
COX-2 réside dans leur capacité à inhiber COX-2d'unemanièredépendantedu temps, sans
inhiber COX-l de façon tempsdépendante(Gierse et coll, 1995 ; Copeland et coll, 1994). Par
exemple, l'inhibition de la COX par le célécoxib comprend une inhibitioncompétitive
initiale, avec une affinité identique pourCOX-l et COX-2 (Gierse et coll, 1999).L'inhibition
lente,dépendantedu temps intervient suite à la formationd'uncomplexe binaire avec COX-2,
mais pas avecCOX-l, et apparaîtcontribuerlargement à la potentialité et à lasélectivité
d'inhibition du célécoxib. Les hétérocycles diaryles peuvent inhiber COX-2 en prenant
avantage de la poche latérale du site actif,n'existantpas dansCOX-l (Gierse et coll, 1996 ;
Guo et coll, 1996). Cependant, tous les inhibiteurs agissant de façon dépendante du temps ne
bénéficientpas del'espacesupplémentaireaménagé par la poche latérale. Certains composés
n'ont pas la structure adéquate pour interagir avec la poche latérale mais sont tout de même
capables d'une inhibition dépendantedu temps, comme les acides carboxyliques qui
interagissentavec l'ArgI20. Dans ce cas,l'acide carboxylique est transformé en ester de
méthyle (Figure 24).

IL3.l. L'hypothèseCOX-2

Cette hypothèse proposequ'àdes doses efficaces, les inhibiteurs sélectifs de COX-2 causent
moinsd'effetssecondairesgastro-intestinauxgraves que ceux causés par les AINS classiques.
Le développementclinique des inhibiteurs sélectifs de COX-2 repose sur deuxhypothèses:i)
l'inhibition de COX-2 est nécessaire et suffisante pour uneefficacité anti-inflammatoireet
analgésique,et ii) l'inhibition de COX-l 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 unanti-inflammatoire non-stéroïdien
n'inhibant pas l'activité COX-l et non une molécule inhibant plusefficacementl'activité
COX-2 qu'unAINS classique»(Vane et Wamer, 2000).
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Figure 22 Structure chimique et classification de quelques AINS
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Figure 23 Structure chimique des inhibiteurssélectifs de COX-2
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1I.3.2.Miseen évidencede lasélectivitéin vitro

L'inhibition de COX par les AINS a étédémontréedans denombreuxsystèmes,commedes
préparationsmicrosomialesd'enzymes,des cellulesou des tissus, ou desorganismesentiers

(Tableau6). Toutesces méthodespermettentde calculerdes DEso(doseefficacepermettant
d'inhiber 50% d'activité de l'enzyme) des différents AINS pour COX-1 et COX-2,
conduisantainsi à l'estimationd'unrapportde sélectivitéCOX-2/COX-1.

Ainsi, plus lavaleurseravoisinede zéro, plus l' AINSseraconsidérécommesélectifde COX
2. Bien que très variablesselon les systèmesexpérimentauxutilisés (Jouzeauet coll, 1997 ;

Pairetet Van Ryn, 1998), cesrapportspermettentde classerles AINS en 4catégories:les
inhibiteurssélectifsde COX-1 (faible dosed'aspirine),les inhibiteursnon-sélectifs(forte dose

d'aspirine, indométacine,diclofénac, ibuprofène naproxèneet piroxicam), les inhibiteurs
préférentielsCOX-2 (méloxicam)et lesinhibiteurssélectifsde COX-2 (célécoxib,rofécoxib)

(Frôlich, 1997). Cettedéfinition de lasélectivitédoit cependantégalementprendreen compte
la sélectivitéd'inhibition tissulaireaux posologiesutiliséesen thérapeutique(Jouzeauet coll,

1997;Pairetet Van Ryn, 1998;Lipsky, 1999). Uninhibiteurayantle rapportde DEsole plus
faible possibleseraitsusceptible,a priori, d'avoirun indice bénéfice/risquele plus favorable.

Plus récemment(Kawai et coll, 1998), lesrapportsde sélectivitéd'inhibition COX-2/COX-1
ont étédéterminéspar l'inhibition de la productionde PGE2 dans dessynoviocyteshumains

in vitro stimuléspar l'IL-1f3 pour l'activité COX-2 et par la productionde TxB2 par la COX-1
plaquettaire.De même,il a été montré(Horton et coll, 1999)que lamesuredestaux de PGE2

dans des fibroblastes 3T3 et macrophages1774.2 murins et dans des lignées cellulaires
établies, stimulées ou non (A23l87, LPS) et traitées par des inhibiteurs (aspirine,
indométacineou DEX) permettaitde déterminerles indexde sélectivitéen s'affranchissantde
la mesurede l'activité COX, difficile à effectuerdans cesconditions.

Tableau 6 Tests in vitro utilisés pour caractériser le pouvoir inhibiteur des AINS sur COX-l et COX-2

COX-l COX-2
Vésiculeséminaleovine Placentade mouton
Cellulesendothélialesaortiquesbovines Macrophagesde sourisstimulésau LPS1

Plaquetteshumaines Cellulesmésangialesde ratstimuléesà l'IL-F
Macrophagesnon-stimulésde cobaye Macrophagesstimulésde cobaye3

Enzymerecombinantede souris Enzymerecombinantede souris
Lignéescellulaireshumaines Lignéescellulaireshumaines
ex. cellules delymphomehistiocyticU-397 ex. cellulesd'osteocarcinome143.98.2
Enzymerecombinantehumaine Enzymerecombinantehumaine
(enzyme purifiée4, microsomes",homogénats",cellules7) (enzyme purifiée,microsomes,homogénats,cellules)

Muqueusegastriquehumaine Monocyteshumainsstimulésau LPS8

Plaquetteshumainesisolées Monocyteshumainsstimulésau LPS
Sangtotal humaincoagulé Sangtotal humainstimuléau LPS9,10,11

1: Mitchell et coll, 1993; 2: Klein et coll, 1994; 3:Engelhardtet coll, 1996;4: Barnettet 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,Kargmanet coll, 1995; 8:Tavareset Bennett, 1993; 9 : Patrignani et coll, 1994;
10 : Younget coll, 1996 ;Il : Grossmanet coll, 1995
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Il.4. Les inhibiteurs préférentiels de COX-2

La caractéristiquede cesmoléculesest d'inhiber préférentiellementCOX-2. Cesmolécules
pourraientdonc présenterl'intérêt de conserverles propriétésanti-inflammatoiresdes AINS
classiques,tout enayantune meilleuretolérancedigestiveet/ou rénale(Vaneet coll, 1994).
Deux molécules commercialiséesen France, leméloxicam (MobiciE

) et le nimésulide
(Nexen")ont lescaractéristiquesdesinhibiteurspréférentielsde COX-2.
Le méloxicam est un énoIcarboxamide,appartenantà la famille des oxicams (Noble et
Balfour, 1996). Le méloxicarn (4-hydroxy-2-méthyl-N-(5-méthyl-2-thiazolyl)2H-l,2

benzothiazine-3-carboxamide-l,l-dioxide) est un dérivé dupiroxicam, AINS énoliquede la
famille desoxicams(Noble et Balfour, 1996).Il estcapabled'inhiberCOX-2, dansdifférents
systèmes,3 à 77 fois plus queCOX-l (Pairet et coll, 1998; Patrignani et coll, 1997).
Plusieursmodèlescellulairesont suggérésacapacitéd'inhiberpréférentiellementCOX-2 par
rapport à COX-l, ce qui a conduit certainsauteursà proposerque sonprofil de tolérance
clinique, plus favorable que celui d'AINS classiques,soit la conséquenced'une inhibition
préférentiellede COX-2 (Distel et coll, 1996). Sasélectivitéd'inhibition limitée conduità le
classerdans laclassedes inhibiteurs préférentielsde COX-2 (Tableau7 et Tableau10). Il
n'estpas capablede selier à la pochelatéralede COX-2 mais peut exploiter la plus grande
flexibilité dans le siteactifde cetteenzymeparrapportà l'apexde COX-l.
Le méloxicama unedemi-vie d'éliminationde 20heureschezl'hommeet de 16heureschez
le rat. Cettedemi-vie longuepermetune administrationquotidienneuniqueaux doses de 7,5
ou 15 mgchezl'homme.Le méloxicamse lie de 99,5à 99,7%aux protéinesplasmatiqueset,
comme tous les acides faibles, principalementà l'albumine. Il est plus ou moins bien et
lentementabsorbé,atteintsa concentrationplasmatiquemaximale(Tmax) 5 à 6heuresaprès
l'administrationorale et présenteune biodisponibilitéde 89 %(Türk et coll, 1997).Comme
tous lesAINS, il a la capacitéde pénétrerdans lesarticulations inflammatoires(liquide
synovial au coursde l'arthriteparexemple)où lesconcentrationssont égalesà 50 % decelles
observéesdans le plasma. Sa clairance est identique chez l'homme et chez le rat (0,11
ml/min/kg) et sonéliminationest à la foisbiliaire (30 %) etrénale(70 %) (Engelhardtet coll,
1995). Quatre métabolitesprincipaux du méloxicam ont été identifiés chez le rat et chez
l'homme, issus majoritairementd'une biotransformationhépatique faisant intervenir les
cytochromesP4502C9 et 3A4. Lesmétabolitessont rapidementéliminésdans les urines sans
glucuronoconjugaison,et ne sont pas détectablesdans le plasma. Cesmétabolitesn'ont pas
d'effets inhibiteurs sur COX et n'ont aucun effet analgésiqueou anti-inflammatoireaprès
administrationoralechezle rat (Engelhardtet coll, 1996). Lesétudescliniquesont montréson
efficacité à des dosescomprisesentre 7,5 et 22,5 mg parjour (Noble et Balfour, 1996;
Linden et coll, 1996 ;Hosie et coll, 1996 ;Wojtulewski et coll, 1996). Leméloxicama été
commercialiséen Francedepuis1997 pour le traitementsymptomatiquede courtedurée des
poussées aiguës de rhumatismes et le traitement au long cours des rhumatismes
inflammatoires chroniques (PR notamment) et de certaines arthroses douloureuseset
invalidantes. Il possèdeexpérimentalementdes propriétés anti-inflammatoiresdans des
modèlesclassiqueset une toxicité gastro-intestinalemodéréedans desmodèlesaigus de
tolérance(Tableau7).
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Tableau 7 Efficacité de plusieurs anti-inflammatoires dans différents modèles expérimentaux (d'après
Engelhardt et coll, 1995; Engelhardt, 1996)

Œdèmeau kaolin
DE

35
(mg/kg)

Arthrite à l'ACF
- réactionprimaire
- réactionsecondaire
DEso(mg/kg/j)

Douleurinflammatoireà
90 min (levurede bière)
DE ISO(mg/kg)

Fièvre(levurede bière)
DI_l,ooc (mg/kg)

Ulcérations
gastroduodénales
DEso(mg/kg/j)

Méloxicam
3,35

0,17
0,12

5,64

9,01

2,47

Piroxicam
2,71

0,61
0,67

6,06

4,54

1,07

Indométacine
3,42

ND
0,67

3,09

2,35

Diclofénac
4,03

0,97
1,24

2,23

1,99

2,71

Naproxène
6,25

14,3
11,8

8,18

8,18

11,1

(DE
3s=dose

inhibant 35% de l'œdème;DEso=dose inhibant 50% del'augmentationdu volume depatte;

DE1SO=doseaugmentantle seuil dedouleur de 50% ;DI_1,ooc=dosefaisant baisser la fièvre deI,O°C en 2
heures;DEso=doseprovoquantune ouplusieursulcérationdans 50% de lapopulation)

Le nimésulidea étéintroduit en 1985(Davis et coll, 1994), Sastructurelui pennet d'accéder
à la poche latéralede COX-2. Il estcapabled'inhiber COX-2 5 à 16 fois plus queCOX-l
(Tavareset coll, 1995). Sonabsorptionorale estpresquecomplèteavec uneTmaxcomprise
entre 1,2 et 3,2 heures. Il estmétaboliséet éliminé avec unedemie-viede 1,6à 5,0 heures,
Les étudescliniquesont mis enévidenceces propriétésanalgésiques,anti-inflammatoireset
anti-pyrétiquesdans différentesconditions. Dans le modèle du sang total, lenimésulidea
démontrésa capacitéà inhiber la synthèseinductibledesprostanoïdes.Cependant,malgréun
rapportde sélectivitéde 20, les dosesplasmatiquesde nimésulidesontsuffisammentélevées
pour inhiber la COX-l plaquettaire(Panaraet coll, 1998).Cependant,il n'estpasconsidéré
commeun inhibiteursélectifde COX-2parcequ'il est utiliséà des dosesconduisantà la perte
de sélectivitépourCOX-2.
Le méloxicamet le nimésulideont montré une plus faibleincidencedes effetssecondaires
gastro-intestinaux.
Deux autres AINS sont bien tolérés, l'étodolac (Glaser et coll, 1995) et lenabumétone
(Hallyar et Bjarnasson,1995). Il pourrait s'agird'inhibiteurssélectifsde COX-2 mais on ne
disposepas desuffisammentde preuves(Cipolloneet coll, 1995).

11.5. Les inhibiteurs sélectifs de COX-2

La caractéristiquede cesmoléculesestd'inhibersélectivementCOX-2.
Le composéDuP-697est unpuissantanti-inflammatoire,dans de nombreux systèmes, avec
un potentiel inhibiteur relativementfort sur la synthèse des PGs dans les vésiculesséminales
bovines (Gauset coll, 1990). Cecomposéa une forteactivité inhibitrice sur COX-2. Ceci a
étéà l'origine de larecherchede nouveauxanti-inflammatoiresinhibantsélectivementCOX-2
(Figure23 et Figure 24).
Les inhibiteursde COX-2peuventêtre classésselon leurdifférencesstructurales:
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1. les ethersdiaryl- et aryl-hétéroaryles(les inhibiteurssulfonanilides): nimésulide,NS-398,

tlosulide
2. leshétérocyclesdiaryles vicinales:célécoxib,rofécoxib,SC-57666,DuP-697
3. les AINS modifiés pour augmenterleur pouvoir inhibiteur sur COX-2: L-748780, L
761066,méloxicarn,étodolac
4. lescomposésanti-oxydants
5. lesdérivés 1,2-diaryléthylène(cis-stilbènes)

11.5.1.Leséthersdiaryl- et aryl-hétéroaryles

Le premierinhibiteursélectifde COX-2 decetteclasseest leNS-398,dont lastructurediffère
totalementde celle des AINSclassiques.Cettemoléculeestcapabled'inhiberla synthèsedes
PGs dans descellules inflammatoireset s'estavéréeêtre sanseffet secondaireindésirable
dans lesmodèlesexpérimentauxanimaux. De plus, ellen'affectepas laproductiondes PGs
dansl'estomacet le rein.
Il existe deux autres composéstrès prochesdu NS-398, d'un point de vue structural, le
nimésulide (inhibiteur préférentiel) et le flosulide, une structure éther diaryl et triéther
respectivement,partageantune entité méthanesulfonilanilide(Patrignaniet coll, 1994 ;Huff
et coll, 1995 ;Davis et Brogden,1994). Lastructuresulfonamideavecsa fonction acideNH
sembleêtre indispensable.

11.5.2.Leshétérocyclesdiaryles

Les composésde cette classecomportentun cycle central carbocycliqueou hétérocyclique
supportépar deux entitésaryles vicinales (Figure 23). Ilssont encorecourammentappelés
dans lalittérature composéstricycliques. Ilsappartiennentau groupele plus importantdes
inhibiteurssélectifsde COX-2.
L'hétérocyclepermetl'orientationappropriéedescyclesaromatiquesdansl'espaceet donc la
fixation à l'enzyme.Les cycles pyrazoleet cyclopentanoneparaissentles mieux appropriés
pour l'inhibition spécifique de COX-2. La substitution d'un cycle aromatique par un
groupementméthylsulfonyl ou sulfonamideen position para permet une activité optimale
(Talley, 1999).
La substitutionen position4 sur l'un des cyclesaromatiquesparun groupementsufolnamide
ou méthylsulfonylamideest essentiellepour l'inhibition. D'ailleurs, le remplacementd'un
groupement méthylsulfonylamide par un groupement sulfonamide réduit la sélectivité
d'inhibition pourCOX-2 maisaugmentela biodisponibilitéorale (Li et coll, 1995).
Cespré-requisstructurauxsont indispensablespour permettrel'activité inhibitrice sur COX-2
et conduisentà la formations d'analoguessubstituésasymétriques.Le composéDuP-697,
avec uncycle thiophéniquebromo-substitué,est unreprésentanttypique répondantà ces pré
requis.Cependant,les donnéescliniquesaveccettemoléculeont montréqu'elleavait une très
longue demi-vie plasmatique(242 h) chezl'homme, à causede 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 hétérocyclessubstituésont un intérêt particulier: le dérivé 1,5-diarylpyrazoleou
célécoxibet le dérivé3,4-diarylfuranoneou rofécoxib.

Le célécoxib(Celebrex'")a étéapprouvépour le traitementde l'arthroseet de lapolyarthrite
en 1998(Tableau8). II a montréun profil optimal in vitro et in vivo. II est efficacein vitro, où
il est capable d'inhiber sélectivementCOX-2 (CI50 COX-1=13 umol, CIsü COX-2=0,04
umol) (Tableau10 etTableauIl) et il a uneactivitéanti-inflammatoireimportantechezle rat
au cours de la polyarthrite à l'adjuvant (DEsü=O,4 mg/kg) (Penninget coll, 1997; Simon et
coll, 1998) (Tableau9). Utilisé à 400 mg/kg/j, lecélécoxiba despropriétésanalgésiqueset
anti-phlogistiques,équivalentesà 1000 mg denaproxèneou à 150 mg dediclofénac. Il est
contre-indiquéen cas degrossesseet chezdespatientsayant desantécédentsd'ulcèresgastro
intestinaux ce qui fournit une preuve supplémentairesur le rôle de COX-2 dans la
cicatrisationdes ulcères.
Le rofécoxib (Vioxx'") a eu l'autorisation de mise sur le marché pour le traitement de
l'arthroseet l'arthrite en Europeet auxEtats-Unis,et pourle traitementde ladouleuraiguëet
desdouleursmenstruellesauxEtats-Unisuniquement.Il a étéapprouvédans lacommunauté
européennepour letraitementde l'arthrose(Ehrichet coll, 1999)(Tableau8 et Tableau9).
L'étoricoxib, le valdécoxib,le parécoxibsodiumet le JTE-522(Tableau12) 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
l'inflammation. Il n'aqu'unfaible potentielinhibiteur sur COX-1 (CIsü=140±19umol), alors
qu'il inhibe COX-2 avec une CIsü=0,005±0,001 umol dans un système d'enzymes
recombinanteshumaines.Ces résultatsexpérimentauxont été confirmés in vivo dans des
modèles animaux (inflammation aiguë dans l'œdème à la carragénine, inflammation
chroniqueau cours del'arthrite à l'adjuvant ou encorele modèle de la pocheà air à la
carragénine),où il inhibe la synthèsedes PGs auniveaudu site inflammatoire(Talley et coll,
2000). Le valdécoxib est métabolisé chez les rongeurs et le chien en un dérivé
hydroxyrnéthyleayantune activité anti-inflammatoire.Les substancescommele célécoxibou
le rofécoxib, sont très peu solubles, ce qui empêche leur administration par la voie
parentérale.Le développementdu parécoxibsodique,pro-droguedu valdécoxib,sous une
forme injectableaugmenteles possibilitésd'utilisation,commedans des casd'inflammation
aiguë(Talley et coll, 2000).
Le JTE-522est actuellementen phaseII d'essaiclinique pour le traitementde lapolyarthrite
rhumatoïdeet de l'arthrose.Il sembleêtre l'une des moléculesles plussélectivesde COX-2
avec unevaleur de CIsüpour les COX-2 ovine et recombinantehumainede 0,64 et 0,085
umol respectivement,en étant incapabled'inhiber la COX-1 plaquettairehumaineou ovine
jusqu'àdes concentrationsde 100umol. Aucun ulcèregastriquen'a été constatéaux doses
thérapeutiques,ne provoquantaucuneinhibition de la synthèsedes PGs par COX-1 dans la
muqueusegastrique(Wakitani et coll, 2000).

Il. 5.2.a. Cé/écoxib(Celebrex")

Il s'agit d'un composédérivé du 1,5-diaryl pyrazole(Penninget coll, 1997). Son ICsü(dose
inhibant de 50% l'activité enzymatique)pour COX-2 est de 4xlO-8 mol/L et de 1,5x10-6
mol/L pour COX-l. Il est 375 fois plussélectifde COX-2 que deCOX-l, d'aprèsles études
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sur lesenzymesrecombinanteshumaines,mais il peuts'avérermoins sélectifdans d'autres
systèmes(Lipsky et Isakson, 1997). Lecélécoxibà la dose de 600 mg deux fois parjour (dose
50% plus importanteque celle utilisée au cours desessaiscliniques) n'a pas d'effet sur les
taux dethromboxanesériqueou la fonction plaquettaire(Mengel-Gawet coll, 1997). II est
rapidementabsorbéavec uneTmaxde 3 heures.Il est largementmétaboliséet éliminé avec
une demie-viede 11,2 heures. Sonutilisation est recommandéeà 100 mg deux fois parjour
dans lapolyarthriterhumatoïdeet de 200 mg une foisparjour dansl'arthrose.
Des dosesuniqueschez des volontairessains sontbien tolérées(McAdam et coll, 1999).
Toutesles dosestestées(100, 400 et 800 mg) sontcapablesd'inhiber la formation de PGE2

stimuléepar le LPSex vivo, à un degréatteint avec 800 mgd'ibuprofène.Des différences
inter-individuellesont pu êtreobservéesau cours decetteétude,et mêmesi la sélectivitédu
célécoxibpourCOX-2 était relative,elles n'influencenten aucuncasl'agrégationplaquettaire
dépendantedu TxA2 ex vivo. Par contre, lecélécoxiba deseffets comparablesà ceux de
l'ibuprofènesur lasuppressionde lasécrétionde PGI-M (métabolitesurinairesdu Tx et de la
prostacycline). Le célécoxib est aussi responsablede la suppressiondu 6-kéto PGFla
urinaire. Ces résultats ont confirmé le rôle de COX-2 dans la biosynthèsedes PGI2
systémiqueset rénalesdans desconditionsphysiologiques,chezle sujetjeune.
Le célécoxib est métaboliséchez l'homme par un métabolismeoxydatif (Paulsonet coll,
2000). Cette réaction consisteen une oxydation du groupementméthyle pour former un
métabolite méthylhydroxy, puis en acide carboxylique. Le glucuronide formé à partir du
métaboliteacidecarboxyliqueest aussiproduit chezl'homme.
Il existeune spécificitédépendantedu sexedansla clairancedu célécoxib.Chez le rat, il est
éliminé du plasma4 fois plus vite chez le mâle (tl/2=3,73 h) quechezla femelle (tl/2=14,0 h).
La clairanceestde 7,76ml/min/kg chez le mâle et de 1,99ml/minlkg chez lafemelle(Paulson
et coll, 2000). Lesdifférencesde pharmacocinétiquedes xénobiotiquesliées au sexe sont
couranteset ont étéattribuéesà une expressionsexe-spécifiquedes gènes duCYP2C et du
CYP3A (Waxrnanet coll, 1985).L'administrationpar voie veineuseconduità l'élimination
biliaire et/ou intestinaledu célécoxib.Après uneadministrationorale de 20à 400 mg/kg, 7%
de la dose estretrouvéedans les urines et 88à 94% sontretrouvésdans les fécès.
Les taux tissulairesmaximumsde célécoxibaprèsune administrationorale de 2mg/kg sont
trouvés après 1 heure, à l'exception du gros intestin et du coecum,où le maximum est
retrouvéaprès8 heures. Après 96 heures, les tauxtissulairessont en dessous deslimites de
détection.
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Tableau 8 Pharmacologie clinique des inhibiteurs sélectifs de COX-2

Molécules

Laboratoires

AMM (France)

Indications

Posologie

Formespharmaceutiques

Paramètrespharmacocinétiques

Biodisponibilitéorale

Tmax

V apparentdedistribution

Fixation protéique

Demi-vied'élimination

[GR]/Plasma

Rythmed'administration

Clairance

Métabolisme

Enzymesimpliquées

Sélectivitéin vitro sang total

Célécoxib(SC-58635)

Phannacia

16/11/2000

Arthrose-Pk

200 mg/j (OA, maxi 400 mg)

200-400mg/j (PR)

Gélules

? (57 à 86% chezl'animal)

2à4h

300-600L (4,2 à 8,4 Llkg)

97%

8-12 h

0,89

Biquotidienne(saufOA)

27-29 Llh

Hépatique

CYP-2C9(polymorphisme)

Ratio CIsoCOX-l/-2=

7,5

Rofécoxib (MK-0966)

Merck

21/04/2000

Arthrose

12,5 à 25 mg/j

Comprimés

Suspensionbuvable

93%

2à4h

70-90 L (I à 1,3 Llkg)

87%

17h (9-21 h)

Quotidienne

7/8 L/h

Hépatique

Cytosol.+CYP-450

Ratio CIsoCOX-l/-2=

35

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

Œdèmecarragénine

(DEsoen mg/kg)

Arthrite à l'adjuvant

(DEsoen mg/kg/j)

Fièvreà la levurede bière

(DEsoen mg/kg)

Pertefécalehématies51Cr

(DUsoen mg/kg/j)

Célécoxib

7

0,37

>200
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Tableau 10 Index de sélectivité du naproxène, 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
système de sang total chez l'homme (inhibition de la COX-l plaquettaire et de la COX-2 monocytaire)

Naproxène
Méloxicam
Célécoxib
Rofécoxib

0,7
18
30
267

Tableau 11 DEso du célécoxib sur la COX-2 dans différents modèles expérimentaux d'inflammation

DEsü(mg!kg)

Oedème de la patte

Prostaglandinedans la poche à air

Arthrite à l'adjuvant

Lésion aiguëgastro-instestinale

7

0,2

0,3

>200

11.5.2.b.Rofécoxib(Vioxx ®)

Il s'agit d'une molécule ayant émergéd'un programme de développement de dérivés
méthylsulphonylphényl (4-[4-(méthylsulfonyI)phényl]-3-phénylfuran-2(5H)-one). Dans les
lignéescellulairesexprimantspécifiquementCOX-l ou COX-2, le rofécoxib inhibe COX-2
recombinantehumaineavec une CIsüde 1,8x10-8 mol/L et COX-1 avec une CIsüde 1,5x10-5,

c'est-à-direqu'il est 800 fois plussélectifde COX-2 (Lanza et coll, 1997). Dans le système
du sang total, avec des doses uniques, la CIsüpour COX-2 est 7,7xlO-7 mol/L, alors que celle
pour COX-l n'a pu êtredéterminéedans ces conditions, avec des doses allantjusqu'à1000
mg (Tableau10) (Ehrich et coll, 1999;Depreet coll, 2000; Van Hecken et coll, 2000).
Sa concentrationplasmatiquemaximale(CmaJaprèsl'administrationd'unedose unique de
25 mg est de 207ug/L, et après desadministrationsrépétées de 25 mg,elle est de 321ug/L.
Sa Tmaxest de 2 à 3 heures(Tableau8) (Scott et Lamb, 1999). Les valeurs de Cmaxsont
dépendantesde la dose, maisau-delàde 50 mg, la dose-dépendance diminue à cause de la
faible solubilité de la molécule. Sabiodisponibilitéest de 93% quand il est administré à des
doses de12,5,25et 50 mg. A desconcentrationsplasmatiques comprises entre 0,05 et 25 mg,
87% selient aux protéinesplasmatiqueschezl'homme.Le volume apparent de distribution à
l'étatd'équilibreest de 91 L pour une dose de 12,5 mg et de 86 L pour une dose de 25 mg. Sa
clairanceplasmatiqueest de 8,46 et 7,2 Llh à des doses respectives de 12,5 et 25 mg. Sa
demie-vie est d'approximativement17 heures. Son élimination est hépatique. Seul 1% est
retrouvé dans les urines. Sesprincipaux métabolitessont ses dérivés cis-dihydroxyle et trans
dihydroxyle et un glucuronide dérivé de la forme hydroxylée.
Il provoquemoins d'ulcèresgastro-intestinauxà des doses allantjusqu'à250 mg parjour que
l'ibuprofène(800 mg 3 fois parjour) ou l'aspirine(650 mg4 fois par jour) sur une période de
7 jours. Aucunedifférencen'estobservéeentre le groupe traité avec le rofécoxib et le groupe
placebo.
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Le rofécoxiba été testéchezdes patientssouffrantd'arthrosede la hanche et du genou. Deux
typesd'étudeclinique ont été réalisés. Lepremierconsistaiten unerecherchede dose(Ehrich
et coll, 1999) et leseconden uneétude comparativedu rofécoxib à des AINS deréférence
commele diclofénac(Cannonet coll, 2000), l'ibuprofène(Saag et coll, 2000; Day et coll,
2000) ou lenabumétone(Truitt et coll, 2000). Tous les essais ont utilisé les mêmescritères:
réponseglobale du patient au traitement, estimation de l'état global par l'investigateur,
douleurlors de lamarchesur unesurfaceplane.
Dans lapremièreséried'essai,le rofécoxib a étéadministréà des doses allant de 5à 50 mg,
en une priseunique quotidienne.L'efficacité du rofécoxib a pu être mise en évidence par
comparaisonau groupeplacebo.Ensuite,il s'estavéré aussiefficaceque lediclofénac,sur
unepériodede 26semaines,à l'ibuprofèneou aunabumétonesur une période de 6 semaines.
L'administrationorale de rofécoxib à la dose de 50 mg a des effetsanalgésiquessimilairesà
ceux dunaproxènesodique,de l'ibuprofèneou du paracétamolcodéiné(Morrison et coll,
2000 ; Changet coll, 2001)dans le cas dedouleursdentairespost-opératoires.
Les patientsatteintsde polyarthriterhumatoïdeont été traités par50,25ou 5 mg derofécoxib
et ont été comparésà un groupeplacebopendant8 semaines.La dose de 5 mgs'estavérée
identiqueau placebo.49% des patientsdans legroupe25 mg et 53% des patients dans le
groupe 50 mg ont répondu au traitement, taux supérieursà ceux du groupe placebo.
Significativementmoinsde patientsont arrêté letraitementdans ces deux groupes pourcause
de manqued'efficacité(Cannonet coll, 2000).
Le rofécoxib est aussiefficace que l'ibuprofène (400 mg) dans letraitementde la fièvre
causéepar uneinfection des voiesrespiratoires.La dose de 25 mg est plusefficacequecelle
de 12,5 mg et que leplacebo(Cannon,2000).
Le rofécoxib aux dosesuniquesquotidiennesde 12,5 et 25 mg estgénéralementbien toléré
chez lespatientsarthrosiquesou souffrantde douleursaiguës. Leseffetssecondairesles plus
courammentobservéssont ladiarrhée,lescéphalées,la nausée et lesinfectionsrespiratoires.
Lors des étudescomparatives,la survenuedes effets secondairesavec le rofécoxibétait
identiqueà ceuxde l'ibuprofène(800 mg, 3 fois par jour). Leseffetssecondairesde lapartie
supérieuredu tube digestif (perforations,ulcérationset saignements)sont significativement
moins fréquentsavec le rofécoxib à 12,5, 25 et 50 mgqu'avec l'ibuprofène 800 mg, le
diclofénac50 mg ou lenabumétone500 mg, 3 fois parjour (1,5 contre2,68%). L'incidence
cumulativedes ulcérationsgastro-duodénales(:2:3 mm) avec lerofécoxib est plus faible que
celle avec l'ibuprofène, chez des patientssouffrant d'arthrose,et est similaire à celle du
groupeplacebo(Hawkeyet coll, 1999).
L'inhibition sélectivede COX-2 au niveau du sang peut êtreassociéeà l'augmentationdes
événementsthromboemboliques.Avec lerofécoxib,le taux de cesaccidentsest de 3 pour 100
patientspar annéed'expositionau médicament(Danielset Seidenberg,1999). Il n'existepas
de donnéespermettantde relier cesaccidentsthromboemboliquesau manqued'inhibition de
la COX-l plaquettairepar le rofécoxib.
Les étudesréaliséeschez lesvolontairesâgés sains avec lerofécoxib à la dose de 50 mg ont
montrédesconséquencessimilairesde celles del'indométacineà 50 mg, 3 fois parjour ou à
ceux du placebo pendant2 semaines.L'excrétion de sodium diminue aussi bien avec le
rofécoxib qu'avecl'indométacinependantles premières72 heures detraitementet retourne
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ensuiteà la normaleavec les deuxmolécules.Le débit defiltration glornérulairen'est pas
diminué chez lespatientsrecevantle rofécoxib alors quel'indornétacinele diminue (Cannon
et coll, 2000 ;Schnitzeret coll, 1999).

//.5.2.c. Etoricoxib

Des donnéesprécliniquesrécentesont mis enévidencele pouvoir d'inhibition sélectivede
COX-2 d'un agentactif oral, l'étoricoxib (MK-663) [5-chloro-2-(6-méthylpyridin-3-yl)-3-(4
méthylsulfonylphényl)pyridine](Figure23) (Riendeauet coll, 2001).Cettenouvellemolécule
a une efficacité comparable à celle des AINS classiques dans différents modèles
d'inflammation,de douleuret de fièvre chez le rongeur. Elle est 100 fois plussélectivepour
COX-2 que pourCOX-l dans différentescellules et dans lesystèmedu sang total. Elle ne
paraîtproduireaucuneffet inhibiteursur laprostacyclinesynthase(Clso>1�O�O�~�M�)

Tableau 12 Principales caractéristiques des inhibiteurs sélectifs de COX-2 en développement (d'après
Agrawal et coll, 2001 ; Talley et coll, 2000 a et b; Sorbera et coll, 2001)

Molécule Etoricoxib

Nom de code MK-663

Laboratoires Merck

Particularitésstructurales Pyridinyl-phényl-pyridine

méthylsulfone

Effets pharmacologiquesexpérimentaux

Œdèmeà la carragénine 0,6±0,1

(DE so en mg/kg)

Valdécoxib

SC-65872

Pharmacia

Diaryl-isoxazole

sulfonamide

10,2±1,4

Parécoxib

SC-69124A

Pharmacia

Diaryl-isoxazolesulfonamide

(propanamidedu Valdécoxib)

Douleurà la carragénine

(Randallet Selitto)

(DEsoen mg/kg)

Arthrite à l'adjuvant

(DEsoen mg/kgà121)
Sélectivitéin vitro
Sang total

Développement

Voie administration

Indicationspotentielles

Effets cliniques

0,3±0,1

0,6±0,1

Ratio CIso COX-I/-2=
106

PhaseIII

orale

OA-PR-douleurs

0,03±0,01

Ratio CIso COX-I/-2=
30

PhaseIII

orale

OA-PR-douleurs

5,0 (voie IV)

0,08 (voie IV)

Pro-drogue
Conversiontotaleen

Valdécoxib (30')

PhaseIII

Parentérale(IV, lM)

Douleurs (post-opératoires

++)

Arthrose(poussées)
Douleursdentaires

Douleurspost-op.

Tolérancedigestive

30-60 mg/j pdt 2 mois 10 et 20 mg/j efficaces
120 mg = 400 mg Ibu ou
550 mg Npx

AbsenceexcrétionSlCr GR Ulcères/érosions= Pcb
(120 mg/j pdt 28j) (20 mg/j pdt 12 sem)
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11.6. Effets des AINS

II. 6.1. Effetsgastro-intestinaux

Depuis 1938, les effets toxiques (érosion aiguë de la muqueusegastriqueet ulcération
chronique)de l'aspirinesont connus(Douthwaiteet Lintot, 1983). Apartir desannées60, la
prescriptionde nouvellesmolécules« non-aspirine», les AINS, tel quel'indométacine,a elle
aussi étéassociéeà ce genre decomplications.De nombreusesétudesépidémiologiquesau
coursdes 20dernièresannéesont établi que l'utilisation de l'aspirineet des AINS est liéeà
l'apparitiond'ulcèreet descomplicationsqui y sont associées,notammentchez lesujetâgé.
Les AINS augmententde 3 à 10 fois lesrisquesde saignementet de perforationd'ulcères,
d'hospitalisationet de décès(Hawkey, 1990; Langmanet coll, 1994; Henry et coll, 1996 ;
Somervilleet coll, 1986 ;Carsonet coll, 1987 ;Griffin et coll, 1991 ;Laporteet coll, 1991).Il
sembleque les AINSsoient responsablesde la moitié des décèscauséspar les ulcères. De
plus, la relation entre les AINS etHelicobacterpylori (H. pylori) a récemmentété faite. En
effet, desétudesont montréque l'infection par H. pylori augmentaitles risquescouruslors de
l'utilisation d'AINS (Hawkey,2000).
Les AINS classiquessont la cause majeure de lésions gastro-intestinalesiatrogéniques
(Pauluset coll, 1985; Langman, 1989; Lockard et coll, 1980). La toxicité des AINS est
évidenteau niveaude l'estomacet duduodénum.Il y a prévalencedesulcèreschez 10à 25%
des patientsprenantdes AINS avec uneproportion importantede mortalité et demorbidité
(Gabriel et coll, 1991 ;Armstronget Blower, 1987). Certainesétudes(Garcia-Rodriguezet
Jick, 1994) ont pu montrerun risque augmentéde 3 à 4 fois par rapport aux personnesne
prenantpasd'AINS. On a puégalementmontrerque lesrisquesaugmentaientavec lesdoses
utilisées. Les AINS peuvent aussi atteindre le petit intestin, conduisantà de nombreux
dommages,allant du changementde perméabilitéjusqu'à l'inflammation et l'ulcération,
pouvantconduireà l'anémie(Bjarnasonet coll, 1987).
La plupart des AINS classiquesinhibent les deux isoformesde COX de la mêmemanière
(Laneuville et coll, 1994). L'identification de composéinhibantsélectivementCOX-2 (Chan
et coll, 1995; Khanna et coll, 1997) apermis de réaliserde grandsprogrès enterme de
réductiondeseffetsindésirables.Cesmoléculesprésententl'avantaged'inhiberCOX-2 sur le
site de l'inflammation tout en préservantCOX-l dans l'estomacet aussi auniveau des
plaquettes,diminuantainsi lesrisquesde troublesdigestifs.
Une étude récente(Shah et coll, 2001) a comparéles effets gastro-intestinauxin vivo du
naproxène(AINS classique,non-sélectif)à ceux du nimésulide,un inhibiteur préférentielde
COX-2 (Cullen et coll, 1998; Taniguchi et coll, 1995) et amontré que l'utilisation du
nimésulideétait liée à moinsd'effetsindésirablesgastrointestinauxque lenaproxène,sur une
baseendoscopiqueet fonctionnelle.Les effets de l'inhibition sélectivede COX-2 ont pu être
observésà court termemais aussi à plus longterme,notammentau niveaude laréductiondes
saignementset des perforations.La plupart des lésions de la muqueusegastro-intestinale
régressentspontanémentmêmesi la prise dumédicamentcontinue(Buttgereitet coll, 2001).
Cependant,certainspatientsdéveloppentdeslésionssévères.Ceci correspondà desulcèresde
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3 mm de diamètre et d'une profondeurnotable. Cesulcères peuvent progresservers des
complicationsfatales,commele saignementou la perforation.

Une autreétude(Morteauet coll, 2000) a montréque lesdeux isoformesde COXsjouentun
rôle important au niveau de la défensede la muqueuseintestinalechez la souris dans un

modèle de colite expérimentale.Les auteursn'excluentcependantpas quel'expressionde
l'isoforme inductible, COX-2, soit augmentéeau cours del'inflammation ainsi que son

activité. Les résultatssuggèrentqu'aucunedes isoformes n'est essentielleau maintien de
1'homéostasiede lamuqueuseen absenced'un stimulus.

11.6.I.a. Mécanisme

Le mécanismede toxicité gastro-intestinaledes AINS peuventêtre dépendantsou non des

PGs.
L'inhibition de synthèsedes PGs est toxique pour l'estomacet le duodénumparcequ'elle

supprimeles mécanismesprostaglandine-dépendantsde défensede la muqueuse,tels que le
flux sanguin sous-muqueuxet la sécrétionde mucus et de bicarbonates(Wallace et coll,

1995).
La plupart des AINS réduisent1'hydrophobicitéphospholipide-dépendantequi pennet de
maintenirune barrièreentrel'eauet l'acide(Lichtenbergeret coll, 1995).

Les AINS ont d'autresactions qui contribuent à leur toxicité. A haute concentration,la
plupart d'entre eux découplent la phosphorylationoxydative (Thompkins et Lee, 1969;
Jorgensenet coll, 1976). Commeil s'agit pour la plupart d'acidesfaibles, ils sont absorbés

efficacementà partir du milieu acidede l'estomac,mais ils ont la possibilitéde resterdans

des zonesneutresde la muqueuse,atteignantainsi des concentrationssuffisammentélevées
pourdécouplerla phosphorylationoxydative.L'aspirineen particulier,a un effet irritant local
pouvantêtredétectépar le changementde perméabilitéde labarrièrede l'estomac,conduisant

à un retourdes acidesdansl'estomac(Davenport,1964). Cephénomènen'estpas causépar
l'inhibition de synthèsedes PGsparcequ'il peut être observéavec lesodiumsalicylate,qui

est trèssemblabled'unpoint de vue structureà l'aspirinemais quin'estpascapabled'inhiber
la synthèsedes PGs. Lesraisons pour lesquelles l'annulation de 1'hydrophobicitéde la
muqueuseou un changementdans la phosphorylationoxydativeconduisentà une irritation

locale,ne sontpasconnues.
Le mécanismepar lequel les AINS conduisentà l'ulcération, implique la destructionde la
défense de la muqueuse,avec une contribution variable de l'irritation locale et des

changementsmétaboliques.
Les AINS ont un rapport différent avec H. pylori. En effet, l'infection par H. pylori est

associéeà une inflammation de la muqueuse,à l'apparition de cytotoxineset d'acidité. En
induisantune inflammationet la synthèsede PG,H. pylori peut potentiellementinverserle
mécanismefondamentalde toxicité des AINS. Cecipourrait expliquerpourquoi les patients
infectéspar H. pylori ne sont pas plussujetsà descomplicationsd'ulcèreque ceuxqui ne le

sont pas (Hawkey, 2000), et pourraient même être dans unecertaine mesure protégés
(Yeomanset coll, 1998 ;Hawkey et coll, 1998).Ainsi, si H. pylori exerceun effet bénéfique
en stimulant la synthèsede PGs, onpourrait supposerqu'il est plusévidentpour les AINS
(pour qui l'inhibition de synthèsedes PG est lefacteur principal de toxicité) que pour
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l'aspirine(faisant intervenird'autresmécanismescommel'irritation locale). Cette hypothèse

seraitconfirméepar desétudesépidémiologiques(Hawkey,2000).

Des étudesdansdes modèlesde gastropathiesinduitespar les AINS chezl'animal, suggèrent
qu'il existe une composanteacide-indépendante,causant des érosions microscopiques

consécutivesà l'inhibition de synthèsedesPGet intervenantsansrelationavecl'acidité intra
gastrique (Whittle, 1981). Cependant, les érosions plus importantes et profondes

macroscopiquement sont plus évidentesavec un pH gastriquebas.Dans les mêmesmodèles
expérimentaux,il sembleque l'inhibition substantiellede la sécrétiond'acideà un pH intra
gastriquede 4 et plus estnécessairepour prévenirde l'acidité relative à la prise de l'AINS

(Elliot et coll, 1995). Ainsi, il faut une suppressionplus profondedesacidespour se protéger

contreles dommagescauséspar les AINS sur lamuqueuseque contre l'ulcérationcauséepar
H. pylori.

Il. 6.1.b. Effets des inhibiteurs sélectifs de COX-2

Les effets du rofécoxib sur l'incidencedes ulcèresde diamètresupérieurà 3 mm, ont été
observéspendant6, 12 et 24semainesd'utilisation. Danscesétudes,le rofécoxibétait utilisé
à desdosesde 25 et 50 mgparjour, en comparaisonà un placeboou à I'ibuprofèneà la dose

de 2 400 mg par jour (800 mg par prise). L'étudede la tolérancedigestivedu rofécoxib a
porté sur l'étude de différents paramètres:l'étude endoscopiquedes risquesd'ulcèrede la

partie supérieuredu tractus gastro-intestinal (Lanza et coll, 1999), les dommagessur
l'ensembledu tractusgastro-intestinalen prenantencompteles changementsde perméabilité
ou la pertede globulesrougespar uneétudemicroscopique(Bjamasonet coll, 1987; Hunt et

coll, 1998), ou par l'incidenceclinique des perforations,ulcèreset saignement(Langmanet
coll, 1999; Laine et coll, 1999). Leseffets du célécoxibà 100 mg et 200 mgdeux fois par
jour ou à 200mg par jour en prise uniqueont été étudiésau coursd'uneétudeendoscopique

de 12semaines,en comparaisonà un placeboet aunaproxèneà 500 mgdeuxfois parjour, à
l'ibuprofèneà 800 mg trois fois par jour et au diclofenacà 75 mgdeux fois par jour. Ces
études ont montré qu'après 12 semainesde traitement, le célécoxib et le rofécoxib ne
provoquaientaucuneaugmentationsignificative de l'incidencedesulcèresgastro-duodénaux

par rapportau placeboà toutesles dosesutilisées.Au contraire,l'utilisation de cesmolécules
et du placebo montraient une réduction significative des ulcères. A 6mois, les deux
inhibiteurs sélectifs de COX-2 ont montré une réduction significative de l'incidence des
ulcèresgastro-intestinauxpar rapportaux autresinhibiteurstestés,mais ontmontréune légère

augmentation,non-significative,par rapportau placebo.D'aprèsces résultats,il apparaîtque
le rofécoxib et le célécoxibinduisentdes ulcèresà la mêmefréquenceque leplaceboet de
façon significativementmoins importanteque lesautresAINS après 12 ou 24semainesde
traitement.Les mêmeseffets ont été observésau coursd'étudechez despatientsatteintsde
polyarthriterhumatoïde(Simonet coll, 1999).

L'étudedes effetsdes inhibiteursde COX-2, rofécoxibet célécoxib,sur lescomplicationsdes
ulcères(saignement,perforation,pouvantallerjusqu'àla mort) est encoursd'investigation.
Des étudesin vitro sur deshépatocytesstimuléspar du LPS ontmontré que l'inhibition de
l'activité de COX-2 par le NS-398 conduisaità l'augmentationde la synthèsede l'enzyme
(Callejaset coll, 1999). Cesrésultatsont uneimportancepharmacologiquedansla mesureoù
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les enzymesnouvellementsynthétiséessont actives alors que lesconcentrationsen inhibiteurs
diminuent.

Il. 6.I,c. Effetsgastro-intestinauxdifférents des ulcères

Il existe des effets des AINS dans la partiesupérieuredu tractusgastro-intestinaldifférents
des ulcères. Ils ne sontcependantpas toujours corrélésavec la présenced'ulcère gastro
intestinal. Ces effets sontimportantsà prendre encomptepour la toléranced'un traitement
(Buttgereitet coll, 2001).
Une étude de 6semainesa montréque lerofécoxib,comparéau placebo,était associé à une
plus forte incidencede troubles épigastriqueset de nausées. Au coursd'une autre étude
prenanten compte l'arrêt de traitementet les symptômesliés à l'utilisation des AINS au
niveaude la partie supérieuredu tube digestif,c'est-à-direle reflux gastrique, ladyspepsie,
les gênesépigastriques,les brûlures, la nausée et lesvomissements,le rofécoxib a causé
moins d'arrêtde traitementdans les études de 6 et 12 mois encomparaisonaux autres AINS.
Seule unelégèreaugmentation,en comparaisonau placebo,a étéobservéeaprès 4 mois de
traitement.
Des étudessimilaires avec le célécoxib ont montré qu'il avait une incidence légèrement
supérieureà celledu placebomais nettementinférieureà celledes autres AINS.

Il6.2. Systèmecardio-vasculaire

Il existe des méthodesvalidées d'étudede la sélectivité des AINS pour l'inhibition des
isoforrnes de la COX(Brideau et coll, 1996; Ehrich et coll, 1999).Elles comprennentla
mesureex vivo de la diminution des taux de TxB2, produits spontanémentau cours de la
coagulation,commeun index de l'activité de COX-l et la diminution de la productionde
PGE2 par lescellulessanguinesstimuléespar du LPS,commeun index del'activité de COX
2. C'est dans cesconditions que desmoléculescomme le rofécoxib ont un fort pouvoir
inhibiteur envers COX-2 (Chan et coll, 1999). Cette molécule a montré des propriétés
inhibitrices identiqueschez l'homme à des dosesuniquesallant jusqu'à1000 mg et à des
dosesrépétéesallantjusqu'à375 mg parjour (Ehrichet coll, 1999). Elles'estavéréeefficace
dans l'arthrose,à des doses de 12,5 et 25 mg parjour, avec unetolérancebeaucoupplus
favorableque les AINSclassiques,notammentauniveaugastro-intestinal.
Une étuderécentea pu montrerque seul lerofécoxib (12,5 et 25 mg parjour), comparéau
diclofénac (50 mg, trois fois parjour), à l'ibuprofène (800 mg, trois fois parjour), au
naproxène(550 mg, deux fois parjour) et au méloxicam (15 mg parjour), était capable
d'inhiber uniquementCOX-2 dans lesystèmedu sang total. Tous lescomparateurssont
capablesd'inhiberles deuxisoforrnesde COX (VanHeckenet coll, 2000).
Des thrombosessont survenueschez 4patientsatteintsde lupusanti-coagulantcirculantsous
célécoxib(Crofford et coll, 2000).
Des incidents vasculairesgraves ont étéobservésbeaucoupplus fréquemmentavec le
rofécoxib qu'avec le naproxène au cours de l'étude VIGOR (Vioxx Gastrointestinal
OutcomesResearch),(0,8% conte 0,4%) (Mukherjee et coll, 2001 ;Bombardieret coll,
2000). Parcontre,au cours del'étudeCLASS (CélécoxibLong-terrnArthritis Safety Study)
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avec lecélécoxib,aucunedifférencesignificative concernantles incidentscardiovasculaires
n'a étéobservéeentre lesdifférentstraitements(Silversteinet coll, 2000 ).
Il faut cependantconsidérerque lespatientsde l'étude VIGOR chez lesquelsles incidents
cardiovasculairesont été observés, souffraient de polyarthrite rhumatoïde et qu'ils
présentaientun risqueaccrude thrombose(Wallberg-Jonssonet coll, 1997 et 2000), alors que
les patientsimpliqués dans l'étudeCLASS étaientmajoritairementarthrosiques,sansrisque
accrude thrombose.Il est importantde noterque la prised'aspirineétaitautoriséeau cours de
l'étude CLASS, alors qu'elle était interdite dans l'étude VIGOR. De plus, lenaproxène,
comparateurdans l'étudeVIGOR, peutêtre considérécommeun cardioprotecteur.En effet,
sa demi-vie permetde supprimercomplètementla capacitédes plaquettesà synthétiserle
TxAz,prostanoïdepermettantla vasoconstrictionet l'agrégationplaquettaire.

IL 6.3. Effetsur la fonction rénale

Les effets indésirablesdes AINS sont à considérerégalementau niveaudu rein, notamment
en ce quiconcernel'homéostasiedessolutéset le maintiende la perfusionrénale (Brater,
1999 ;Cryer, 1998 ; Clive etStoff, 1984). Lamiseen évidencede l'expressionconstitutivede
COX-2 dans le rein peutlaisser penserque l'utilisation des inhibiteurs de COX-2 peut
entraîner les mêmes effets indésirablesrénaux que les AINS classiques.En inhibant la
synthèsedes PGsrénales,les AINS induisentune vasoconstriction,pouvantaller jusqu'àune
insuffisancerénaleaiguë(Wheltonet coll, 1999 ;Bennettet coll, 1996 ;Toto et coll, 1986).
Les effets des inhibiteurs sélectifsde COX-2 sur la fonction rénale,célécoxibet rofécoxib,
ont été évaluéslors d'essaiscliniquescontrôlés(Rossatet coll, 1999;Wheltonet coll, 1999 ;
Whelton et coll, 2000).Chezle sujet âgé de 65à 68 ans, lerofécoxib (50 mg/j) induit une
diminution de 47% del'excrétionurinaire de 6-kétoPGF1a. Cet effet est comparableà celui
de l'indométacine(-53%) (Catella-Lawsonet coll, 1999). Dans uneautreétude,le rofécoxib
administréquotidiennement,aux dosesde 12,5 et 25 mg,chezdes volontairessains, réduit
l'excrétion urinaire de PGE2 et de6-kéto PGF1a d'approximativement40 à 50%. Lamême
diminution a pu êtreobservéeavec le méloxicam(15 mg/j) ou le diclofénac(50 mg en 3
prises quotidiennes)(McAdam et coll, 1999). L'excrétion urinaire de PGE2 et de 6-kéto
PGFla SOUS l'effet du célécoxib (200 et 400 mg/j administréen deux fois) chez dessujets
âgés, sains ayant un apport en sodium normal est réduit de 65 à 80%.Cette baisseest
équivalenteà celle observéeavecle naproxène(500 mg, deux fois parjour) (Wheltonet coll,
2000). Ces observationsont permis d'anticiperles conséquencesdes inhibiteurssélectifsde
COX-2 sur lafonction rénale.
Les effetséventuelsdes inhibiteursde COX-2 ont étéétudiésen évaluantle taux defiltration
glomérulaireet l'excrétion urinaire de sodium, chez des patientsâgés, ayant un apport en
sodiumnormalou réduitet chezdespatientsayantuneinsuffisancerénalelégère oumodérée.
De même,les différents essaisse sont intéressésà l'incidencedes traitementssur l'œdème
périphérique,la pressionsanguineet l'excrétion de créatinine. Les résultatsobtenusont
montréque lesinhibiteurssélectifsde COX-2, célécoxibet rofécoxib,affectentl'homéostasie
des solutésainsi que l'hémodynamiquerénale en produisantdes changementsradicauxau
niveaude l'excrétiondes PGsurinaires,du taux de filtration glomérulaire,de la rétentiondu
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sodium et du développementde l'œdèmepériphérique,à un niveauéquivalentà celui des
AINS classiques(Brateret coll, 2001).
Une étuderécente(Rocha et coll, 2001) amontré les effetstoxiquesde différentesmolécules
(acidesalycilique,paracétamol,NS-398, indométacineet caféine)sur descellulesrénales en
culture (cellulesde lamedulladu tubulecollecteur).L'inhibition de COX n'estpassuffisante
pour produireces effets et la toxicité duparacétamolsetraduit par legonflementconduisantà
la nécroseet à l'apoptosedes cellules.

Il 6.4.Cancer

Le rôle potentiel de l'aspirineet d'autresAINS dans lachémopréventiondes cancers a été
montrédansplusieursétudes(Taketo,1998 ; Ziegler, 1998). Desétudesépidémiologiquesont
pu mettreen évidenceque l'utilisation de l'aspirineou d'autresAINS pouvaitréduire de 40 à
50% le risquede cancercolorectal(Thun et coll, 1991; Thun et coll, 1993; Scheinemachers
et Everson,1994; Giovannucciet coll, 1995), et dans une plus faible mesure, le risque de
cancerdu sein(Scheinemacherset coll, 1994;Harris et coll, 1996). De même,l'inhibition de
COX-2 par des AINS tels quel'aspirine,pourrait induire la régressiondes polypes auniveau
du colon chezdes patientsatteintsde polyadénomatoserectocoliquefamiliale (Giardiello et
coll, 1993).
L'aspirine retarderait la prolifération des cellules de cancercolorectal chez l'homme en
induisantl'arrêtdu cyclecellulaireen phaseGO/G1 et la mortprogramméedescellules(EIder
et coll, 1996),commece qui estobservéavec lamajoritédes agents depréventiondu cancer
(curcumin et indole-3 carbinol ; Samahaet coll, 1997; Cover et coll, 1998).Même si les
premiersrésultatsde phaseII sur despatientsavec unadénomedu colon sontencourageants
(Bameset coll, 1999), iln'existepasd'étudesprospectivesde l'incidencedu cancercolorectal
chez lespatientsprenantde l'aspirineou d'autresAINS. Les premièresétudes de phaseIII
avec l'aspirineet les AINS sontactuellementen cours(Sharmaet coll, 2001).
L'inhibition de COX-2 estl'unedesciblesbiochimiquesde lapréventiondu cancercolorectal
(Eberhardtet coll, 1994). En effet, lecélécoxib inhibe l'incidenceet la multiplication des
tumeursdans unmodèledecarcinogénèseexpérimentaledans lecolonde rat. Lecélécoxibest
non seulementcapabled'inhiber la croissanced'une tumeur primaire, mais aussi a un fort
impact sur le développementdes métastases(Myers et coll, 2001).Il pourrait exercerces
effets par l'intermédiaired'un effet anti-angiogénique.De plus, lecélécoxib s'estmontré
efficace dans des modèlesexpérimentauxchez la souris et le rat, alors que le SC 560,
inhibiteursélectifde COX-l, est resté sans effet. Lecélécoxibarrête lacroissancedescellules
d'adénocarcinomede colonexprimantCOX-2, in vi/ro et chez des souris nude. Parcontreil
est sanseffet sur descellules d'adénocarcinomen'exprimant pas COX-2 (Shenget coll,
1998).
L'utilisation d'inhibiteurs sélectifs deCOX-2 permet d'induire l'apoptosedans plusieurs
typescellulaires,dont certainescellulesde cancerdu colon(Haraet coll, 1997; Sheng et coll,
1998; Ericksonet coll, 1999),d'estomac(Sawaokaet coll, 1998), de laprostate(Liu et coll,
1998) et du sein. Destravaux récents (Hsu et coll,2000) ont montréque lecélécoxibétait
capabled'induire l'apoptosedans descelluleshumainesde cancerde laprostateen bloquant
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la kinaseanti-apoptotiqueAkt ou protéine kinaseB, contrairementaux autres inhibiteurs de
COX-2 qui inhibent Bel-Z (Piazza et coll,1995; Hanif et coll, 1996; Thompson et coll,
1997). Danscette étude, il a d'ailleurs été possible deconstaterque le célécoxib a des
potentialitésinductricesdapoptosebeaucoupplus importantesque les autres inhibiteurs de
COX-2 étudiés(rofécoxib).
Un mécanismepar lequel les AINSinduisentla carcinogenèseest l'inhibition desfacteursde
transcriptionnucléairede typeNF-lCB ou l'inhibition de la liaison du PPARy à l'ADN (He et
coll, 1999).

IL6.5. Cartilage

Les effets des AINS sur leschondrocyteset globalementsur le cartilagesont controversés.
Plusieurstravaux ont suggérédes effetsbénéfiquessur le cartilage,alors qued'autresont
montré quecertainsAINS étaientresponsablesde l'aggravationdes lésions ducartilage in
vitro dans desmodèlesexpérimentauxanimauxet humains(Brandtet coll, 1987 ;Pelletieret
coll, 1993 ;Rashadet coll, 1989). Lesexpériencesutilisant deséchantillonsde cartilage âgé
prélevé auniveaudes têtesfémoralesmontrentque l'indométacineet les sodiumsalicylates
supprimentl'activité de synthèsedeschondrocytes(McKenzie et coll, 1976). Iln'existepas
encorede preuvesconcernantla sélectivitéd'inhibitiondes AINS sur les COXs quipourraient
expliquerles différentseffets de cesmoléculessur lecartilagearticulairehumain.
La grandevariété des effets des AINS sur lecartilage dépenden partie de l'origine des
cellules (Pelletier et coll, 1989). Parexemple, dans lescultures primaires humaines, le
naproxène et le diclofénac n'ont pas d'effet significatif sur la synthèse des
glycosaminoglycanes(GAGs) ou sur laproliférationcellulaire,mêmeà fortes doses, alors que
l'ibuprofèneà 10 Mg/ml stimule la synthèse des GAGs(Smith et coll, 1995). Mais dans les
chondrocytesde lapin en culture secondaire,le diclofénac sodique, l'indométacine, le
piroxicam, le naproxène,l'ibuprofèneet l'acidesalicylique,à fortesconcentrations,inhibent
la synthèse des GAGs(Bjelle et coll, 1991). Les effets des AINS sur la synthèse des
protéoglycanesdans lecartilagearthrosiquesont aussidifférentsque ceux observés dans le
cartilage normal. Les étudesin vivo et in vitro ont montré que certainsAINS pouvaient
réduire la dégradationdu cartilage humain arthrosique. Desconcentrationsthérapeutiques
d'acidetiaproféniqueréduisentde façonconsidérablele catabolismedes protéoglycanesen
diminuant la synthèsedes MMPs. Cet effet est au moins en partie, lié àl'inhibition de COX
(Pelletieret coll, 1989). Aucontraire,des études sur lecartilagenormal n'ont montréaucun
effet significatifsur lecatabolismedu cartilage. Lesdifférencesobservéesselon lesconditions
expérimentaleset selon lesespècespeuvent être liées à un profild'expressionet à la
modulationdifférentedes COXs entre lescelluleshumaineset de lapin (Lyons-Giordano et
coll, 1993) et auxdifférents niveaux d'expressionde COX-2 entre le cartilage sain et
arthrosique(Amin et coll, 1997).
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Il. 6.6.Apoptose

Les AlNS induisentl'apoptosedans descellulesen culture. Leslignéescellulaireshumaines
et de rongeur, de cellules épithélialesde colon, cancéreusesou non (Hanif et coll, 1996;
Piazzaet coll, 1995 ; Tsuji et coll, 1995 ;Eideret coll, 1996 ; Lu et coll, 2001 ;Thompsonet
coll, 1997), lesfiboblastesd'embryonde poulettransforméspar v-sre(Lu et coll, 1995) et les
macrophagesmurins ont étémontrés sensiblesà l'apoptoseinduite par les AINS (AlA).
Cependantcertaineslignées se sontavéréesrésistantesà l'AlA.
L'aspirine ne cause pas d'apoptose,exceptéà très forte dose(> 1mM), où elle et son
métabolitesalicylé,agissentcommeun inhibiteurcompétitifde la COX(Eideret coll, 1996).
Classiquementl'aspirineagit en tantqu'inhibiteurnon compétitifde la COX, enacétylantla
Ser530, bloquant partiellement la réaction de cycIooxygénation. Le fait quel'inhibition
partiellede cetteréactionpar l'aspirinesoit insuffisantepour induire l'apoptose,mêmesi elle
inhibe totalement la synthèsedes PGs, suggère que la synthèse des PGs ne soit pas le
mécanismepar lequel les AINSinduisentl' apoptose.
L'apoptoseinduitepar les AINSprésenteles mêmescaractéristiquesbiochimiqueset lamême
séquenced'évènementsque les autres formes d'apoptose.Dans tous les typescellulaires
étudiés,on a puobserverla fragmentationde l'ADN, la perte d'adhésiondes cellules, les
modificationsdu noyau et au cours desstadesterminaux,le gonflementdu cytoplasmeet la
formationdes corpsapoptotiques(Figure 25).
Plusieurssignauxde transductionont été identifiés dans l'ArA. Ainsi, l'induction de c-myc
apparaîtindispensablepour l' AlA dans les fibroblastesembryonnairesde poulet. Ceci a été
démontrépar l'utilisation d'une sonde anti-sensqui pennet l'inhibition de c-myc et par
conséquentprévient l'AIA. Dans ce même type cellulaire, l'oncogènev-src potentialise
l'AIA. De même, le proto-oncogènebel-Z régule directementl'AIA dans cescellules, qui
l'exprimentnormalementà unniveaufaible. Dans ce cas,l'expressiondebcl-2 bloquel'AJA,
commecelaa étémontrédans descelluleshumainessurexprimantbel-Z(utilisant un vecteur
d'expressionrétroviral) (Xie et coll, 1991).
Certainschangementsintervenantlors de l'AJA sont surprenantcomptetenu despropriétés
pharmacologiquesdes AINS et de leurpouvoir anti-néoplasique.En effet, les AINSagissant
parcompétitionavec lesubstratsontcapablesd'induirel'ARNm et laprotéinede COX-2 (Lu
et coll, 1995).
Le mécanismede l'apoptose induite par les inhibiteurs de COX-2 reste inexpliqué.
Cependant, dans les cellules cancéreusesde colon, le traitement par AINS induit
l'augmentationde l'AA qui conduità la synthèsede céram ide, connue pour êtreinducteurde
la mort cellulaire. Cette induction fait intervenir un sphingomyèlinase(Chanet coll, 1998).
Dans d'autres conditions, les inhibiteurs de COX-2, NS-398 etSC-58l25, induisent
l'apoptosedans lescellulesdu colon ou de laprostateen inhibantla protéineanti-apoptotique
BcI-2 (Shenget coll, 1998;Liu et coll, 1998). Enfin, untroisièmemécanismed'inductionde
l'ArA, indépendantde l'induction de COX-2, a été observé avec lesulfate de sulindac,
métabolitedu sulindac,dépourvude toute potentialitéinhibitrice sur COX-2 (Piazzaet coll,
1995;Hanifet coll, 1996 ;Thompsonet coll, 1997)
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Figure 2S Représentation schématique de l'apoptose (d'après Anthonyet coll, 1999)

11.7. Alternative au tra itement par les inhibiteurs sélectifs de COX-2

Les résultatscliniquesobtenusavec lesinhibiteurssélectifsde COX-2,commele célécoxibet
le rofécoxib, sontprometteurs.Cependant,le développementd'inhibiteurstrèssélectifset leur
utilisation en clinique pourrait entraînerdes réactionscritiques. Les inhibiteurssélectifsde
COX-2 sont capablesde réduire les risques d'effets secondairesgastro-intestinaux,mais
COX-2 n'est pas seulementune enzymepro-inflammatoire, elle possèdeégalementdes
propriétésphysiologiquesimpliquant son expressionconstitutive(Katori et coll, 2000). Elle
estnotammentimpliquéedans larégulationdu systèmerénine-angiotensine(Morham et coll,
1995 �~ Harris et coll, 1994) et ellepossèdedes propriétésvaso-activeet anti-athérogénique
(Mitchell et Evans, 1998). Qui plus est, l'inductionhormonaleest importantepour l'ovulation
et à la fin de la gestation, les tauxélevésde COX-2 dansl'utérussont indispensablespour
l'induction du travail (Morham et coll, 1995 �~ Chakrabortyet coll, 1996). Le rôle de COX-2
dans lacicatrisationdes ulcères aégalementété prouvé. Les inhibiteurssélectifsde la COX-2
se positionnentplus quejamais, commeune alternativeau paracétamol(ACR Guidelines,
2000). Cependant,aux dosesthérapeutiquesrecommandées,ces moléculesconserventleur
sélectivitéet n'ontaucuneffet sur l'agrégationplaquettaireou le temps desaignement.Ainsi ,
la tolérance des molécules doit être considéréeen prenant en compte le bénéfice de
l'inhibition sélective de COX-2. D'autres alternatives, comme des molécules anti
inflammatoiresavec des effetssecondairesgastro-intestinauxréduits, 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).

II. 7.1. Inhibiteur mixteCOXILOX

L'inhibition mixte de la COX et de la LOX pourrait être un avantage, car les PGs favorisent
l'inflammation médiée par le LTB4 (Raud et coll, 1989; Hedqvist et coll, 1990). Des
composés anti-inflammatoiressont efficaces sur l'influx cellulaire dans les périodes où les
taux de LTB4 sont réduits dans l'exudat(Kirchner et coll, 1997). L'inhibition des PGE2 seules
dansl'exudatne peut être corrélée avec l'inhibition de l'influx cellulaire. En effet, l 'idéeest
donc d'obtenir des composés ayant une activitéanti-inflammatoire identique aux AlNS
classiques,tout en conservant la production des PGs gastroprotectrices et en supprimant les
LTs bronchoconstricteurs.
Les inhibiteurs mixtes devaient être capablesd'inhiber les deux enzymes, COXs et LOX,
différentesd'un point de vue structural, dans une fourchette deconcentrationsraisonnable.
Cependant, l'inhibition ne doit pas se prolonger de manièreà éviter les effets indésirables liés
à une inhibition chronique (Bertolini et coll, 2001).
L'inhibition mixte de la COX et de la LOX devrait permettre le traitementsymptomatique de
l 'hyperalgésieet l'inhibition des infiltrations cellulaires conduisant aux lésions tissulaires sur
le site del'inflammation.
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Figure 26 Cible de l'inhibition mixte COX/S-LOX
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Le RWJ 63556 est un inhibiteur mixte COX-2/LOX. Il s'agit d'un composéaryl méthane
sulfonamide, dérivé du nimésulide. Son efficacité a été démontrée dans un modèle
d'inflammationchez le chien (Kirchner et coll, 1997), où il maintient sespropriétésanti
inflammatoireset d'inhibition du LTB4 au coursdes 24heuresde l'expérience.

Le ML-3000, acide [6-(4-chlorophényl)-2,2-diméthyl-7-phényl-2,3-dihydro-1H-pyrolizine-5
yI] acétique(Figure27), estIDl composépyrolizinepolysubstitué,qui a étésélectionnéà partir
de résultatsin vitro ayantmontréun pouvoir inhibiteuréquivalentpour la COX et la 5-LOX à
des doses del'ordredu micromolaire(Lauferet coll, 1994 et 1997)(Tableau13).

[Vi LWOo

Figure 27 Structure chimique de l'inhibiteur mixte COXj5-LOX, ML-3000

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

ML-3000

cox
0,16-0,21

CIso{gM)
S-LOX

0,18-0,23

Les étudesin vitro ont été réaliséessur desplaquetteshumaineset bovines pour testerle
pouvoir inhibiteursur l'activité COX et sur desgranulocyteshumainset bovinspour testerle
pouvoir inhibiteursur l'activité 5-LOX. L'inhibition de la 5-LOX aégalementété montréesur
descellulesbasophilesde leucémiede rat. Lesévaluationsex vivode l'effet sur le LTB4 ont
été réaliséeschezle rat.
Des étudesin vivo sur desveinulesmésentériquesde rat ontmontré que le ML-30aa était
capablede bloquer la voie de la 5-LOX. Lesleucocytesde rat enprésencede ML-3aaa
n'adhèrentpas aux veinules alors que le traitement par l'indométacineprovoque leur
adhérence.
Les propriétés pharmacologiquesdu ML-3aaa ont été testéesdans différents modèles
expérimentaux(Tableau 14). Sademi-vie d'élimination plasmatiqueest de 7à 10 heures.
Ainsi, une administrationbiquotidienneest recommandée.
La tolérancedigestive du ML-3aaa a été étudiée au cours deplusieurs étudeschez les
animauxaprèsdesadministrationsuniquesou réitérées.Il a étémontréqu'il provoquaitmoins
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d'irritations gastriqueset duodénales,moins d'érosions ou d'ulcérationsque les AINS
classiquesà des doses provoquant des effetspharmacodynamiquescomparables.Chez lerat
les ulcérationsont été observées chezquelquesraresanimauxaprèsl'administrationde forte
dose, alors quel'indométacineprovoquedes ulcérationsdans 40%à 80 % des cas dans les
mêmesconditionsd'administration.De plus, lesquelquesulcérationsobservéesavec le ML
3000 étaient plus petites et moins sévères. Labonne tolérancegastro-intestinalede cette
molécule a été confirmée dans plusieurs modèlesanimaux. Le ML-3000n'empêchepas
l'inhibition de synthèse des PGs au niveau del'estomac, mais évite les lésionsgastro
intestinalesen empêchantl'adhérencedes leucocytesaux veinulesmésentériques(Wallaceet
coll, 1994).

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

Activité

Anti-inflammatoire

Analgésique
Antipyrétique
Antiasthmatique

Antithrombotique

Modèlesexpérimentaux

Œdème de la patte à lacarragénine
Erythèmesous UV(cobaye)
Pocheà air (rat)
Arthrite à l'adjuvant(rat)
Randallet Sellito (rat)
Fièvreà la levure debière(rat)
Bronchoconstrictioninduite à l'AA et àl'antigène(cobaye)
Asthmeinduit par l'antigène(mouton)
Effet anti-agrégantsur lesplaquettessanguines(humainet lapin)
Thromboseinduiteau laserdansvaisseauxmésentériques(rat)

Le ML-3000 a été testé dans un essairandomisé,contrôlé,en doubleaveugle,comparéà un
placebo,chez despatientsporteursd'arthrosedu genoudiagnostiquéeradiographiquementet
cliniquement. Le ML-3000 a étéadministréaux doses de 100 mg, 200 mg, 400 mg bid.
L'efficacitédu traitementa étéévaluéepar l'index WOMAC (WesternOntarioandMcMaster
universityOsteoarthritisIndex) (Bellamy et coll, 1988;Bellamy, 1995). Lavaleurde l'index
a étéréduitede façonsignificativepar les doses de 200 et 400 mg bid. Aucun effetsignificatif
n'aété observéavec la dose de 100 mg bid ou avec le placebo.
Dansune autreétude,le ML-3000 (100, 200 ou 400 mg bid) a étécomparéau diclofénac(50
mg tid). Dans cette étude,l'évaluationde l'index WOMAC a été faiteséparémentpour la
douleur,la raideuret la fonctionphysiqueafin de déterminerun index global. Le ML-3000 a
montréunegrandeefficacitésur ladouleurau mouvement,au repos et ladouleurarthrosique
globale,comparéau placebo.Aucunedifférencesignificative n'a été observéeentre le ML
3000 et lediclofénac50 mg tid entermed'efficacité.
Le ML-3000 est bien toléré après uneadministrationunique ou répétée. Au coursd'uneétude
de tolérance,à des dosescroissantesde ML-3000allantjusqu'à3200 mg chez desvolontaires
sains, ladiarrhéea été le seul effetobservéà partir de 1600 mg, aucunemodification des
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paramètrescliniques,comme laclairancede lacréatinineet lesparamètresde fonctionnement
du foie,n'aété observéejusqu'àla dose de 3200 mg.
Aucun effet sévèren'aété reportéjusqu'àmaintenantchez lespatientsutilisant le ML-3000.
Une étudeendoscopiquea été réalisée chez desvolontairessains de sexe masculin et féminin,
recevantdu ML-3000 (200 et 400 mg bid), dunaproxène(500 mg bid) ou un placebo. Cette
étudea confirméla bonnetolérancedigestive du ML-3000. En effet, aucune modification du
score d'évaluationde la muqueuse digestiven'a été observéeavec le ML-3000 aux deux
doses testées, alors que le naproxène a provoqué unedétériorationsignificative du score
d'évaluation.

IL 7.2. Paracétamol

Le paracétamolest de loin lamoléculela plus utilisée dans le monde pour ses propriétés anti
pyrétiqueet antalgique.Cependant,ses effetsanti-inflammatoiressont faibles. Même si les
mécanismesd'actiondu paracétamolsur les COXs ne sont pasclairementétablis, tout laisse
supposerque les effetsantalgiqueet anti-pyrétiquedu paracétamolsont dus à uneinhibition
des COXs au niveau central,c'est-à-direau niveau ducerveauet de la moelleépinière,
notammentau niveau del'hypothalamus(Flower et Vane,19n). Cependant,il est incapable
d'inhiber, aux dosesthérapeutiques,les COXs au niveau des tissus périphériques. Ceci
pourraitexpliquerses faiblespropriétésanti-inflammatoires(Schnitzeret coll, 1998).
Il a été montréque leparacétamolest l'un des facteurscapablesde réduire COX-l (Markey
coll, 1987).
L'inhibition sélectivede COX-2 par le rofécoxibpennet de réduire la fièvre et la douleur
(Chan et coll, 1999). Les études chez des sourisdépourvuesde COX-2, donc incapables de
développerde la fièvre après uneinjectionde LPS, ont permis de mettre en évidence un effet
in vivo du paracétamolsûrementlié à COX-2 (Li et coll, 1999). De même, dans un modèle de
douleur,le paracétamolest capablede réduiresignificativementla production dePGEzdans
la mœlleépinière(productionattribuéeà COX-2), mais est sans effet surl'excrétionurinaire
dePGEz(activitéCOX-l-dépendante)(Muth-Selbachet coll, 1999).
Des résultats publiés récemment(Ouellet et Percival, 2001) ont confirmé lasélectivité
d'inhibition du paracétamolsur les COXs avec ladéterminationdes CIsü(doses inhibant 50%
de l'activité enzymatique)sur des enzymes de COX-2humaine et de COX-l ovine, en
présenced'AA. De plus, il a été montré que leparacétamolest d'autantplus actif sur les
COXs, dans cesconditionsexpérimentales,que les taux de peroxyde sont faibles. Ceci est
cohérentavec l'inhibition des COXs en cas de fièvre ou de douleur lorsque le niveau de
peroxyde est faible (Hertz etCloarec, 1984). De même, les faibles potentialités anti
inflammatoiresdu paracétamol pourraientêtre dues aux fortesconcentrationsen peroxydes au
niveaupériphérique.
Dans lesystèmedu sang total, leparacétamola despotentialitésd'inhibition faibles mais
significativessur les COXs avec une tendance plusprononcéepour l'inhibition de COX-2
(Brooks et coll, 1999). Cecin'est pas une preuve despropriétésanti-inflammatoiresde la
moléculepuisquecetteactivitépeut être due à la faibleteneuren peroxyde du système.
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Le paracétamoladministréà la dose de 4 g/j chez des patientsatteintsd'arthrosedu genou
avec desdouleurslégèresà modérées,s'estavéré plus efficace que le placebo et aussiefficace
que l'ibuprofène (1,2 à 2,4 mg/j) (Shamoon et Hochberg, 2001). Tout ceci place le
paracétamolcomme unealternative aux AINS pour letraitementde la douleur chez les
patientsarthrosiques.

II. 7.3. Modification desAINS classiques

La conversiondes AINS classiquesen inhibiteurs sélectifs de COX-2constitueune autre
alternativethérapeutique(Dannhardtet Laufer, 2000).
Les NO-AINS représententune autrealternativeet une nouvelleclassede dérivésd'AINS,
généréspar l'addition d'un groupementnitroxybutyl lié à lamoléculeparent (AINS) par une
liaison éther (Elliott et coll, 1995; Wallace et coll, 1995;Fiorucci et coll, 1999a et b ;
Moncadaet Higgs, 1993). Cesmoléculesont montré une réductionmarquéede la toxicité
gastro-intestinaletout en conservantl'activité anti-inflammatoire et anti-pyrétique de la
moléculeparent. Les NO-AINS sontcapablesd'inhiber la synthèse des PGs etexercentdes
propriétésanti-inflammatoireet anti-apoptotiqueremarquables. Des études chezl'animal ont
montréque les NO-AINSétaientplus efficacesque les AINSconventionnelssur laréduction
de l'inflammationet de ladouleurchez le ratarthritique(Fiorucci et coll, 1999 ;Dimmeleret
coll, 1997; Kim et coll, 1998).D'autresétudes ont mis en évidence le rôle des NO-AINS sur
les caspases.Ils ont en effet, de la mêmemanièreque les donneurs de NO, lapossibilité
d'inhiber le processusapoptotiqueen provoquant la N-nitrosylation, donc l'inactivation
d'effecteurtel que la caspase-3 (Kim et coll, 1998) ou le blocage de lasécrétionde certaines
cytokinesproinflammatoiresen inhibant la caspase-lou ICE (enzyme deconversionde l'IL
If) et de l'IL-18) (Fioricci et coll, 2000). Ce moded'action des NO-AINS constitueune
potentialitéanti-inflammatoireindépendantede COX-2.
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Les AINS constituentl'une des classesthérapeutiquesles plus utilisées et restent le
traitement symptomatique de première intention dans les pathologies articulaires,
inflammatoires(arthrite)ou dégénératives(arthrose). Il est largement admis que leur principal
mécanismed'actionconsisteà inhiber la biosynthèsedes PGs par laCOx. Cependant,leur
utilisation s'accompagned'effets secondairesimportants, notamment au niveau gastro
intestinal. La mise enévidencede deuxisofonnesde COX aux fonctionsdistinctesa permis
de décriredes profils desélectivitéd'inhibition des deuxisofonnesde COX différents pour
les AINS classiques(d'aprèsdes modèlesd'étude cellulaires). Ceci a égalementpermis
d'émettre une hypothèse pouvant paraîtresimpliste: l'inhibition de COX-l, isofonne
constitutive est délétère pour l'organisme alors que l'inhibition de COX-2, inductible
notammentau cours del'inflammation,serait bénéfique. COX-2 est donc devenue une cible
thérapeutiquede choix et de nouvellesmoléculesont été développéesavec des pouvoirs
inhibiteurs de COX-l très faibles (sélectivité pour COX-2), et parconséquentavec une
tolérancedigestivepotentiellementaméliorée.

Dans la premièrepartie de ce travail, nous nous sommes attachés à étudier la
pertinencede la sélectivitéd'inhibition des isoenzymes de laCOXdans des modèles mimant
des conditions cliniquesd'utilisation desA1NS,c'est-à-direune administration orale réitérée
du médicamentau cours duprocessusarthritique. Cette approche avait pourobjectif
d'étudier l'influence de la maladie arthritique sur la tolérance digestive aux A1NS et de
pouvoir mesurer lespouvoirs inhibiteurs des molécules dans les tissus cibles (contenus en
PGE2 de la muqueuse gastrique et despattesarthritique, synthèseplaquettairede TxB2 ex
vivo). La comparaison despropriétéspharmacologiquesd'A1NS classiques etd'inhibiteurs
ayantunesélectivitéaccruepour COX-2 a été entreprise àl'aide deparamètresd'évaluation
classiques(score, œdème, 1L-6 circulante) ou originaux (fièvre et activité locomotricepar
biotélémétrie), enétudiant plus particulièrement leurs effets sur la biosynthèse des
protéoglycanesdu cartilage (incorporation de sulfate radiomarqué).

Dans cettepremièrepartie, nous avons choisid'étudier les effets de trois molécules
ayant, d'après les études in vitro, desprofils de sélectivité différents: un inhibiteur
préférentielde COX-2, le Méloxicam, un inhibiteursélectifde COX-2, le Célecoxib et un
A1NS comparateur non sélectif, le Naproxène. Ces molécules ont été étudiées dans un modèle
de polyarthrite à l'adjuvant, choisi comme modèlereprésentatifd'une inflammation
chronique et dans un modèle de monoarthrite au zymosan, choisi commereprésentatifd'une
inflammation aiguë.

L'arthrite à l'adjuvant (Philippe et coll, 1997), médiée par unprocessus
dysimmunitairedépendantdes lymphocytes T, est un modèleexpérimentalde polyarthrite
rhumatoïde qui est devenu un standard pourl'évaluation des AINS. En combinant
l'évaluation de paramètres biologiques (cytokines pro-inflammatoires), métaboliques
(anabolismedu cartilage)et biotélémétriques(fièvre et mobilité), il estpossiblede distinguer
4 phasessuccessivesdans cemodèle,dépendantesdes processusinflammatoireslocaux ou
systémiques.Ainsi, après unesensibilisationlocale des animauxpar l'injection d'adjuvant
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complet dans lecoussinetplantaire, on observesuccessivementune réponseinflammatoire
précoce(2 à 4 jours après lasensibilisation),une phasesilencieuse(entre 5 et 9jours après la
sensibilisation),une phase diteimmunologique,correspondantà l'extensiondu processus
dysimmunitairedans toutes lesarticulations(entre 10 et 15jours aprèsl'injection), puis une
phased'étatde la polyarthritedébutantaprès 16jours et généralementmaximaleà 121. Qui
plus est,l'atteintearticulaires'accompagned'unebaissede labiosynthèsedesprotéoglycanes
du cartilagearticulaire.

L'arthrite au zymosan chez le rat(Gegout et coll, 1995) associe une phase
inflammatoire précoce prostaglandine-dépendante,comprenant l' œdème, la fièvre et
1'hyperalgie,et desmodificationsde l'anabolismedesprotéoglycanesdu cartilageprochesde
cellesinduitespar l'IL-1. Ainsi, après uneinjection de zymosandansl'articulationdu genou,
une réponse fébrile et un œdème articulaire sont observés pendant 24 heures. Ces
changementss'accompagnentd'une diminution précocede l'activité locomotrice (un jour
aprèsl'injection) avec un retourprogressifà la normaleà 4 jours. Parallélement,la synthèse
desprotéoglycanesdu cartilagepatellairemontreunevariationbiphasiqueavec uneinhibition
initiale (JI-J2)et unestimulationsecondaire(J4-J5).

Dans la secondepartie de ce travail, nous noussommesattachés à étudier les
conséquencesd'une inhibition plus ou moinssélectivede la COXsur le cartilagearticulaire
dans desmodèlesexpérimentauxd'arthrose. Cetteapprocheavait pour objectifd'étudierles
effets d'une inhibition sélective de COX-2 ou d'une inhibition mixteCOX/5-LOXsur la
sévérité des lésions arthrosiques, enconsidérant plus particulièrement l'apoptose
chondrocytaire(Tunel et caspase-3 active) et lesmodificationsmétaboliquesdu cartilage
(biosynthèsedesprotéoglycanes).En effet,d'unepart, l'apoptosechondrocytaireest un des
mécanismesétiopathogéniquessupposéde l'arthrose (Kim et coll, 2000.. Hashimotoet coll,
1998) et lamort cellulaireprogramméeestmoduléepar lesAlNSdansd'autrestissus (Taketo
et coll, 1998.. Liu et coll, 2001).D'autrepart, les inhibiteurssélectifsde COX-2(Si/verstein
et coll, 2000.. Bombardieret coll, 2000) et lesinhibiteurs mixtesCOX/5-LOX(Wallace et
coll, 1994) ayant une tolérancedigestiveaméliorée,sontsusceptiblesd'être administrésau
long cours che: des patients arthrosiques, en sepositionnantcomme unealternative au
paracétamol(ACR OA guidelines, 2000).

Dans cette secondepartie, nous avons donc comparerl'impact du Rofécoxib,
inhibiteur sélectifde COX-2 et du Naproxène, A1NScomparateurnonsélectif:et effectuéune
étudedose-réponseavec laLicofélone(ML-3000), inhibiteur mixte COX/5-LOX Cesétudes
ont été réalisées respectivementdans deuxmodèlesexpérimentauxmimant desaspects
différents de l'arthrose humaine: l'arthrose induite par l'injection intra-articulaire de
minoiodoacétate(MlA) chez le rat etl'arthrose induite par la sectiondu ligament croisé
antérieur(LCA) chez le chien.

L'injection intra-articulaire de MIA chez le rat, adapté du modèle deKalbhen
(Guingamp et coll, 1997; Kalbhen, 1987) est unmodèle d'arthrosepar altération du
métabolisme chondrocytaire, générant des modifications structurales du cartilage de
l'articulation du genou. Lesaltérations structuralesdu cartilage, caractéristiquesde la
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pathologiehumaine(ostéophytose,mise à nu de l'os sous-chondral),sedéveloppenten 2à 3
semainesdans ce modèle. Ce modèle estcaractérisépar l'absenced'une composante
inflammatoire marquéeet pourrait mimer les phasesprécocesdu processusarthrosique,
visibles à partir de 10jours après l'injection de MIA. C'est pourquoi nous avonschoisi
d'étudier les conséquencesde l'inhibition sélective de COX-2 par leRofécoxib sur le
cartilage10, 15 et 20joursaprèsl'injection de MIA.

La section ligamentaire chez le chien est un modèle d'arthrose par instabilité
articulaire, adaptédu modèle de Pond-Nuki (Pond et Nuki, 1973; Pelletier et coll, 1999)
générantdescontraintesbiomécaniquesanormalesdansl'articulationdu genou. Ceciconduit
à un processusdégénératiflent et progressif du cartilage, associé à une composante
inflammatoireprécoce(synovite)et consécutiveà l'actechirurgical (Pelletieret coll, 2000 et
2001). C'estpour cetteraisonque nous avonsétudiéles conséquencesarticulairestardivesdu
traitementchronique(8 semaines)par le ML-3000 et que nous avonsévaluél'expressionde
protéinesprécocesde laréactioninflammatoire(iNOS et COX-2).
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1. MA TERIEL ET METHODE

1. Animaux et traitements

11. Animalerie

Les rats Lewismâles(CharlesRiver France)pesant 150 à 200 g sont placés dans des
cagespar groupede trois avecnourriture et boissonà volonté. Ils sonthébergésdans une
animalerie ventilée et thermorégulée à 24±I°C, bénéficiant de cycles de 12heures
d'éclairementet 12 heuresd'obscurité.Les animaux sont acclimatésau moins 5jours au
laboratoireavanttoute expérimentation.

12. Inductiondel'arthrite

L'arthrite est induite par l'injection sous-cutanéedans lecoussinetplantairede lapatte
arrièredroitede 1 mgd'adjuvantcompletde Freund(ACF) sous unvolumede 100Ill. Le jour
de l'injectionestarbitrairementdésignécommeJO.
L'émulsiond'ACF estpréparéeà partir d'unesouchede MycobacteriumtuberculosisH37RA
(Difco Laboratories,USA) disperséedans un mélange de sérum physiologique (Braun
Fandre,France)(45%, v/v), d'huile de vaseline(Prolabo,France) (45%, v/v)) et deTween80
(polyoxyethylène-sorbitanmonooléate)(10%, v/v)) pour obtenir une concentrationfinale de
10 mg/ml.

13. Anti-lnflammatoiresnon-stéroïdiens(AINS)

Les AINS sont préparés dans une solution aqueuse à 1% (p/v) de
carboxyméthylcellulose(CMC) (Prolabo, France). Ils sontadministréspar gavage, àl'aide
d'une sondegastrique,à raison de 1 ml de suspensionpour 100 g de poidscorporel. Le
traitementdébutele jour de l'inductionde l'arthrite(JO). Quatre doses deméloxicam(0,1-0,3
1-3 mg/kg/j) (BoehringerIngelheim,France)et trois doses denaproxène(3-10-30 mg/kg/j)
(Sigma) sont administréesen prise quotidienneuniquepour le méloxicamet endeux prises
quotidiennespour le naproxène.Les animauxtraitéspar leméloxicamreçoiventde la CMC
1% lors de ladeuxièmeadministrationquotidiennede naproxènede façon à ce que les
animauxsoientmanipulésle mêmenombrede fois (influencepossibledu stress sur lasévérité
de la polyarthrite). Les animauxtémoins,induits par l'ACF,reçoiventde la CMC à 1% deux
fois parjour.

II. Evaluation de la sévérité de la réaction inflammatoire

Il 1. Biotélémétrie

La télémétrieest unetechnologiereposantsur letransfertd'informationsous la forme
d'ondesradio entre un systèmeémetteurplacé dans la cavitépéritonéalede l'animal et un
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systèmerécepteur(antenneen T) placésous lacagede l'animal (Figure28). Les informations
sont ensuite intégrées, centraliséespuis enregistréestoutes les heures par un système
informatique en vue deleur analyse. L'unité télémétriqueutilisée est de typeMini Mitter
(Sunriver,Oregon, USA) et elle permetla mesureen continude paramètresdépendantsde la
sévéritéde la réactioninflammatoiretels que lamobilité et la température corporellechezle
rat:

• l'émetteurcomprendune thermistancedont la fréquenced'émissionvarie avec la
température corporelle

• tout déplacementde l'animal génèreune impulsionpar modificationde ladistance
de réception.

Les ratsLewis mâles(CharlesRiver, France)de 150 à 175 gsont placésindividuellement
dans descagesavec nourriture et boisson à volonté dans uneanimalerie thermorégulée
24±1°C et avec descyclesd'éclairementde 12 heures. Unémetteurest implantédans lacavité

péritonéalede chaque animal cinq jours avant l'induction de l'arthrite. Chaque groupe
comprend5 animauxqui sonttraitéscommedécritprécédemment.
Ce systèmepermetde tracer des courbesde températureet de mobilité moyennessur 12
heuresexpriméesen pourcentagede variationpar rapportau jour de référence(JO). On peut
alors calculerles airessousla courbe(AUC) correspondantà chaquedose demédicamentet
ensuiteexprimerl'AUC en pourcentagedu témoinarthritique. Nouspouvonsdéterminerpour
chaqueAlNS, la DL1,ooc pour la température(dosefaisant baisserla fièvre de 1,0°C) et la
DE20 pour la mobilité (dose corrigeant 20% de la perte d'activité) par une analysede
régressionlinéairesimpleaprèstransformationsemi-logarithmique.
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Figure 28 Représentation schématique de la biotélémétrie

Il 2.Autresparamètres

Les animauxsont évaluésau l" jour de traitement(JO) ainsi que 2, 7, 12, 16 et 21
jours aprèsl'induction. Les animauxsontsacrifiésà ces temps, sousanesthésiegénéralepar
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un mélangede kétamine5% (Imalgène®,Rhône Mérieux, France) etd'acépromazine0,5%
(Vetranquil®, Sanofi, France)injecté par voie intra-péritonéalesous un volume de 100/lI
pour 100g de poids corporel.
• La peséerégulièreest effectuéeà l'aide d'unebalancepréciseau g près et ellepermetde

contrôler indirectement l'efficacité (correction de la perte de poidssecondaireà la
polyarthrite)et/ou latoxicité (aggravationde la perte de poids) desmoléculestestées.

• Le scorede sévéritécorrespondà uneévaluationsemi-quantitativeréaliséeen simple insu
par le même expérimentateur.Une note variant de °(patte normale) à 4 (troubles
trophiquesmajeurs)déterminela sévéritéet l'étenduede larougeuret l'œdèmedes tissus
périarticulaires.La sommedes scoresdes trois pattes noninduites reflètela progression
et la sévéritéde la maladie.

• Les volumesdespattesarrièresqui sont unreflet de l'œdème,sont mesuréesà l'aided'un
pléthysmomètreà eau (modèle 7150, Apelex, France). Lesvolumes mesurés sont
comparésaux valeurs initiales chez les mêmesanimauxet cesdifférencessont ensuite
expriméesen pourcentagede l'œdèmepar rapport aux témoins arthritiques.Les doses
inhibant 50 % de l'œdème(DIsü) sont ensuitedéterminéessur la pattecontrolatérale
pendantla phasesecondairede l'arthrite par uneanalysede régressionlinéaire simple
aprèstransformationsemi-logarithmique.

• L'arthrite par adjuvantest la conséquenced'une réponseimmunologiqueaux antigènes
bactérienscontenusdans l'ACF et s'accompagnedonc de processusdysimmunitaires
(involution thymique et splénomégalie).L'effet des traitementssur ces réactionsest
égalementun indicateurde leur efficacité. Les organeslymphoïdes(rate et thymus)sont
prélevésà chaquetempsintermédiaire(J2, 17, 112, 116 et 121) et pesés dans destubes
prétarés.Les résultatssont exprimésen pourcentagede variation par rapport aux rats
sams.

IV. Etude de la biosynthèse des protéoglycanes du cartilage patellaire

L'anabolisme du cartilage au cours de l'inflammation articulaire est étudié par
l'incorporation d'un précurseur radiomarqué �(�N�~�3�S�S�0�4�) dans les glycosaminoglycanes.
Commeles glycosaminoglycanesreprésententla majorité des moléculessulfatéesprésentes
dans le cartilage, l'incorporation de sulfate radiomarquéest un indicateur très sensiblede
l'anabolismedu cartilage.
Les rotulesdroite et gauche sontdisséquéesau scalpel puisplacéesimmédiatementdans du
milieu RPMI 1640 Hepes(Gibco BRL, France)additionnéde 100 UIlml depénicilline et de
100 ug/ml de streptomycine(Gibco BRL, France)et de 2mM de L-glutamine(Gibco BRL,
France).Elles sontensuiteincubéespendant3 heuresdans 1 ml demilieu contenant0,8 uCi
de �N�~�3�S�S�0�4 (Amersham,France)à 37°C sous uneatmosphèreà 5% deCOz.Au terme de
cette incubation, les rotules sontlavéesà 5 reprisesdans 2,5 ml desérumphysiologiqueà
+4°C puis placéesdans du formol tamponnéà 10 % (Surgipath)additionnéde 0,5% de
chlorurede cétylpyridinium(Sigma,France)pendantune nuit, afind'éliminerla radioactivité
non-spécifique.Les rotules sont ensuite décalcifiéesdans 1 mld'acide formique (Sigma,
France)à 5% pendant8 heures, ce quipennet deréaliserultérieurementdesbiopsiesde 2 mm
de diamètre à l'aide d'un emporte-pièce(Stiefel, France). Le centre de la rotule et sa
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périphériesont ensuitedissous dans 0,5 ml desoluène-350(Packard,France) à 37°Cpendant
une nuit. Lecomptageest alorseffectué dans 4,5 ml deliquide scintillant (Hionic Fluor,
Packard,France) par uncompteurà scintillation liquide (1214Rackbeta,LKB Wallac).
Les résultatssontexprimésen pourcentaged'incorporationdu précurseurradiomarquédans le
cartilagearticulaire pathologique(animal arthritique) par rapportau cartilagesain (témoins
absolus).

v. Evaluation de la production des eicosanoïdes par les cellules

sanguines

Le sangest prélevépar ponctionintra-cardiaquesousanesthésiegénérale,puis réparti
en différentesaliquotes. Une partie du sang estrecueilliesur tube sec puisincubéeuneheureà
37°C pour permettre la coagulation spontanée.La production de TxB2 produit par les
plaquettessousl'effet de lathrombineau cours de lacoagulationest un bonreflet de l'activité
de COX-I. L'autre partie est recueillie sur anticoagulant (40 U/ml finale d'héparine
(Panphanna))et pré-incubéespendant15 minutesà 37°C en présenced'aspirine(l0 ug/ml
finale) (Sigma).Cesaliquotessont ensuiteincubéespendant24 heures à 37°C avec ou sans
stimulation par du lipopolysaccharide(LPS) (l0 ug/ml reconstitué dans du diméthyl
sulfoxyde (DMSO) 0,5 %) (Sigma). Leplasmaest ensuiterecueilli après centrifugation5
minutes à 3000 tours par minute. Le dosage des PGE2 produitesmajoritairementpar les
leucocytesest un bon reflet de lacontributionde COX-2 (isofonneinductible).
De cettemanière,nous pouvonsdéterminerla contributiondes deuxisofonnescirculantesde
la cyclooxygénaseau cours duprocessusinflammatoireet mesurerla sélectivitéd'inhibition
destraitements.
Les dosagesde PGE2 et de TxB2 sont réaliséspar une méthodeimmunoenzymatiqueen
microplaque96 puits (Assaycorrelate,Assay Design, Ann Arbor, USA) de type ELISA
compétition. Ces dosagesutilisent un anticorps monoclonal de souris anti-Pôli, ou un
anticorpspolyclonal de lapin anti-TxB2 adsorbéssur les parois des puits. Leseicosanoïdes
présentsdans leséchantillonsvont entreren compétitionavec unconjuguéPGE2 ou TxB2

marquéà la phosphatasealcaline,vis à vis des sites de fixation. Les gammesd'étalonnagede
0,04 à 5 ng/ml pour les PGE2 et de 0,8à 10 ng/ml pour le TxB2 sont réaliséesà partir de
solutionsstandardà 50 ng/mlpour les PGE2 et à 100 ng/ml pour le TxB2. Les échantillons
sont dosésaprèsdilution appropriéedans letamponde dosage(1110). L'absorbanceest lue à
À,=405 vs 630 nmcontreun blancréactifà l'aide d'unlecteurde microplaque(DynatechMR
5000, Guyancourt,France)piloté par unmicro-ordinateurPackardBell sous le logiciel RMS
(Dynatech,Guyancourt,France).
Les résultatssont exprimésen AUC rapportéesà la valeur des témoinsarthritiqueset les
valeursde DIsü(doseinhibant50 % de laproductionde prostaglandines)sontdéterminéespar
régressionlinéairesimpleaprèstransformationsemi-logarithmique.
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VI. Etude de la production des prostaglandines dans les pattes

inflammatoires

Les pattes arrières sont prélevéesimmédiatementaprès sacrifice puis congelées dans
l'azote liquide après avoir enlevé la peau et les ongles. Elles sont ensuite pulvérisées dans
l'azote liquide àl'aide d'un broyeur àcongélation(Spex, Freezer Mill, Bioblock, France) et
conservéesà -80°Cjusqu'àextraction.
Les prostaglandinessont extraites selon le protocole suivant (adapté de Anderson et coll,
1996) :
• homogénéisationde 0.5g de tissu dans 1 ml de méthanol dans un poter
• ajustementà uneconcentrationfinale de 10% de méthanol par ajout de 9 ml d'eau distillée
• nouvellehomogénéisationau poter
• éliminationdes débris cellulaires par unedécantationsur glacependant20 minutes
• centrifugationpendant 20 minutes à 5000gà 4°C.
Le surnageantest ensuite passé sur une colonne C18 SepPak (Waters)préalablement
conditionnéepar 2 ml de méthanol puis par 2 ml d'eau. Les prostaglandines sont éluées après
3 lavages successifs (H20, méthanol puis éther de pétrole) par du méthyl formate. L'éluant est
évaporé sous fluxd'azote,puis l'échantillon est repris dans du tampon de dosage (500Ill) et
conservés à -80°Cjusqu'audosage.
Les résultats sont exprimés en quantité de PGE2extraites par g de tissu.

VII. Etude du contenu gastrique en prostaglandines

Lors du sacrifice,l'estomacest prélevé, ouvert selon la grande courbure et rincé dans
35 ml de sérum physiologique. Des biopsies de 6 mm de diamètre de la partienon-glandulaire
de l'estomac(antre) sont ensuite effectuées àl'aided'unemporte-pièce (Stiefel, France). Les
biopsies sont ensuite broyées dans 500IJ.,l de tampon HBSS (Gibco BRL, France) à +4°Cà
l'aided'unultra-turrax(Bioblock, France).
Le dosage des PGE2 est réalisé par la méthode immunoenzymatique décriteprécédemment
aprèsélimination des broyats par unecentrifugation(voir paragraphe V). Les résultats sont
expriméssoit en AUC rapportée à la valeur des témoins ACF (mesure du pouvoirinhibiteur
global), soit en DIso (dose inhibant 50% de la production deprostaglandines)déterminées
aux différents temps de sacrifice par régression linéaire simple aprèstransformationserni
logarithmique.

VIII. Dosage sérique de l'interleukine-6

Les taux sériques d'IL-6 sontdéterminésà différents temps de lapolyarthrite(12, 17,
112, 116 et J21). Le sang des animaux est prélevé par ponction intracardiaque. Après
centrifugation,les sérums sont conservés à -80°Cjusqu'audosage.
Le dosage de l'IL-6 est réalisé par une méthode biologique utilisantl'hybridomemurin 7TD1
(Van Snick, 1989). 5.103 cellules sont déposées sous un volume de 100III dans tous les puits
de plaque 96 puits contenant 100III d'échantillon(8 dilutions de raison 2 par échantillon). Les
cellulessont incubées 72 heures à 37°C sous une atmosphère à 5% de C02. Laprolifération
cellulaire est ensuite mesurée après addition de 25III d'unesolution à 5 mg/ml de MTT et
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aprèsune incubationde 4 heures à37°C sous uneatmosphèreà 5% de�C�O�~ Les cristaux
bleus de fonnazan formés (activité des deshydrogénasesmitochondriales)sont lysés par
addition de 100 /lI de tamponSDS-DMF (20/50, plv). La lecture des densitésoptiquesest
effectuéeà 580 nmvs 630 mnaprèsune nouvelle incubationde 24 heures à37°C sous une
atmosphèreà 5% deCOz.
Les taux d'IL-6 sont déterminés par comparaisonà une gamme d'IL-6 recombinante
humaine,une unitéd'IL-6 provoquant50% deproliférationdans le typecellulaireconsidéré.

IX. Analyse statistique

Les résultatsont été comparéspar l'analysedes variancesà l'aide du logiciel super
ANOVA (AbacusConceptInc., Berkeley, CA) suivie du test S de Scheffé. Lesparamètres
suivis au long cours (poids, volume de patte) ont bénéficié d'une analyse sur valeurs
appariéesalors que ceuxmesurésaux différentstempsde sacrifice(PGEz dans lamuqueuse
digestive,TxBz dans lesérum,anabolismedu cartilagepatellaireet poids de la rate et du
thymus) ont bénéficié d'une analysesur valeurs non appariées.Le score desévérité de
l'arthrite étantune valeursemi-quantitative,son analysea étéeffectuéeà l'aide de testsnon
paramétriques.Les résultatssont expriméssous laforme de la moyenne± écarttype centré
sur lamoyenne(01 ± sem). Le seuil designificativitéa été choisià 5 %.
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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 naproxène (8 et D) (ACF = témoins arthritiques, MLXO,l = méloxicam 0,1
mg/kg/j, MLXO,3 = méloxicam 0,3 mg/kg/j, MLX1 = méloxicam 1mg/kg/j, MLX3 = méloxicam 3
mg/kg/j, NPX3 =naproxène 3 mg/kg/j, NPX10 =naproxène 10 mg/kg/j, NPX30 =30 mg/kg/j) (n =8
animaux par lot) (* : p<O,OS /témoins ACF)

Les ratsarthritiquesont un arrêt de leur courbepondéraleà partir du 7ème jour après
l'injection d'ACF (Figure29 A et B). Parcomparaisonaux courbespondéralesstandardpour
des rats sainscela correspondà une perte de gain depoids variant d'environ 40 g à J12 à
environ 70 g à 121. Ceblocage pondéral est contingentde la maladie (débutantlors de
l'installationde la polyarthrite)et sembled'autantplus marquéque lapolyarthriteest sévère
(maximal à partir de J16).
La toléranceglobaledes traitementsa étébonne, y comprisaux fortes concentrationstestées
(méloxicam3 mg/kg/j, naproxène30 mg/kg/j) et aucuneperte de poidssupplémentairen'aété
observée chez les animauxarthritiques.Au contraire, les animaux traités par AINS ont une
croissancepondéralemontrantune correctionpartiellede cet effet. Lacorrectionobservéeest
dépendantede la dose.
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Le scoreclinique permetd'évaluerla sévéritéde l'atteintearthritique. Le score des 3pattes
non-injectéespermet de suivre laprogressionde l'atteintepolyarticulaire. Ce critère est plus
informatif que la mesure del'œdèmepuisqu'il prend en compte le nombred'articulations
atteintes,y comprisles pattesantérieures,ce qui lerapprochedes indicesarticulairesutilisés
chezl'hommedans lapolyarthriterhumatoïde(indice deRitchie par exemple).L'observation
de laprogressiondu scoreclinique sur les pattes non induites (pattepostérieurecontrolatérale
et pattesantérieures)montre que lapolyarthrite s'installeentre le 7èrne et le 12èrne jour puis
s'étendprogressivementpour atteindrel'ensembledes articulationsdistales (Figure 29 C et
D). A partir du 16èrnc jour, l'incidencede la polyarthriteest de 100% dans tous les lots. Le
méloxicam et le naproxène neretardentpas l'apparition de la maladie, maisdiminuent sa
sévéritéavec un effetdose-dépendantpour leméloxicamà J21.L'effet devientsignificatif à
partir de 0,3 mglkg/j pour leméloxicamdès 112, et àpartir de 10 mglkg/j pour lenaproxène.
L'efficacité thérapeutiquedes deux AINSsembleprésenterun profil quelquepeudifférentcar
le méloxicamparaitplusefficaceau stadetardif (J21) alors que lenaproxènesembleefficace
dès ledébutde la polyarthrite.

L2. Effetami-œdémateux

La mesurede l'œdèmedes pattespostérieuresmontreuneréactioninflammatoireprécoce(J2)
dansla patteinjectée(Figure 30 A et B), puis uneréactioninflammatoiresecondaire(112) qui
est contingentede l'apparition de l'œdèmesur la pattecontrolatérale(Figure 30 C et D).
L'effet anti-inflammatoiredesmoléculesest particulièrementvisible surl'œdèmedespattes
postérieuresnon-injectées,qui est unmarqueurdu processuspolyarthritique.La sévéritéest
maximaleà J21 sur les deux pattes. Les deux AINSinhibentsignificativementl'œdèmedès
J2 sur lapatte injectée età partir de 112 sur la patte non injectée.L'effet sembledose
dépendantpour le méloxicam. Les CIsü calculéesà J21 sont de 0,24 mg/kg/jpour le
méloxicamet de 7,34 mg/kg/j pour le naproxène.
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Figure 30 Evolution des volumes des pattes injectées (A et B) et non-injectées (C et D) au cours de
l'arthrite à l'adjuvant et sous l'effet de deux AINS à différentes doses (n = 8 animaux par lot) (* :
p<O,OS /térnolns ACf).

13. Réductiondu handicapfonctionnel

Lesrats ayant unrythmenycthéméralbien défini avec unepériode d'activiténocturne,
nous avons étudié l'influencedes AINS sur lamobilité pendantles phasesd'obscurité.

La mobilité est représentée en pourcentage par rapport à l'activité de la nuit de
référence(JO) (Figure 31).
Les rats arthritiques présententune hypomobilité initiale, maximale à 11 qui se corrige
partiellementjusqu'à 17. A partir de 18, les animaux ont uneseconde phase d'hypomobilité
qui s'accentueprogressivementpour être maximaleentre 116 et 121(Figure 31). Ces deux
phases d'hypomobilité coïncident avec les deux pics fébriles et traduisent probablement
l'inflammation et/ou la douleur locale associée à la sensibilisation puis l'atteinte
polyarthritique d'origine immunologique. L 'effet des AINS reste modéré sur ceparamètre
avec uneffet non significatif sur l'hypomobilité initiale. Nous avons choisicomme critère
d'efficacité des médicaments, la correction de 20 % de l 'hypomobilité. Sur ce critère,
l'analysedes AUC montreque les doses efficaces sont supérieures aux dosestestéesentre 11
et J4 pour le méloxicam et que la Dh oest de 21,56 mg/kg/j pour lenaproxène. En revanche,
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sur l'hypomobilité secondaire, les doses efficaces (Dho) sont de 1,68 mg/kg/j pour le
méloxicamet de 4,66 mg/kg/jpourle naproxène.
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Figure 31 Activité nocturne au cours de la polyarthrite par adjuvant exprimée en pourcentage par
rapport à JO (nuit de référence) (n =5 animaux par lot)

Ces résultatsmontrentdonc que les AINS n'ont pas d'effet significatif au coursde la phase
d'inflammation aiguë (jusqu'à J7), puisqu'ils ne parviennent pas à rétablir, au moins
partiellement, l'hypomobilité. Par contre, ils semblentplus efficacesau cours de la phase
d'inflammationchronique(15-121).

14. Réductiondesmarqueursbiologiques de la réactioninflammatoire

Nous avons choisi d'étudier les variations des concentrationscirculantes d'IL-6 ,
comme marqueur biologique de l'inflammation, car il existe une corrélation entre ces
concentrationset la sévéritédu processuspolyarthritique(Leisten et coll, 1990).

La productiond'IL-6 se décomposeen deux pics : un pic précocecorrespondantà
l'inflammation aiguëassociée à la sensibilisationdes animaux(phaseaiguë) et un pic tardif
correspondant à l'apparitionde la polyarthrite (phasechronique). Ceci est illu strépar des taux
d'IL-6 (Figure 32) qui sontmaximumà 12 et à 112 chez les animauxarthritiques.
Le méloxicam et le naproxènediminuent les taux d'IL -6 mais avec des profil s différents
semblantrefléter leur efficacité anti-inflammatoire. Ainsi, le naproxène diminue les taux
d'IL-6 pendantla phaseprécoceet la phase tardivede l'arthrite alors que le méloxicamn'est
efficaceque pendantla polyarthrite débutanteou déclarée (efficacité maximale du MLX3 à
112).

Il semble doncexister une assez bonne corrélationentre l'efficacité desAINS et leurpouvoir
anti-inflammatoire systémique.
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Figure 32 Inhibition de l'IL-6 par le méloxicam (A) et le naproxène (B) au cours de la polyarthrite par
adjuvant (n=3 animaux par lot)

II. Propriétés anti-pyrétiques des molécules

Nous avons évalué lespropriétésanti-pyrétiquesdesmoléculesen mesurantles variationsde
températurecorporellenocturnedesanimauxpar biotélémétrieau cours de lapolyarthriteà
l'adjuvant.
Les animauxsensibilisésprésententdeux pics de fièvredistincts(Figure 33). Le premierpic
fugace observé à 11correspondà la réactioninflammatoireaiguëprovoquéepar l'injection
d'ACF. Le second pic débute vers 17, est maximal à 112 et se prolongejusqu'àJ21. Ce pic
correspondau développementde lapolyarthrite(phase« chronique») et estmaximal lorsque
la polyarthrites'étendà l'ensembledesarticulations.
L'effet antipyrétiquedestraitementa été étudié enconsidérantséparémentles deux pics de
température puisqu'ils correspondentprobablement à des phénomènespathologiques
différents. Les résultatsexpriméssous la forme des aires sous la courbe entre 11 et J4d'une
part et entre J5 et J21 (Figure 33)d'autrepart, montrentque les AINS ont despotentialités
différentes.
Ainsi les DIso (doses réduisant l 'AUC de 50%) déterminéespour le méloxicam sont
respectivementde 0,73 et 0,14 mglkg/j pour le pic initial et pour le second pic. Le naproxène
présentedesDIsode 9,44 et de 9,38 mg/kg/j.
Aux pics, les deux AINS ont desDL1 ,o0c (dosesabaissantla fièvre de 1°C) différentes. A 11,
la DL1,o°c du méloxicamestsupérieureaux doses testées alors que celle dunaproxèneest de
5,04 mg/kg/j. A 113, laDL1,ooc du méloxicamest de 0,35 mg/kg/j et celle dunaproxèneest de
4,47 mg/kg/j. Le méloxicamsembledonc plusefficacesur le second pic de fièvre que sur le
premier,à ladifférencedu naproxène.
Les différencesde valeurs deDIsoou deDL1,o°c, commecelles observées avec lamobilité
spontanéedesanimaux,relèventprobablementdesdifférencespharmacocinétiquesentre les
deux AINS(demi-vielongue pour leméloxicamet demi-viecourtepour lenaproxène).
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Figure 33 Courbes de température exprimée en variation par rapport à la température de référence
prise à JO, au cours de l'arthrite par adjuvant - Etude de l'effet du méloxicam et du naproxène sur la
température corporelle nocturne (n =5 animaux par lot)

III. Répercussion des processus dysimmunitaires sur les organes

lymphoïdes

Chez le rat arthritique, on observe une involution thymique (Figure34A) et une
splénomégalie(Figure 34B) quiapparaissentdès ledéveloppementde la polyarthrite (112).
Même s'il n'estpasétabli de façon précisesi les modifications morphologiquesdes organes
lymphoïdes relèvent directement des désordres immunologiques (transfertpassif de la
maladie par descellules spléniques ou certains clones lymphocytaires CD4+,vaccinationpar
certains clones lymphocytaires CDg-) ou de leurs conséquencessur la réactioninflammatoire
systémique, les AINS ont des effets différents sur la rate et le thymus. Ainsi, aucune des
concentrationstestéesne diminuesignificativementle poidssplénique, mêmesi une réduction
importante de ce paramètrepourraitrefléter également uneéventuelle toxicité du médicament.
En revanche, les deux AINS corrigent l'involution thymique, notamment aux fortes
concentrations, cet effet étant plus marqué à Jl2 et Jl6 qu'à J21. Ces deux paramètres
confirment indirectementl'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 l'arthrite par adjuvant (n = 6 animaux par lot) (* : p<O,OS
/t érnoms ACf)

IV. Comparaison de la sélectivité d'inhibition des molécules in vivo

IV.I. ProductionsériquedeTxB2parlesplaquettes

Les taux sériquesde TxB2 fluctuent au cours de lapolyarthriteavec un picprécoce
d'intensitémodéréeà J2 et un secondpic importantà 112 (Figure 35A et B).
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Figure 3S Variation des taux sériques de TxB2 au cours de la polyarthrite sous l'effet de différentes
concentrations de méloxicam (A) et de naproxène (B) (n =3 animaux par lot) (* : p<O,OS / t émolns
ACf)

Pour considérerl'effet inhibiteur global des molécules sur cette fonction majoritairement
dépendantede COX-l , nous avonspris encompteles AUC deJO à J21.
Les DIsüsont respectivementde 0,30 mg/kg/j pour le méloxicam et de 7,29 mg/kg/j pour le
naproxène.L' effet est dose-dépendantpour les deux AINS, mais avec une cinétiqueun peu
différente puisque le naproxènea un effet inhibiteur important dans la phaseprécoce(12)
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alors que leméloxicamsembleplus actif à la phased'étatde lamaladie(J12). Commepour
l'effet antipyrétique,ceci est en faveur del'influencedescaractéristiquespharmacocinétiques
des deux produits.

1v'2. ProductionplasmatiquedePGE1parles leucocytesactivés

L'activité de COX-2 a étéévaluéeavec ou sansstimulationpar le LPS, dans le but de
vérifier si le développementde la maladies'accompagneou nond'une inductionde COX-2
dans lesleucocytescirculants. Les résultatspréliminairesne montrent pas d'induction de
l'activité COX-2 par le LPS(Tableau15), ce qui nepermetpas d'évaluercorrectementle
pouvoir inhibiteurdes AINS.

Tableau 15 Taux plasmatiques de PGE2à J2 après stimulation ou non par du LPS

Traitement Dose(mglkg/j) PGE2(ng/mI)

sansLPS avecLPS

Témoinsabsolus 6,29 ± 3,92 3,47 ± 1,27

TémoinsACF 2,15±0,44 2,44 ± 0,63

MéIoxicam 0,1 1,79 ± 0,14 3,45 ± 1,22

0,3 2,44 ± 1,27 2,07 ± 0,88

1,75 ± 0,68 2,49 ± 0,53

3 4,09 ± 0,79 2,67 ± 0,48

Naproxène 3 1,70±0,35 1,1l±0,06

10 1,69 ± ,25 1,88±0,71

30 2,13 ± 0,40 1,67±0,1l

Cependant,nous n'avonspas observéde variationssignificativesdes taux dePGE2 chez les
ratsarthritiquesau cours de lapolyarthrite(Tableau16).

Tableau 16 Taux plasmatiques de PGE2 chez des rats arthritiques au cours du développement de la
maladie

TémoinsACF JO J2 J7 J12 J16 J21

sansLPS 6,29±3,92 2,15 ± 0,44 2,13±0,15 1,58±0,13 1,72±0,11 3,83±1,19

avecLPS 3,47 ± 1,27 2,44 ± 0,63 2,30 ± 0,52 2,51 ± 0,41 1,77 ± 0,28 3,39 ± 0,21

-115-



Etudeexpérimentale-t'ri' l'art ic

Ceci n'estpas en faveurd'une inductionspontanéede la COX-2leucocytaireau coursd'une
inflammation systémique.En revanche,l'absenced'induction par le LPS est surprenante,
puisquece mode destimulation est trèsefficace sur le sang total humain et que les faibles
concentrationsd'aspirineutilisées(10 Mg/ml) commeprétraitement,n'inhibentefficacement
que la COX-1plaquettaire.

IV. 3. PouvoirinhibiteurdesAINSdans les tissus cibles

IV3. J. Inhibition de la synthèse desPGE'2dans lespattesinflammatoires

Tableau 17 Contenu en PGE2 dans les pattes inflammatoires (n=4 animaux par lot)

[PGE2) en ng/g de tissu

TACF MLXO,l MLXO,3 MLXl MLX3 NPX3 NPXIO NPX30

J2 1 15.6±9.1 15.5±S.3 14.0±7.3 13.S±4.5 10.2±3.9 22.2±7.7 l5.6±5.5 Il.6±4.0

NI ND ND ND ND ND ND ND ND

J12 1 29.1±7.6 27.0±6.4 26.S±6.2 15.9±13.6 21.S±3.732.l±2.2 21.5±S.O 25.9±6.7

NI ND ND ND ND ND ND ND ND

J16 1 30.S±11.3 31.5±6.4. 1O.4±2.7 lS.6±2.2 13.l±6.7 23.4±5.4 16.5±10.5 1O.0±5.S

NI 6.0±1.7 3.9±O.S 7.3±1.3 2.7±2.6 O.3±O.1 6.9±6.3 3.6±O.7 4.1±2.5

J21 1 2S.2±10.1 26.5±1.5 15.9±6.0 lS.2±9.9 5.6±7.l 31.2±3.6 33.7±3.6 26.2±1O.S

NI 16.4±11.3 l2.1±10.3 6.7±4.S 3.7±4.5 1.4±l.O l4.4±20.S 11.7±16.2 11.3±10.2

(I=patteinjectée;NI =pattenon-injectée;ND=nondéterminée ;Témoins absolus 2,54±O,27 ng/g de tissu)

Les deux AINS sont peuefficacessur la synthèse de PGE2 dans lapatteinjectéeau cours de
la phaseaiguë (J2) puis débutante(112) de lapolyarthrite(Tableau17). Il existeune relative
dose-dépendancede cette inhibition pour le méloxicam et, à un degrémoindre pour le
naproxène.Le seuil de significativité n'est toutefois pas atteint en raison de la grande
variabilité interindividuelledesrésultats.
Lors del'arthritedéclarée,les 2 AINSconserventune faibleefficacitésur lecontenuen PGE2

de la patteinjectéealors qu'ils exercentun effet inhibiteurmarqué dans la pattenon-injectée.
Le méloxicamest trèsefficacesur ceparamètredès laposologiede 1 mg/kg, alorsqu'il existe
une apparenteperte d'efficacitédes fortesposologiesde naproxène�(�~�1�O mg/kg) entre116 et
J21.

IV3.2. Inhibition de la synthèse desPGE2 dans la muqueusegastrique

Le contenuen PGE2 des muqueusesgastriquesvarie peu au cours dudéveloppement
de lapolyarthritemais demeuretoujoursinférieurà ce qui est mesuré chez lesanimauxsains
(Figure36A et B).
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Figure 36 Inhibition des PGE2 au niveau de la muqueuse gastrique par le méloxicam (A) et le
naproxène (8) au cours de la polyarthrite par adjuvant (n =3 animaux par lot) (* : p<O,OS /témoins
ACf)

Les deux AINS inhibentce paramètrede façon dose-dépendante avec des DIso calculéessur
l 'AUC JO-121(pouvoir inhibiteurglobal) de 0,78 mg/kg/j pour le méloxicamet 14,94 mg/kg/j
pour le naproxène.
Lorsquece paramètreest évalué au momentoù la sévérité de la polyarthriteest maximale
(J21), les DIso sont respectivementde 1,22 mg/kg/j pour le méloxicamet de 16,33 mg/kg/j
pour le naproxène.
La Figure 36montreégalementque, pouruneposologiedonnéede naproxène, l 'inhibition est
maximale à J2 puis tend à diminuer ce qui suggère l'existence d'une cytoprotection
adaptative. Ce phénomènen'estpas retrouvé aussinettementpour leméloxicam, peut-être en
raison de sescaractéristiques pharmacocinétiques(faible inhibition à 12) mais également de
sonadministrationquotidienne unique (fractionnement desdosesfavorable àl 'adaptation).

l V.3.3.Index desélectivité

L 'effet du méloxicam sur les paramètres inflammatoires augmente avec le tempscomme
l'indique la diminution progressivede la DIso dans lespattes inflammatoiresentre 12 et 121
(Tableau18). Sur ceparamètre, le naproxènen'exercequ'uneefficacitétransitoireà J16.
LesDI so des deux AINS sur lesPGE2 gastriquesaugmententnettement entre 12et J12, ce qui
suggèreune possible cytoprotectionadaptative. Ce phénomèneest beaucoupplus marqué
pour le naproxèneet pourrait être favorisé par l'administrationbiquotidiennedu produit (voir
page 102).
Les index calculésà partir des DIso tissulaires(PGE2 pattes/ PGE2 gastriques)(Tableau 18)
permettentde comparer l 'efficacité des moléculesà leur tolérance et d'estimer leur index
thérapeutique, aux spécificités d'espèces près. Nos résultatsmontrent un index plus favorable
sur la patte non-injectéeque sur la patteinjectée. Seul leméloxicamobtientun index inférieur
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à 1 à 121. Cet indexfavorable semblecependantêtre d'avantagedue àl'augmentationde
l'efficacitédu méloxicamavec le tempsqu'àl'augmentationde sa tolérance.

Tableau 18 Valeurs des 0150 du méloxicam (MU<) et du naproxène (NPX) sur les contenus en PGE2

dans les pattes inflammatoires et la muqueuse gastrique. calcul des index de tolérance (0150 PGE2

pattes/DIso PGE2 gastrique).

Dl soPGE2 pattes DlsoPGE2 gastriques DlsoPGE2 pattes/

(mg/kg/j) (mg/kg/j) DlsoPGE2 gastriques

MLX NPX MLX NPX MLX NPX

J2 >3 >30 0,33 <3 a a

NI ND ND ND ND

J12 >3 >30 0,52 20,03 a a

NI ND ND ND ND

J16 l 1,16 11,9 0,41 14,74 2,83 0,80

NI 0,81 >30 1,97 a

J21 l 0,87 >30 1,22 16,33 0,71 a

NI 0,26 >30 0,21 a

(a: noncalculable;ND: non déterminé)

v. Effet des molécules sur l'anabolisme du cartilage patel/aire

Cetteétudea été faite sur lesrotulesdu cotéinjectéet du coté non-injecté. Nous avons
dissocié la partie centralede la rotule de sapartie périphériquepuisqueces deuxrégions
anatomiquespeuventêtreaffectéesdifféremmentau cours decertainsmodèlesd'arthropathie
(arthrose notamment). Nous n'avons observé aucune différence dans les profils
d'incorporationde sulfateradiomarquéentrele centreet la périphériedes rotules, ce qui nous
a amenéà neprésenterque lesrésultatsobtenuspour la partiecentrale(Figure 37A et B).
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Figure 37 Anabolisme du cartilage patellaire du côté injecté (A) et non-injecté (8) au cours de
l'arthrite à l'adjuvant et influence de différentes doses de méloxicam et de naproxène (n = 6 animaux
par lot) (* : p<O,OS /témoins ACf)

Du côté injectéunebaissed'anabolismedu cartilageestobservéedès J2 et elle estmaximale
à partir de 112. Aux faibles concentrations,le naproxèneaggrave l'inhibition d'anabolismeà
17 et J21 alorsqu'il exerceun effet favorableà la plus forteconcentrationà 17 et 112. La
variabilité des effetsobservéset leur apparentediscordanceentreles concentrationsrelèvent
probablementdavantagedesconditionsexpérimentalesque d'un effet propredu médicament.
En revanche, le méloxicamn'exerceaucuneffet aggravantsur ceparamètre.
Du côté non-injecté,la baissed'anabolismeapparaîtvers 17 et estmaximaledès 112(phase
clinique de lapolyarthrite). Les fortesposologiesd'AINS (méloxicam3 mg/kg/j etnaproxène
30 mg/kg/j) corrigent partiellementla baissed'anabolismeà 17, 112 et 116, mais elles sont
sanseffet àJ21. Aucuneffet aggravantn'estcependantobservésur ceparamètre.
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VI. Tableau récapitulatif

Au cours de ceprotocole,le méloxicamet le naproxèneont exercé les effets suivants sur nos
paramètresd'évaluation:

Produit Méloxicam Naproxène

Score3 pattes

• DE2s à 121 en mglkg/j 0,47 15,8

• DE40 à121 en mg/kg/j l,57 >30

Œdèmepatte non injectée

• DEsoà121 en mg/kg/j 0,24 7,34

Fièvre par biotélémétrie

• DL1,o°c en mglkg/j
Pic initial (J1) >3 5,04

Pic secondaire(JB) 0,35 4,47

• DIsoAUe en mg/kg/j
Pic initial (10-J4) 0,73 9,44

Pic secondaire(15-121) 0,14 9,38

Hypomobilité par biotélémétrie

• Dho AUe en mg/kg/j
Phase aiguë (10-J4) >3 21,56

Phasesecondaire(15-121) 1,68 4,66

Anabolisme patellaire des protéoglycanes
12-121 Paseffet Paseffet

significatif significatif

Production plaquettaire de TxB2
• DIsoAUeJO-121en mglkg/j 0,30 7,29

Contenu en PGE2muqueusegastrique

• DI soAUe JO-121en mglkg/j 0,78 14,94

• DI soà J21 en mglkg/j 1,22 16,33

Contenu en PGE2des pattesinflammatoires

• DI soà121 en mg/kg/j
Patteinjectée 0,87 >30

Patte noninjectée 0,26 >30

Index de tolérance à J21 (PGE2patteIPGE2muqueuse)
Patteinjectée 0,71 Non

Pattenon injectée 0,21 calculable
Non
calculable

Taux circulants d'IL-6

• DIsoà112 en mg/kg/j 1,08 5,80
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1. Effet du célécoxib sur la fonction articulaire et le cartilage

patellaire dans le modèle expérimentale d'arthrite aiguë au

zymosan chez le rat

1.1. MATERIEL ET METHODE

Il.1. Animauxet traitement

Ll.I,a. Animalerie

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

Il.1. b. Inductionde l'arthrite et traitements

Les traitements sont administrés sous la forme de suspension dans 0,5% de CMC contenant
0,025% de Tween 20,àpartir dujour de l'injection (JO).
L'arthrite est induite parl'injection intra-articulaireunilatérale (dans le genou droit) ou
bilatérale(pour l'étudebiotélémtrique)de zymosan (2 mg dans 50III de sérum physiologique
stérile).
Le célécoxib est utilisé à 3posologies: 1, 3 et 1°mglkg/j en deux administrations
quotidienneset le naproxène à deuxposologies:10 et 30 mg/kg/j en deux administrations
quotidiennes. Les témoins reçoiventl'excipientdeux fois par jours pour provoquer le même
stress chez tous les animaux.

11.2.Paramètresétudiés

Ll.Z:a. Températurecorporelleet activitélocomotrice

L'enregistrementen continu de la température corporelle et del'activité locomotrice est faite
commedécriteprécédemment(voir page 102) parbiotélémétriedeJO à J5 après une injection
bilatéralede zymosan, avec une attention particulière pour la fièvre entreJO et J2.
Les résultats sont exprimés envariationdetempératureet de mobilité nocturnes en référence
à la nuit précédentl'injection.
L'effet des deux molécules a été testé aprèsl'administrationd'unedemi-dose avantl'injection
ou aprèsl'administrationd'unedose complète avant l'induction.

1.1.2.b. Mesure dudiamètredesgenoux

La mesure du diamètre des genoux est réalisée àl'aided'uncaliper Oditest avantl'injection
(JO), puis à 1, 2 ou 4jours après une injection intra-articulaire unilatérale de zymosan. Les
résultatssont exprimés en pourcentage de variation par rapport au genou non-injecté.
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1. 1.2. c. Anabolismedesprotéoglycanes

La mesurede ceparamètrebiochimiqueest faite à J2 et J4 après uneinjection unilatérale de
zymosan.L'étude est faite sur les rotules avec uneattention particulièreportéeà la partie
centrale(punch de 2 mm dediamètreréalisé à l'aide d'un emporte-pièce(Biopsy Punch,
Stiefel, France)par une incorporationex vivode soufreradiomarqué.Brièvement,les rotules
sont prélevéesstérilementsur lesanimauxaprès leursacrifice suivant la procéduredécrite
précédemment.Elles sont disséquéespuis placéesdans 1 ml demilieu RPMI Hépés 1640
supplémentéavec 1% de glutamineet 1% de péni-streptomycine.Elles sont ensuiteincubées
ex vivoà 37°C sous uneatmosphèreà 5% de CO2 dans un milieuidentiquecontenant0,8 FCi
de Na2

35S04suivantle mêmeprotocoleque celuidécritplus haut(voir page 104).
Les résultatssontexpriméen pourcentagedevariationpar rapportau genou non-injecté.

f.I.2.d. Dosagede l'interleukine-6circulante

L'IL-6 est mesuréesur le sérumprélevé sur les animaux à J2 et J4 parponction intra
cardiaqueaprèsleur anesthésie.Le sangest prélevédans des tubes stériles et le sérum est
obtenupar prélèvementdu surnageantaprèscentrifugationdes tubesà températureambianteà
2000 g (3200 rpm)pendant10 min (centrifugeuseJuanBR 3.11).
Le principe du dosagerepose sur laprolifération IL-6 dépendantede l'hybridome murin
7TDI et a étédécritprécédemment(voir page 106).

11.3.Analysestatistique

Les résultatsont été comparéspar l'analysedes variancesà l'aide du logiciel super
ANOVA (AbacusConceptInc., Berkeley,CA) suivie du test S de Scheffé. Les résultats sont
expriméssous la forme de lamoyenne± écarttype centrésur lamoyenne(m ± sem). Le seuil
de significativitéa été choisià 5 %.
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1.2. RESULTATS

L2.l. Effetami-œdémateux

L'œdèmedu genouconsécutifà l'injectionde zymosan est maximale le premierjour qui suit
l'induction (Figure 38). Les deux traitementspermettentde réduire l'œdèmede façon dose
dépendante. Le CXB s'avèrecapable de réduirel'œdèmede façon significative à J2 à la dose
de 3 mg/kg/j et à J4à la dose de 10 mg/kg/j. Le NPX n'estefficace qu'à J4 à la dose de 30
mg/kg/j.
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Figure 38 Œdème 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<O,OS)

I2.2. Réductiondu handicapfonctionnel

1.2.2.1.Demi-dose avant l' inductionde l'arthrite

La perte spontanée de mobilité consécutiveà l'injectionbilatéraleintra-articulairede zymosan
débutela première nuit suivantl'induction(NO), et est d'embléemaximale (Figure 39).
Nous n'avonspu établir de corrélation entre les intensitésde la fièvre et del'hypomobilité
chezles animaux arthritiques au cours des deux expériences.
Nous avons observé un effet limité du CXB3 et du NPX 10 au cours de l'expérience2.
Cependant, cette expériencetémoigne d'unefaible hypomobilité.
Le CXB montre un effet dose-dépendant au niveau du pic d'hypomobilitémais globalement
leNPX 10 est plus efficaceque le CXB3 sur la perte maximaled'activité locomotrice
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Figure 39 Evolut ion de l'activité locomotrice nocturne au cours de l'arthrite au zymosan et effet du
CXB et du NPX (n=8 animaux par groupe)

1.2.2.2.Pleinedoseavantl 'inductionde l'arthrit e

Les deux doses de CXB (CXB3 et 10) et une dose de NPX(NPX30) sont efficacesdans une
des deuxexpériences(expérience2).
L 'administrationd'unedosecomplètede traitementavant l'induction de l'arthrite ne permet
pas d'obtenirun meilleureffet correcteursur l'hypomobilitéspontanée(Figure 40).
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Figure 40 Evolution de l'activité 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)

L2.3. Tauxd'IL-6 circulante

Nous n'avons pu mesurerqu'une faible augmentationdes tauxd'Il-ô chez les animaux
arthritiques(à J2 et à J4). Cette augmentationn'atteint pas le niveau de significativité. Les
AINS sont sans effet aux deux temps.
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1.2.4.Propriétésanti-pyrétiquesdesmolécules

1.2...1.1.Demi-doseavantl 'inductionde l'arthrite

L'injection intra-articulairebilatéralede zymosanconduità uneaugmentationsignificativede
la températurecorporelleau cours de lapremièrenuit suivantl'induction (Figure 41). Elle
retourneensuiteà une valeurquasi-normalejusqu'àla fin del'expérience.
Le pic de fièvre estbeaucoupplus marqué dansl'expérience2. Ceci permet un effet plus
marqué des AINS.
Le CXB inhibe la fièvre de façondose-dépendente.Par contre, il ne nous a pas été possible de
reproduireles effets du NPX dans les deuxexpériences.
Les effets du CXB3 et du NPXIO sont similaires.
Les deuxmoléculesne montrent pasd'effet différentssur le retour au niveau de base de la
température(entreNO et NI).
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Figure 41 Evolution de la température corporelle nocturne au cours de l'arth rite au zymosan et effet
du célécoxib (CXB) et du naproxène (NPX) (n= 8 animaux par groupe)

1.2.4.2.Pleinedoseavant l 'induction

L 'administrationde CXB pleine dose avantl'injection intra-articulairede zymosandans les
deux genouxconfirmesoneffet dose-dépendant(Figure 42).
Le NPX est lui aussicapabled'inhiber l'augmentationde la températurecorporellenocturne
de façondose-dépendante.
L 'efficacité des deuxmoléculesest augmentéeen comparaisonà l'efficacitéobservée après
unedemi-doseavantl'injection. Cetteconstatationestd'autantplus importantepour le NPx.
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Il est possible que leNPX à la plus forte dose(NPX30) ait un effet hypothennique.
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Figure 42 Evolution de la température corporelle après une injection bilatérale de zymosan en intra
articulaire et après l'administration d'une plaine dose de CXB ou de NPX avant l'induction (n=5
animaux par groupe)

1.2.5.Anabolismedesprotéoglycanesdu cartilage

L 'injection de zymosan provoque une baisse significative de l'incorporation de sulfate
radiomarquéaussibienau centrequ'enpériphériede larotule (Figure 43). Cettebaissereflète
la diminution de l'anabolismedesprotéoglycanesdu cartilage, Lesdeuxtraitementssontsans
effet sur la baissed'anabolismedes protéoglycanesdu cartilage au centrede la rotule à J2,
alors qu'il existe un légereffet effet inhibiteur du célécoxibà J4. De même, il existe un effet
inhibiteurmodéré dans la périphérie de larotule à J2 avec le célécoxib à la dose de 3 mg/kg/j
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et avec le naproxèneaux deux dosestestées. Cependant,aucun effet délétèren'est observé
dans cette partie ducartilage à J4.
Ces résultats nesuggérentdonc pasd'effet délétèresdes deux moléculesdans nos conditions
expérimentaleset aux doses testées.
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Figure 43 Variation de l'anabolisme des protéoglycanes du cartilage au centre (A et B) et en
périphérie (C et D) de la rotule après une injection unilatérale de zymosan (A et C) ou de sérum
physiologique (B et D) (n=8 animaux par groupe) (* : p<O,OS ; ** : p<O,OOl)
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1.3. ANALYSE GLOBALE

Nous avons puconstaterla bonneefficacité du CXB sur la fièvreconsécutiveà l'induction
d'une arthrite aiguëpar uneinjection bilatéralede zymosan.Le CXB utilisé à la dose de 10
mglkg/j a uneefficacitééquivalenteà celledu NPX à la dose de 30 mg/kg/j.
Par contre, les deux moléculesn'ont qu'un effet faible sur l'hypomobilité. Dans ce cas, le
NPX à 10 mg/kg/j a uneffet plus marquéque le CXB 3mglkg/j.
L'administrationd'unedosecomplètejusteavantl'injection de zymosan permetd'améliorer
l'efficacité des traitements sur la fièvre mais ne permet en aucun cas decorriger
l 'hypomobilitéinduite par le zymosan.
Les deuxmoléculespermettentuneréductionconsidérablede l' œdème du genou.
Nous avons pumettre en évidence une tendance globale à l'aggravation de la perte
d'anabolismedes protéoglycanesau niveaude la rotule du coté injectéeet uneréductionde
l'overshootdu cotécontrolatérale(injectéavec dusérumphysiologique).
De même,nous avons punoter la bonnetoléranceglobaledes deuxtraitements,aux doses
testées,sur lecartilage.
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Il. Effet du célécoxib sur la fonction articulaire et le cartilage

patellaire dans le modèle expérimental de polyarthrite (arthrite à

l'adjuvant) chez le rat

Il.1. MATERIEL ET METHODE

111.1.Animauxet traitements

Il.1.1.l. Animalerie

Les rats Lewis mâles 150-175 g(CharlesRiver, France)étant plus sensiblesà l'adjuvant
complet de Freund sont utiliséspour cette étude. Ils sonthébergés comme décrit
précédemment(voir page 102).

Il. 1.1.2.Inductionde l'arthrite et traitements

Les traitementssontadministréssous la forme desuspensiondans 0,5% de CMCcontenant
0,025%de Tween20, àpartir du jour de l'injection (JO).
L'arthriteest induitecommedécriteprécédemment(voir page 102)
Le célécoxib est utilisé à 3posologies: 0,3, 1 et 3 mg/kg/j en deuxadministrations
quotidienneset le naproxèneà deux posologies:10 et 30 mg/kg/j en deuxadministrations
quotidiennes.Les témoinsreçoiventl'excipientdeux fois parjours pourprovoquerle même
stresscheztous les animaux.

/l.1.2. Evaluationde lasévéritéde l'arthrite
Le «Matériel et Méthodes»correspondantà cette partie a étédécrit précédemment(voir à
partir de la page 102)

11.1.2.1.Températurecorporelleet activitélocomotrice

11.1.2.2.Paramètresclassiquesd'évaluationde lasévéritéde l'arthrite

Il.1.2.4. Mesurede l'IL-6 circulante

111.3.Anabolismedesprotéoglycanes

111.4. Contenu enmédiateursdans lestissuscibles
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IIJ-I.1. ContenuenPGE2danslespattesarthritiques

II. 104.1.ContenuenPGE2 dans lamuqueusegastrique

11.104.3.Tauxcirculant de TxB2

Ill. 5. Analysestatistique
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11.2. RESULTATS

IL2.1. Comparaisondeseffetsanti-inflammutoiresdesmolécules

lI. 2.J. J. Evolution de la massepondérale et du score clinique

Les animaux arthritiques subissentune perte de gain de poidsimportante. Celle-ci est
maximalequand lapolyarthritese généralise(à partir de J12) (Figure 44A et B). Les deux
AINS, aux dosesutilisées, ne montrentaucunetoxicité, qui semanifesteraitpar une perte de
poids supplémentaire. Les traitementscorrigent la perte de gain de poids de façon dose
dépendante. L'efficacitémaximaleest observée sur la phase tardive de la maladie.
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Figure 44 Evolution du poids des animaux au cours de la polyarthrite à l'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=S par groupe) (* : p<O,OS; **:
p<O,OOl ; *** : p<O,OOS).
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Le score desévéritéd'arthrite, déterminé sur les 3 pattesnon-injectées,nous permet de
confirmerla généralisationde lapolyarthriteà partir deJl2 (Figure 44C et0).

Les AINS sontcapablesde réduire lasévéritéde l'arthrite (Tableau19). Le CXB à la dose de
3 mg!kg/j a uneefficacité comparableà celle du NPX à 30 mg!kg/j. Les deux AINSà ces
deux doses ont un effetmaximaleàJl5 et J21 dans une des deuxexpériences(Figure 44D).

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

A B

DE30 J15
DE30 J21

CXB NPX CXB NPX
>3 >30 1,2 20,8
2,1 18,7 1,3 12,4

DE30en mglkg/j: dose efficacepermettantde réduire de 30% lescorede sévéritéd'arthrite

11.2.1.2.Effetanti-œdémateux

L'œdèmedes pattespostérieuressuit les deux phases décrites par la fièvre enbiotélémétrie:
un œdèmeinitial causé parl'injection d'ACF (J2) et un œdèmesecondairedû à lapolyarthrite
(121) (Figure 45).
Le CXB à la dose de 1 et 3 mg!kg/j et le NPX aux deux dosestestées,10 et 30 mg/kg/j
réduisentde façonsignificative l'œdèmede la patte injectée (Figure 45A et B).Néanmoins,
ils s'avèrentplus efficacessur laphasetardiveque sur la phaseprécoce(Tableau20).
Le CXB inhibe l'œdèmede façondose-dépendantealors qu'il est difficile de différencierles
deuxdoses deNPx.
L'œdèmede lapattenon injectéedevientévidentà partir de 115 (Figure 45C et D).
La différencede sévéritéobservéeentreles deuxexpériencesavec le score cliniquen'estpas
retrouvéeavecl'œdème. Cecidémontreque les deuxparamètres,œdèmeet score, nereflètent
pas lesmêmesaspectsde la maladie.
Le CXB inhibe le développementde l' œdème de la pattenon-injectéede façon dose
dépendante.Comme du coté injecté, les deux doses de NPXprovoque le même effet
inhibiteur. Lepouvoirinhibiteurdes AINS estidentiqueà 115 et à 120.
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Figure 45 Mesure de l'œdème des pattes postérieures injectées (A et B) et non-injectées (C et D) au
cours de la polyarthrite à l'adjuvant. Les mesures sont faites lors de deux expériences (expérience 1 :
A et C; expérience 2: B et D) (n=S animaux par groupe) (* : p<O,OS; ** : p<O,OOl; *** :
p<O,OOS).

Tableau 20 Quantification de l'efficacité des traitements sur l'œdème des pattes postérieures, sur la
patte injectée àJ2 et sur la patte non-injectée àJ21 au cours des deux expériences réalisées (A et B)

A B
CXB NPX CXB NPX

DE20 J2 1,2 <10 0,8 <10
DEsoJ21 l 0,4 <10 0,5 <10

NI <0,3 <10 0,8 <10
DEzOol1 s0en mg/kg/j: doseefficacepermettantde réduire de20 ou 50% del'œdème
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Il. 2.1.3.Réductiondu handicapfonctionnel

La perte demobilité spontanéenocturneconsécutiveà l'induction de l'arthrite par injection
d'ACF est biphasique(Figure 46). Elle intervient en deux phases:une phaseprécocede
courte duréecorrespondantà la phaseinflammatoireaiguë et unephasetardive associéeà
l'installationde lapolyarthrite.La pertede mobilité est maximaleà J21.
Les deuxexpériencesréaliséessont trèsdifférentesen terme desévérité.
Le CXB n'exercequ'unfaible effet sur lamobilité au cours del'expériencela plussévère(A)
alors que leNPX montreun effet plus reproductibleau cours des deuxexpériences.
Il n'est pas possible d'observer d'effet dose-dépendantpour les deux AINS.
Les deuxmoléculess'avèrentbeaucoupplus efficacessur laphaseinitiale inflammatoireque
sur laphasetardivechronique(Tableau21). De plus, le NPX a unevitessed'actionbeaucoup
plus rapideque le CXB(NO).
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Figure 46 Evolution de la mobilité spontanée au cours de la polyarthrite à l'adjuvant et effet du CXB
et du NPX (n=5 animaux par groupe)

Tableau 21 Quantification de l'effet du CXB et du NPX sur la mobilité spontanée nocturne au cours
de la polyarthrite à l'ACF

A B

CXB NPX CXB NPX
DE20 NO >3 <10 NO >3 <10
DE 20AUC N-11N6 <0,3 20,0 N-11N3 <0,3 <10
DE20AUC N71N20 ND ND N41N20 ND ND

(DK20 (en mg/kg/j): dose effcicace permettant de corrigerde 20% la pertede mobilité ; DE20AUC (en mg/kg/j) :
doseefficace permettantde réduirede 20% l' aire sousla courbe(AUC) de mobilité ; ND : non déterminable)
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11.2.1.3. Diminution desmarqueursbiologiquesde l 'inflammation

La productiond'IL-6 suit les deux phases observéesavec la télémétrie. Elle sedécomposeen
deux pics, un à J2 correspondantà l'inflammationaiguë et unà J21 correspondantà la phase
chronique(Figure 47).
Les AINS ne réduisentque modestementles taux d'IL-6 aux fortes doses testées dans les
stadesprécoces(12 et J6). Par contre, ils permettentuneréductionsignificative au cours de la
phase chronique.
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Figure 47 Taux d'I L-6 circulant au cours de la polyarthrite à l'adjuvant et effet des traitements avec
CXB et NPX (n=S animaux par groupe) (* : p<O,OS)

IL2.2. Propriétésanti-pyrétiquesdesmolécules

L'évolution de la températurecorporelle nocturnechez les rats arthritiquesmontrent une
réponse fébrile biphasique, avec un pic précoce (NO) associé àl'inflammation aiguë
(sensibilisationpar l'inj ectiond'ACF dans lecoussinetplantairedroit) et un pic plustardif (à
partir de NlO-N11) correspondantà la phaseimmunologique de la maladie, c'est-à-dire à
l' extensionde l'arthriteà tous lesmembres(polyarthriteévidente àpartir de 112) (Figure 48).
Les deux expériences réaliséesont démontré la même sévérité de la maladie et nous ont
permis d'observerune inhibition dose-dépendantedes deux pics de fièvre par le CXB et le
NPx. Les deux molécules ayant d'ailleurs un même profile d'inhibition avec un effet
équivalentdu CXB3 et du NPX1O.
L'efficacité des deux molécules est plus grande sur la phase tardive (Figure 48), avec une
différence beaucoupplus prononcéepour le CXB.
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Figure 48 Evolution de la température corporelle nocturne au cours de la polyarthrite à l'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 l'efficacité du CXB et du NPX sur la température corporelle nocturne au
cours de la polyarthrite par adjuvant

A B

CXB NPX CXB NPX
DLo,soc NO 1,8 <10 NO 2,1 <10

DLo,soc N10 0,6 <10 NIl 0,5 <10

DEsoAUC N-1/N5 2,0 14,0 N-1/N3 2,0 <10

DEsoAUC N6/N20 1,0 <10 N4/N20 2,0 <10
(Dlo,Soc(en mg/kg/j): dose inhibant de 0,5°C l'augmentation de la température corporelle nocturne;
DEsoAUC(en mg/kg/j): dose efficace permettant deréduire de 50%l' airesous la courbe (AUe) de température)

112.3.Sélectivitéd'inhibition desCOXSin vivo

Il .2.3.1. Inhibition de la COX plaquettaire par les AINS au cours de la

polyarthrite à l 'adjuvant

Les taux de TxB2 dans le sérum des animaux arthritiques augmentent encomparaison à ceux
observésdans le sérum des rats témoins, mais de façon nonsignificative (Figure49). Le CXB
est sans effet significatif sur les taux de TxB2. Cependant, le NPX inhibe la productionde
TxB2 de façon significative quel que soit le dosageet à tous lestemps étudiés(Tableau23).
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Figure 49 Variation des taux sériques de TxB2 au cours de la polyarthriteà l'adjuvant et effet du CXB
et du NPX (n=6 à 10 animaux par groupe) (* : p<O,OS)
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Tableau 23 % d'inh ibition des taux sériques de TxB2 par le CXB3 et le NPX10 par rapport aux
témoins ACF aux différents stades de la maladie et dose efficace (DEso) permettant l'inhibition de SO%
des taux sériques de TxB2

% d'inhibition vs ACF DEso(mglkg/j)
CXB3 NPXI0 CXB3 NPXI0

J2 14 71 >3 <10
J6 12 59 >3 <10
J15 -32 33 >3 <10
J21 8 35 >3 <10

1J.2.3.2. Pouvoir inhibiteur des AINS dans les tissus cibles au cours de

l'arthrit e à l'adjuvant

II.2.3.2.a. Inhibition de lasynthèsede PGE2 dans les pattesinflammatoires

Le contenuen PGE2 dans les pattesinflammatoiresest augmentéde façonsignificative par
rapport aux témoins absolus, dès J2 dans lapatte injectée et après 115 dans la patte non
injectée(Figure 50).
Le NPX30 inhibesignificativementla productionde PGE2 dans les pattesinjectéeset non
injectées. Par contre, le CXB3 n'est capabled'inhiber la productionde PGE2 dans la patte
non-injectéeà J21.

1 NI

J21

NPX30

Figure 50 Contenu en PGE2 dans les pattes inflammatoires à différents temps, sous l'effet du CXB3 et
du NPX30r dans les pattes injectées (1) et non-injectées (NI) (n=4 animaux par groupe) (* : p<O,OS ;
*** : p<OrOOS)
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II.2.3.2.b. Inhibition de lasynthèsedePGEzdans lamuqueusegastrique

Le contenuen PGEzde la muqueuse gastrique(antre)des ratsarthritiques n'estpasdifférent
de celui des ratstémoins(Figure 51).
Le CXB aux 3 dosestestées n'inhibe à aucuntemps le contenu enPGEz de la muqueuse
gastrique. Parcontre, le NPX inhibe de façon significative le contenuen PGEzdès les temps
les plusprécoces(J2 et J6) et à touteslesdosestestées(Tableau24).
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Figure 51 Taux de PGEz mesurés dans la muqueuse gastrique (antre) (n=4 animaux par groupe) (* :
p<O,05)

Tableau 24 % d'inhibition du contenu de la muqueuse gastrique par le CXB3 et le NPXI0 par
rapport aux témoins ACF aux différents stades de la maladie et dose efficace (DEso) permettant
l'inhibition de 50% du contenu en PGEzgastrique

% d'inhibition vsACF DEso (mg/kg/j)

CXB3 NPXI0 CXB3 NPXI0
J2 13 62 >3 <10
J6 -1 81 >3 <10
J15 22 70 >3 <10
J21 22 78 >3 <10

IL2.4. Anabolismedesprotéoglycanesdu cartilage

L 'inj ection d'ACF conduit à une baisse de l 'anabolisme des protéoglycanesdu cartilage
(Figure 52) dès J2 etjusqu'à J21 du coté injecté (patte droite, A et C) aussi bien au centre
qu'en périphérie de la rotule. La baisse se produit à partir de J15, au moment où la
polyarthrite devientévidente, ducoténon-injecté(pattegauche). Le profile d'inhibition de la
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synthèsedes protéoglycanesdans la zonepériphériqueest identique à celui de lapartie
centralede la rotule.
Globalementles AINS nesemblentpasaggraverla baissede synthèsedesprotéoglycanesdu
cartilage,saufpour le CXB à la dose de 0,3 mglkg/j à J6 auniveaude la pattenon-injectée
dans lapartiecentraleet pour le NPX 10 mglkg/jà J6 du coténon-injectéet 30 mglkg/j à 115
et pour le CXB3 à 121 dans la zonepériphérique.Le NPX à 30 mglkg/jsembled'ailleurs
avoir un pouvoir chondroprotecteurau niveau de la partie centraledu coténon-injecté.Ce
phénomènea pu êtreobservédans les deuxexpériencesque nous avonsréalisées(A et B)
mais n'a pu être vérifié quand le traitementest administrésans Tween 20 dans laCMC
(Tableau25).
Les effets du CXB à la dose de 3 mglkg/j a deseffetscomparablesà ceux du NPX à la dose
de 30 mg/kg/j dans la patteinjectéeet à ceuxdu NPX à la dose de 10 mglkg/j dans lapatte
non-injectée.

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

% devariationdesynthèsedesprotéoglycanes

NPX30

CMC 0,5%+Tween0,025%

Injectée Non-injectée

Zone centrale -15,2* -4,2*

Zone périphérique -27,5 -24,1
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CMC 1,0%

Injectée Non-injectée

-26,7 -19,1

-31,1 -29,9
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Figure 5 2 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=S
animaux par groupe) (* : p<O,OS ; ** :p<O,OOl ; *** :p<O,OOS)
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Cette étude nous a permis decomparerles effets duméloxicam, inhibiteur réputé
préférentiel de COX-2, et ducélécoxib, inhibiteur réputé sélectif de COX-2 à ceux du
naproxène,à la fois sur descritèresd'efficacitéthérapeutiqueet detolérancedigestive,chez
des animaux polyarthritiquestraités au long cours.Cette expériencereproduit donc assez
fidèlementles conditionsd'utilisationcliniquede ces molécules.

Nous avons montré que latoléranceglobaledes troistraitementsestbonne,y compris
aux plus fortesposologiesétudiées(méloxicam3 mg/kg/j, célécoxib3 mg/kg/j ounaproxène
30 mg/kg/j). L'absenceévidentede toxicité estd'ailleursconfirméepar l'évolutionpondérale
favorable des animaux et l'absencede diminution importantedu volume splénique.Nos
résultatssuggèrentégalementque leméloxicamet le naproxènen'interfèrentque faiblement
sur lesprocessusdysimmunitairespuisqu'ilsne retardentpasl'apparitionde lamaladieet ne
modifientpas son incidence. Ainsi, lesscoresde sévéritéd'arthriteet l'apparitionde l'œdème
sur la pattearrièrenon injectéemontrentque lapolyarthriteapparaîtvers le 12èmejour dans
tous les groupes.

Nous avons comparé les propriétés anti-inflammatoiresdes molécules dans les
différents modèlespar l'évaluationde différentsparamètres,commela mesurede l'œdème
(des pattes postérieurespour la polyarthrite à l'adjuvant ou du genou dans le cas de la
monoarthriteau zymosan), laréductiondu handicapfonctionnel(par lamesurede lamobilité
nocturnedes animauxpar biotélémétrie)ou encorepar la mesured'un marqueurbiologique
de laréactioninflammatoire(mesuredestauxcirculantsd'IL-6).
Les trois AINS se sont avérésefficacessur tous lesparamètresd'évaluationde la sévéritéde
la polyarthrite,mêmesi les dosesefficacessont différentespour les troismoléculesselon le
critèreconsidéré.Ainsi, les posologiesefficacesdu méloxicam,du célécoxibet dunaproxène
(DI so = concentrationinhibant50 % del'œdème)sur l'œdèmede lapattearrièrenon injectée
à J21 sontrespectivementde 0,24 mg/kg/j, de 0,40 et de 7,34 mg/kg/j. Cesrésultatssont en
accordavec ceuxde la littérature(Geis et coll, 1999) qui donne uneDEsode 0,3 mg/kgpour
le célécoxibdans lemodèledepolyarthriteà l'adjuvant.
Ces résultatsmontrent que les posologiesefficaces sur le scoreclinique sont nettement
supérieuresà celles actives surl'œdèmepuisqueseulesdes DI20 (dosesréduisantl'œdèmede
20%) ont pu êtrecalculées.Cette différencepeut provenir du fait que l'œdèmedes pattes
antérieuresn'estpasmesurablealors quecetteatteinteest prise encomptedans le score de
sévérité.De plus,l'évaluationdu score desévéritérestesemi-quantitativeet est doncsujetteà
plus defluctuationque lamesure pléthysmométrique.
D'autre part, il nous a étépossiblede différencier les AINS quantà leur efficacité sur la
réductiondu handicapfonctionnel. Leseffetsdes trois AINS sont en effetdifférentsentre les
phasesprécoceet tardive de la polyarthrite. Ainsi, le méloxicamet le célécoxibn'ont pas
d'effet au coursde la phaseprécoce(JO-J4) alors que leurefficacitéest plusgrandeau cours
de laphasesecondaire(15-121). Enrevanche,le naproxènea uneefficacitéconstanteau cours
du développementde la maladie, ce qui pourrait être lié en partieà ses caractéristiques
pharmacocinétiques.En effet, le méloxicamatteintson étatd'équilibrepharmacocinétiqueen
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4 à 5jours alors que 2 jours detraitementsontsuffisantspour quel'équilibre soit atteintavec
le naproxène.
L'hypomobilitéest unparamètremultifactoriel, permettantde prendreen compteà la fois la
douleur, l'inflammationet lesphénomènescentrauxassociés à laréactionfébrile. Ceci a été
démontrépar la capacitéd'agentalgogènenon inflammatoirecommele formol et d'agent
pro-inflammatoireet pyrogène,commel'IL-l, à générerunehypomobilitéchezl'animal sain
(Terlain et coll, 1993). Les trois AINScorrigent modérémentl'hypomobilité associéeà la
polyarthrite (phase tardive). Cecritère est d'une grande pertinence clinique mais son
involution, mêmepartielle,ne peut êtreobservéequ'avecdesmoléculesfaisantpreuved'une
grande efficacité pharmacologique(Gegout Pottie et coll, 1999). Ceparamètrepourrait
davantagereleverde phénomèneshyperalgiquesqu'inflammatoiresmêmesi cela semblepeu
cohérentavec l'effet antalgiqueprécocerapportépar Laird etcollaborateurs(1997) pour le
méloxicam.

Cesobservationsont étéconfirméespar l'évaluationdespropriétésanti-pyrétiquesdes
molécules.En effet, l'efficacité du méloxicamsembleaugmenterau cours du temps (la DL
I,00C n'estpasdéterminableavec les dosestestéespour le l" pic fébrile et est de 0,35 rng/kg/j
pour le 2ème pic fébrile) alors que lenaproxèneexerceun effet quasimentconstant(5,04
mg/kg/j pour le l" pic et 4,47 mg/kg/jpour le second). Lecélécoxiba uneffet beaucoupplus
modesteque les deux autresmoléculessur la fièvre, puisque seules des DLo,5°c ont pu être
calculées.Cependant,la mêmetendanceest observéequ'avecle méloxicam: le célécoxibest
inefficacesur la phaseprécoce(DLo,5oc=I,8à 2,1 mglkg/j sur le picprécoce)et sonefficacité
augmenteau cours du temps (DLo,5oc=0,5à 0,6 mg/kg/j sur le pic tardif). Lesrésultatsobtenus
pour le méloxicamsontdifférentsde ceuxpubliéspar Engelhardtet collaborateurs(1995)qui
rapportentune DL1,o°c de 9,01 mg/kgpour le méloxicamet de 8,18 rng/kgpour le naproxène.
Il faut cependantremarquerque lesconditionsexpérimentalessont différentespuisqueces
valeursont étédéterminéeschez le rat dans unmodèleaigü de fièvreinduitepar la levure de
bière, avec une évaluation 2 heures après l'administration des médicaments.Dans la
polyarthrite par adjuvant, la phase précoce est parfois utilisée comme un modèle
d'inflammationaiguë pourcomparerles AINS, mais seule la phasetardive immunologique
est lereflet de la polyarthrite.C'estdonc cettephasequ'il faut considéreren priorité.

Les variations des tauxcirculants d'IL-6 confirment les deuxphasesde la maladie
observéesavec lafièvre: unephaseaiguëcaractériséepar un pic à J2 et une phasechronique
avec un maximum à J12. De plus,l'effet des trois moléculessur ce paramètresemble
coïncideravecleur efficacitéglobale. En effet, leméloxicamestefficacesur la phasetardive
uniquement,contrairementau naproxènequi est capablede réduire les tauxd'IL-6 dès le
stadeprécoce.Cependant,le célécoxibn'inhibepas de façonsignificative les tauxcirculants
d'IL-6. Cesrésultatsconfirmentque lestaux circulantsd'IL-6 sont un bonreflet de lasévérité
de lapolyarthriteet de samodulationpar lestraitements(Andersonet coll, 1996 ; Leisten et
coll, 1990 ;Thiesen-Poppet coll, 1992).

L'étudede lasélectivitéd'inhibition des COXsin vivo devait se faired'unepart dans
le systèmedu sangtotal par lamesurede l'inhibition de laproductionde TxB2 par laCOX-l
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plaquettaireet de PGE2 par la COX-2leucocytaire,et d'autrepart parl'évaluationde pouvoirs
inhibiteurs tissulaires par lamesurede l'inhibition de la synthèse des PGE2 au niveau de la
muqueusegastrique (activitéCOX-l) et de la patteinflammatoire(activité COX-2).

Au cours del'étudede lasélectivitéd'inhibition des COXs dans le système sang total
ex vivo, nous n'avons pas observéd'induction spontanéede COX-2 leucocytairepar le
processusinflammatoire.Nous n'avonspas réussi à induirel'expressionde COX-2à l'aide
de LPS, ce qui neconfirmepas lestravauxde Wallaceet collaborateurs(1998). Nousn'avons
pasd'explicationrationnelleà cettediscordance,même sil'inhibition de COX-2ex vivoest
un paramètretrès peu utilisé chez le rat alorsqu'elle est classiquementdéterminéechez
l'homme(Panaraet coll, 1999). Unealternativeserait de mesurerl'inhibition de COX-2 ex
vivo après avoir induit sonexpressionpar uneinjection intrapéritonéalede LPS (Lesch et coll,
1998). Cesrésultats sont cohérentsavec l'absenced'induction spontanéede la COX-2
leucocytairerapportéechez despatientsporteursde polyarthriterhumatoïde(Schulze-Koops
et coll, 1997).

Cependant,nous avons pumettreen évidenceun effet inhibiteur dose-dépendantdu
méloxicam et du naproxènede la COX-l plaquettaire.En effet, les deuxmoléculessont
capablesd'inhiberunefonction dépendantmajoritairementde laCOX-l plaquettaireavec des
DIsa (dose inhibant 50 % de laproductionde TxB2 calculéà partir de l'aire sous lacourbe
entreJO et J21) de 0,30 mg/kg/jpour le méloxicamet 7,29 mg/kg/j pour lenaproxène.Ces
résultatssont cohérentsavec ceux rapportéspour le méloxicam(0,47 mg/kg) (Engelhardt,
1996),mêmesi, dans cetteétude,la CIsaavait étédéterminée3 heures aprèsl'administration
oraledu médicament.En revanche,le célécoxibs'estavéréinefficacesur ceparamètre,ce qui
confirme la pertinencede la classificationdes AINS établie chezl'homme(Lipsky et coll,
1998). Même si la biosynthèsedu TxB2 peut être inhibée de plus de 50% sans quecelane
modifie le temps desaignementou les testsd'agrégationplaquettaire(DeMeijer et coll,
1999), nosrésultatsconfirmentla différencequi existe entre lesinhibiteurspréférentielsou
sélectifsde COX-2.L'absenced'inhibition de laCOX-l plaquettaireest d'ailleurscohérente
avec le risque potentiel dethromboseque l'on attribuepossiblementaux inhibiteurssélectifs
de COX-2 (Bombardieret coll, 2000; Mukherjeeet coll, 2001). Cesderniersseraientpar
ailleurs susceptiblesde favoriserl'adhésiondes leucocytesà l'endothélium(Muscaraet coll,
2000)et dediminuer la biosynthèsede la prostacyclinein vivo (McAdam et coll, 1999). Qui
plus est, nosprécédentstravaux (Blain et coll, sous presse) ontmontré les limites de
l'évaluationdes pouvoirsinhibiteursdes AINS dans le système du sang totalex vivo.C'est
pourquoi,il nous parraissaitpertinentd'évaluerdes pouvoirsinhibiteurstissulaires.

L'étudedu contenuen PGE2 des pattesinflammatoiresnous a permis dedistinguerles
AINS. En effet, seul leméloxicam est capabled'inhiber efficacementla production de
prostaglandinesau siteinflammatoireet de façon plus marquée du coté non injecté que du
coté injecté.L'évolution des DIsa du méloxicamentre Jl6 (1,16 rng/kg/j du coté injecté et
0,81 mg/kglj du coténon-injecté)et J21 (0,87 mg/kg/j du coté injecté et 0,26 rng/kg/j du coté
non-injecté)est le reflet del'augmentationde son efficacité. Dans lesmêmesconditions
expérimentales,le naproxèneet le célecoxibapparaissenttrès peuefficacessur ceparamètre.
Ceci ne semblepas coïncider avec l'efficacité observée avec cesmoléculessur d'autres
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paramètrestel que l'œdème.Ce résultat laisse doncsupposerque l'œdèmen'est pas un
phénomènedépendantuniquementdes prostaglandinesou que lesconcentrationsefficaces
d'AINS sont différentes de celles procurant une inhibition notable des prostaglandines
(Wallace, 1999), ce quisuggéreraitla contribution d'autresmécanismesd'actiondes AINS
(Abramson etWeissmann,1989).Cependant,il est importantde noterla grandehétérogénéité
desrésultatsqui nepermetpasd'atteindrele seuil designificativitéstatistique.

L'étudede la muqueusedigestivenous apermisde montrerque les ratsarthritiques
ont uncontenugastriqueen PGEzinférieur à ceux destémoinsabsolus. Cecisuggèreque les
rats maladesauraientune cytoprotectiongastriquemoins efficace. Il nous aégalementété
possiblede distinguerles trois AINS sur ceparamètre.En effet, leméloxicamet le naproxène
inhibent le contenugastriqueen PGEzde façondose-dépendante,cet effet semblants'attenuer
avec le tempsde traitementpour les 2 AINS.Lorsquele pouvoir inhibiteur est considérésur
l'ensemblede la maladie(JO à J21), le méloxicaminhibe 50% des PGEz gastriquesà une
posologiede 0,78 mglkglj et lenaproxèneà une posologiede 14,94mglkglj. Lorsque la
sévérité de la polyarthrite est maximale (121), la doseinhibant 50 % desPGEz dans la
muqueusegastriqueest de 1,22 mglkgljpour le méloxicam et de 16,33mglkglj pour le
naproxène.En revanche, lecélécoxibn'inhibe à aucunmomentet à aucunedosetestée,le
contenugastriqueen PGEz. Lesvaleursobtenuespour leméloxicamsontdifférentesde celles
de lalittérature(Engelhardt,1995) oùl'on retrouveuneUDso(doseprovoquantuneulcération
chez 50 % desanimaux) de 2,47 pour le méloxicam et 11,1 mglkglj pour le naproxène.
D'autre part, des CIso de 8,38 mglkglj pour le méloxicam et de 3,56 mglkglj pour le
naproxèneont étérapportéesen évaluantla concentrationen PGEz dans le sucgastriquedans
un modèle de ligature pylorique (Engelhardt et coll, 1996). Cesdifférences peuvent
s'expliquerpar les conditionsexpérimentales,puisquedans lemodèlede ligature,l'effet a été
mesuré6 heuresaprès uneadministrationuniquedesmédicaments.La pharmacocinétiquedes
moléculespeutdonc influencerces résultatsde façonbeaucoupplus importanteque lors de
notre traitementau long cours.D'autrepart, mêmesi le pouvoir ulcérogènea étédéterminé
après3 jours de traitement(Engelhardtet coll, 1995), lesanimauxn'étaientpasarthritiqueset
ont donc probablementune tolérance digestive différente. Notons enfin que le pouvoir
inhibiteur sur la synthèsedes PG est unecondition nécessairemais non suffisante pour
générer des ulcères(Goldin et coll, 1988). Toutes ces différences et l'administration
biquotidiennede naproxène(plus prochede la réalité clinique mais peuétudiéeen tant que
telle chez le rat) qui est favorable à la cytoprotectionadaptative,permettentd'expliquer
pourquoi nos résultatsmontrentun pouvoir inhibiteur plus importantpour le méloxicamet
moins intensepour lenaproxène.
L'évaluationde nosparamètresd'efficacité thérapeutiqueet de tolérancedigestivepermet,
chez les ratsarthritiques,de définir des index de tolérance(« safety index») pour les deux
AINS. Ces index prennenten compte le pouvoir inhibiteur (DIso) des deux moléculesau
niveaudes pattesinflammatoireset de lamuqueusedigestive chez lesmêmesanimauxet à
différentstempsde traitement.Les résultatsobtenusmontrentdesindex plus favorablespour
le méloxicamque pour lenaproxène.La majoritédesindexutilisés dans lalittératurecompare
des activités chez des ratsmalades,en terme d'efficacité, et des rats sains, enterme de
tolérance,et il a étémontréavecdesinhibiteurssélectifsde COX-2(Futaki et coll, 1993) que
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la valeur del'index varie selon les paramètres considérés. Par conséquent, nos index de
tolérance (0,2 à 121) semblent moins favorables pour le méloxicam que les données
retrouvées dans la littérature [0,05 à J21 (Engelhardt et coll, 1995)J, mais ils présentent
l'avantagede prendre en compte la variation de deux paramètres chez un même animal traité
au long cours, deconsidérerl'influencede la pathologie athritique à la fois sur la tolérance
digestive et la pharmacocinétiquedes AINS, et de concerner une administration des
médicaments à des posologies« thérapeutiques». L'index favorable que nous avons obtenu
pour le méloxicamà J21 sembled'avantagedû à une augmentation de son efficacitéqu'àune
amélioration de satolérancedigestive. Cependant, il est en faveurd'un meilleur index
thérapeutiqueque pour le naproxène,d'autantquel'administrationde ce dernier eu deux demi
doses quotidiennes a puinfluencerfavorablement sa tolérance digestive.

Nous avons étudié pour la première foisl'effet de ces trois AINS sur le cartilageex

vivo. Le cartilage patellaire est trèsreprésentatifde l'atteinte cartilagineuseau cours des
processus inflammatoires ou dégénératifs et permetd'évaluer les potentialités
chondroprotectricesdes molécules (Van den Berg et coll, 1982). Nos résultats montrent que
l'inhibition de la biosynthèse des protéoglycanes générée parl'arthrite (aiguë dans le cas du
zymosan ou chronique dans le cas del'adjuvant)n'estpas accentuée par les médicaments
(effet non reproductible etindépendantde la dose pour le naproxène, absenced'effet
aggravant pour le méloxicam). Al'inverse, les AINS corrigent transitoirement et
partiellementl'inhibition d'anabolismedu cartilage associéeà la polyarthrite (patte non
injectée). Ces résultats suggèrent que ces deux AINSn'ont pas d'effets marquants sur le
métabolismedu cartilage, ce qui tend àconfirmer la « chondroneutralité» suggérée par des
étudesin vitro. Ainsi, des études menées avec des chondrocytes humains (Basleer et coll,
1997) ou des explants decartilage porcin (Rainsford et coll, 1997) ont montré que le
méloxicamet le naproxènen'ont pasd'effetsdélétères ou favorables sur la biosynthèse des
constituantsmatriciels (protéoglycanes, collagène II). Ces résultats sontd'ailleurscohérents
avec les premières données disponibles avec les inhibiteurs sélectifs de COX-2 chez
l'homme, qui ne montrent nimodification de la biosynthèse des protéoglycanes dans des
cocultures de cartilage et de cellules inflammatoires (Mastbergen et coll, 2000), ni
aggravation du pincement del'interligne articulaire chez des patients arthrosiques traités
pendantun an (Tindall, 2000).
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Etudeexpérimentaie-T'"Partie

MA TER/EL ET METHODE

1. Animaux et traitements

Ll, Animalerie

Les ratsWistar mâles(CharlesRiver, France)pesant150-175 g sont placés dans des cages par
groupede quatreavec nourritureet boissonà volonté. Ils sonthébergésdans uneanimalerie
ventiléeet thermoréguléeà 24±1"C,bénéficiantde cycles de 12 heuresd'éclairementet de 12
heuresd'obscurité.Les animauxsont acclimatésau moins 5jours au laboratoireavant toute
expérimentation.
Les animauxsont sacrifiéspar dislocationcervicaleaprèsanesthésiepar uneinjection intra
péritonéale d'un mélange d'hydrochorure de kétamine (Imalgène®, 50 mg/kg) et
d'acépromazine(Vétranquil®, 1,25 mg/kg).

l2. Inductiondel'arthrose

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

l3. Traitements

Les solutionsadministréesaux animauxsont préparéesdans unesolutionaqueuseà 0,5% de
CMC (Prolabo, France) contenant0,025% de Tween 20 (Sigma). Lestraitementssont
administréspar gavage,à l'aide d'unesondegastrique,à raison de 1 ml par 100 g depoids
corporel.Le traitementdébuteà JO, jour de l'injection de MIA, une heure avantl'induction.
Le rofécoxib (Merck-Frosst)est utilisé aux doses de 0,75 et 3mglkg/j, administréesen une
seulefois et le naproxène,utilisé commecomparateur,est administrédeux fois parjour à la
dose de 10mglkg/j. Les animaux témoins arthrosiques,induits au MIA, et les animaux
témoinssainsreçoiventl'excipientdeux fois parjour.

Il. Etude de l'anabolisme des protéoglycanes du cartilage patellaire

Les rotules sont prélevéesjuste après lesacrifice de l'animal et traitées comme décrit
précédemmentpour l'étude de l'anabolismedes protéoglycanesdu cartilagepatellairepar
l'incorporationex vivode sulfateradiomarqué(voir page 104).
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III. Etude histologique

Ill.I, Préparationdesspécimens

Les étudesimmunohistochimiquessont réaliséessur les genoux entiers desanimauxtémoins
et arthrosiques,ayant ou non reçu untraitement.Les articulationssont prélevées lejour du
sacrificedesanimaux,soit 10, 15 ou 20jours aprèsl'injection de MIA.
Les spécimenssont toutd'abordfixés dans 4% deparaformaldéhydepH 7,4 pour 24 heures
puis décalcifiés selon la procéduresuivante. Leséchantillonssont lavés àl'eau courante
pendant30 minutespuis placés dans du RDO(Rapid Bone Decalcifier, Apex engeneering,
Plainfield, IL) pendant3 heures.Ensuite les spécimenssont rincés dansl'eau courante
pendant30 minutes. Lesprélèvementssont ànouveaufixés pendant 24 heures avantd'être
déshydratés(TissueTek, Vip, Miles Scientific, BayerDiagnostic)et inclus dans laparaffine
(TissueTek, TEC, Sakura, BayerScientific) de manièreà effectuerdes coupes frontales de
l'articulation,perpendiculairementà la surfacedu cartilage.
Les coupesde 5 um sontréaliséesà l'aide d'unmicrotomeLeica RM2135 (Leica) etplacées
sur deslamesSuperfrost(CML, France).
Pour toutes les étudeshistologiques,les spécimenssont déparaffinésdans duTissueClear
(Bayer Diagnostic) et réhydratés dans desbains d'alcool de gradedécroissantdans un
appareilà colorationTissue Tek DRS,Sakura(Bayer Diagnostic).

III 2. Colorationshistologiques

111.2.1. Bleude toluidine

Le bleu de toluidine est une coloration permettant la mise en évidence des
glycosaminoglycanessulfatés. Lacoloration est réaliséepar un bain de 5 min dans une
solutionde bleu de toluidineà 1% aprèsavoir déparaffinéet réhydraté les coupes. Les lames
sont ensuiteplongéesdans un baind'acétone,dans un baind'alcool 100% puisdeshydratées
et montéesau Vogel (BayerDiagnostic).

111.2.2.Hématoxyline-Eosine-Safran(HES)

Cette coloration permet d'étudierla morphologiedes cellules ducartilagearticulaire. Les
lames sontplongéesdans une solutiond'hématoxylineà 0,5% pendant 5 minutes, puisrincées
à l'eau. Elles sont ensuite passées dansl'alcool ammoniacalpendant 1 min(permettantde
différencierle noyau du reste de la cellule).Elles sontensuitecolorées dansl'éosineaqueuse
à 1% pendant 5 min, afin de mettre en évidence les élémentsacidophiles comme le
cytoplasme.Après avoir été rincées,déshydratéesdans del'alcool à 95%, elles sont enfin
coloréesdans une solutionalcooliquede safranà 1%. Les lames sontdéshydratéeset montées
dans le Vogel (BayerDiagnostic).
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111.2.3.Score histologiquede sévérité

Le score de sévéritéd'arthrosea été adapté duscorede Mankin (Mankin et coll,1971) et
prend encompteles paramètresénumérésdans leTableau26. Il est évalué enprenanten
compte différents paramètresaussi bien auniveau du cartilage (structure (Figure 53),
cellularité... ) que del'os sous-chondralsur les coupescoloréesau bleu detoluidine et à
l'HES.

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

Cartilage
Structure(surface)
Normale 0
Irrégulière 1

Fissuresjusqu'àla zone detransition 2
Fissuresjusqu'àla zoneradiale 3
Fissuresjusqu'àla zonecalcifiée 4
Désorganisationcomplète 5
Cellules (répartition)
Normale 0
Hypercellularité 1
Clusters 2
Hypocellularité 3
Hypocellularitéet clusters 4
Coloration au bleu detoluidine
Homogène etintense(normale) 0
Décolorationfaible diffuseou localisée 1
Décolorationmodéréediffuseou intenselocalisée 2
Décolorationintensediffuse 3
Pas decoloration 4
Epaisseurde lacouchede chondrocyteshypertrophiques
Normale 0
Diminution faible 1
Diminution modérée 2
Diminution totale 3
Remaniementsosseux
Pas deremaniement 0
Remaniement 1

Ostéolyse 0
Pasd'ostéolyse 1
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Le score estévalué sur chaque condyle fémorale et chaque plateau tibial des coupes
histologiquesappartenantaux différents groupes (contrôle, MIA , traités ou non) et aux
différentstemps(110, 115 et J20).
Les résultatssontexpriméssous la forme demoyenne±sempour chaquegroupe(comprenant
4 plateauxtibiaux et 4 condyles fémoraux). Le score desanimaux appartenantau groupe
contrôle(rat noninduit, traitéavecplacebo)est de zéro.

Condylefémoral

Plateautibial

Zone detransition

Zone radiale

Zone calcifiée

- Os sous-chondral

Zonessuperficielles

Zonesprofondes

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

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

chondrocytaire

IV,i. Détection del'apoptosein situ

La détection de l'apoptoseest réaliséeavec le kit in situ cell death detection kit, POD
(Roche).Brièvement, les coupessontdéparaffinéespendant15 minutesdans dutissueclear
(BayerDiagnostic), puis réhydratéesdans desbainsd'alcoolde gradedécroissant(100, 95, 70
et 50%) (5 minutes chaque). Les coupessont rincées dans un baind'eau distillée puis
plongéesdans du PBS pH 7,4 (Eurobio). Les coupessont ensuitedigéréespendant45 minutes
à 37°C par 0,25 unité/ml de chondroïtinaseABC (Sigma) dans du PBS pH 8,0, puis
perméabiliséesdans un bain à 0,3% de Triton X100 (Sigma) pendant 20 minutes à
températureambiante. Elles sont enfin digéréespendant 20 minutes à 37°C par de la
protéinaseK (20 ug/ml ; Sigma). Les spécimenssont incubés pendant 10 minutes à
température ambiantedans unesolutionde peroxyded'hydrogèneà 3%(AcrosOrganics)afin
d'inhiber d'éventuellesperoxydasesendogènes.Les lames sont lavées entre chaqueétape
dans du PBS pH 7,4 à trois reprises. La fragmentationde l'ADN est détectéepar l'extansion
des extrémitésde l'ADN par uneterminal deoxynucleotidyltransféraseavec desnucléotides
couplésà la fluoréscéine. La fluoréscéineest ensuitereconnuepar un conjuguécoupléà la
peroxydase.Le marquageest révélé par ajout du substratde la peroxydase(Liquid DAB
substratekit, Novocastra, Tebu, France)contenantdu peroxyded'hydrogèneet duchlorurede
nickel (pour intensifierle marquage)(Figure54). Lescoupessont contrecoloréesdans le vert
de méthyleet montéesde façonpermanenteavecEukit (Labonord).
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Substratde la OD

(DAB)
Anticorpsanti-fluorescéine

conjugué avec POD

Figure S4 Représentation schématique de la détection in situde la mort cellulaire, avec le kit Roche

Trois types decontrôles internes sont réalisés: i) contrôle positif à la DNase 1 U/ml
(Promega)dans untampon Tris, incubéependant10 minutes à 37°C; ii) deux contrôles
négatifs (omission du mélangeréactionnelnucléotidesbiotinylés et TdT ou omission du
conjugué).

IV.2. Immunodétectionde la caspase-3 active, de la COX-2 et de la iNOS dans le
cartilage articulaire

Les coupes sont déparaffinées et réhydratées, puis traitées pour la détection
immunohistochimiquecommedécrit précédemment(Pelletieret coll, 1999 ;Boileauet coll,
souspresse)avecquelquesmodifications.Elles sont ensuiteperméabiliséespar unedigestion
de 90 minutes à 37°C par 0,25 unités/ml de chondroïtinaseABC pH 8,0 (Sigma), puis
incubéespendant30 minutesdans unesolution à 3% de Triton X100(Sigma)dans du PBS
pH 7,4. Les spécimenssont incubéspendant18 heures à 4°C avec lesdifférents anticorps,
après avoir étébloquésavec dusérumnormal de chèvrependant90 minutes. Les lames sont
alors rincéeset incubéesen présenced'un anticorpssecondaireanti-lapin biotinylé contenu
dans le kit dedétection(NovostainSuperABC kit, Novocastra,Tébu)puis avec leconjugué
anti-biotinecoupléà la peroxydase,après avoir incubé les lames dans unesolutionà 3% de
peroxyded'hydrogène(Acros Organics)pendant10 minutesà températureambiante.. Les
deux incubationsse font àtempératureambiantependant45 minutes. Lemarquageest révélé
par unesolutionde DAB contenantdu peroxyded'hydrogèneet duchlorurede nickel (Liquid
DAB substratekit , Novocastra, Tébu).
L'anticorpsanti-COX-2 (H-62) (sc-7961;200 ug/ml, Santa Cruz) est utilisé au1120. Il s'agit
d'unanticorpspolyclonalproduit parimmunisationde lapin,reconnaissantla régionallantdu
résidu 55 au 111 de la COX-2humaine. Il réagit spécifiquementavec la COX-2 de rat.
L'anticorpsanti-NOS2(H-174) (sc-8310;200 ug/ml, Santa Cruz) estutilisé au 1175. Il s'agit
d'unanticorpspolyclonalproduit par immunisationde lapin,reconnaissantla régionallantdu
résidu 2 à 175 de la NOS2d'originehumaine. Il reconnaîtspécifiquementla NOS2 de rat.
L'anticorpsanti-caspase-3(R&D, 100 ug/ml) est utilisé au11200. Il s'agit d'un anticorps
polyclonal produit par immunisationde lapin, reconnaissantla région allant du résidu 163à
175 de lacaspase-3actived'originehumaine.
Différents contrôles de spécificité sont réalisés: i) omission du premier anticorps; ii)
substitutiondu premieranticorpspar unsérumpré-immunautologue.
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Les coupessont contrecoloréespar le vert deméthyle, montéesde façon permanente,puis
examinéessous unmicroscope(Nikon) et numériséesavec unecaméradigitale (Sony).

IV.3. Analysemorphométrique

Trois sectionsde cartilageau niveaudescondylesfémorauxet desplateauxtibiaux de chaque
spécimen,dans leszonespéri-lésionnelles,sont examinéessous lalumière d'un microscope
(Nikon). Chaquesection est scoréeséparément.Ces donnéessont intégréessous la forme
d'une moyennepour chaquespécimen.Le nombre de chondrocytesmarquéspositivement
dans les zones superficielles (couche superficielle et partie supérieure de la zone
intermédiaire)et profondes(partie inférieurede la zoneintermédiaireet zonesprofondes)du
cartilageestestimécommedécrit précédemment(Pelletieret coll, 1999 ;Boileauet coll, sous
presse)pour laréactionde TUNEL, la caspase-3,la COX-2 et la iNOS(Figure53).
Le nombretotal de chondrocyteset le nombrede chondrocytesmarquésest déterminépour
les différenteszonesdu cartilage.Les résultatssontexpriméssous laforme d'unpourcentage
de chondrocytespositifs par rapportau nombretotal dechondrocytes.

VIA. Analysestatistique

Les résultatssont donnéssous laforme de moyenne±sem.L'analysestatistiqueest faite sur
les valeurs brutes et les différencessont analyséesavec le test U deMann-Withney. Les
différencessontconsidéréessignificativepourunevaleurde p<O,OS.
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Résu ltats

1. Anaboli sme des pro téogly canes d u cart ilage pate llaire

L'injection intra-articulairede MIA à la dose de 0,03 mg provoque une baisse critique de
l'anabolismedesprotéoglycanesdu cartilagedans la partiecentralede la rotule. En revanche,
elle provoque uneaugmentation de l'anabolisme des protéoglycanesdans la partie
périphériquede la rotule (Figure 55). Cetteaugmentationtend à retournervers sa valeur
normaleà 120. Par contre, la baissed'anabolismedes protéoglycanessurvenantau centre de
la rotule persistejusqu'à120.
Les traitementsavecle RFX, inhibiteursélectifde COX-2 ou avecl'AINS comparateur, non
sélectif, le NPX, neprovoquentpas d'effets délétères tardifs surle cartilagepatellaire. Au
contraire,il est possibled'oberverun effet correcteurtransitoire(JlO) avec le RFX à la dose
de 0,75 mg/kg/j et avec le NPXà la dose de 10 mg/kg/j.
Le traitement avec le RFX à la dose de 3 mg/kg/j semble avoir un effetdélétèresur
l 'anabolisme des protéoglycanesdu cartilageà Jl5, alors que lesdeux autrestraitementsont
un effet neutre ou très faible.
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Figure 55 Variat ion de l'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 à une injection intra-articulaire et bilatérale de MIA 0,03 mg et effet des
traitements par le rofécoxib (Rf)() aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j et le naproxène (NPX) à la dose de
10 mg/ kg/j (n=8 rotules par groupe) (* : p<0,0 5)

L'étudede l'anabolismedesprotéoglycanesdu cartilagepatellairemontre que lestraitements
avec le RFX à la dose de 0,75 mg/kg/j et avecle NPX à la dose de 10 mg/kg/j ont des effets
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équivalents et neutres sur le cartilagepatellaireau cours del'arthroseauMIA En revanche, le
RFX à la dose de 3 rng/kg/j semble être plus délétère sur ce paramètre dans nos conditions
expérimentales.

II. Evaluation histologique de la sévérité de l'atteinte articulaire au cours

de l'arthrose au MIA

Le score histologique de sévéritéd'arthrosemontre que dans le groupe MIA,l'atteinte
articulaire est la plus forte àJI5 (Figure 56, Planches 1 et 2).
L'atteinte se manifeste dans la majorité des cas, au niveau des plateaux tibiaux et des
condyles fémoraux, parl'irrégularité de la surface du cartilage pouvant allerjusqu'à
l'apparitionde fissure dans la zone de transition et même dans la zone radiale (Figure 53), une
hypocellularité accompagnée del'apparitiondec1usters.La décoloration au bleu de toluidine
est globalementmodérée à sévère. La couche de chondrocytes hypertrophiquesn'est que
rarement réduite totalement. De même, nousn'avonsobservé que de rares casd'ostéolyse,
notamment dans des zones de gonflement du cartilage. Cependant, lesremaniementsosseux
sont fréquents chez les animauxMIA
Globalement, lestraitementssemblent sans effetsignificatif sur le score global de sévérité
d'arthrose.Seul le naproxène à J20 provoque une augmentation significative du score.
Ces résultats sont globalement cohérents avec ce quil'on a pu observer avecl'anabolismedes
protéoglycanes au niveau du cartilage rotulien, même sil'atteinte ne semble pas se
manisfesterexactementau même moment dans les différentscompartimentsde l'articulation
(au niveau de la rotule et des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux).
Losquel'on considère la part de chaque critèred'évaluationdans le score global (Figure 57),
on constate que globalement, lestraitementssont sans effet, quel que soit le paramètre
considéré et quel que soit le temps,c'est-à-direqu'ils ne modifient pasl'incidencede ce
paramètre dans le score global. Seul un effet transitoire précoce, se traduisant par une
hypercellularité, est observé à JIO avec leNPx. Cet effet sembles'estomperavec le temps.
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Figure 56 Score histologique de sévérité d'arthrose évalué sur des plateaux tibiaux et des condyles
fémoraux (n=8 par groupe) de rats injectés ou non avec du MIA à 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 à la dose de 10 mg/kg/j, 10 jours
(A), 15 jours (B) ou 20 jours (C) après l'injection (* : p<O,05).
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Figure 57 Décomposition du score histologique de sévérité d'arthrose
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110 115 J20

MIA

MIA
+

RFX 0.75

MIA
+

RFX3

MIA
+

NPX la

Coloration histologiqueau bleu de toluidine sur des coupessagittalesd'articulationsde rat
(plateauxtibiaux), injectésou non avec du MIA 0,03 mg, et effet destraitementsde la, 15 ou
20 jours par durofécoxib(RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par dunaproxène(NPX) à
la dose de 10 mg/kg/j(grossissementtotal X100)
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110 115 J20

MIA

MIA
+

RFX 0.75

MIA
+

RFX3

MIA
+

NPX 10

Coloration histologique RES (hématoxilline, eosine, safran) sur des coupessagittales
d'articulationsde rat (plateauxtibiaux), injectésou non avec du MIA 0,03 mg, et effet des
traitementsde 10, 15 ou 20jours par durofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou
par du naproxène (NPX) à la dose de 10 mg/kg/j (grossissement totalX 100)
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III. Immunodétection de la mort cellulaire au cours de l'arthrose au MIA

La réaction de Tunel permet de détecterla fragmentationinternucléosomalesurvenantau

coursdu processusapoptotique.La quantificationdu marquagepar l'analysemorphométrique

descoupeshistologiquesmontreque le nombrede chondrocytesmarquéespositivementpar la

réactionde Tunel est largementaugmentédans le cartilagearthrosiquelors de l'arthroseau

MIA (Tableau27, Planche3). Cetteaugmentationestvisible dèsJlO et estconservéejusqu'à

J20. Il semblecependantexister une différenceentre les couchessuperficelleset profondes

du cartilage. En effet, le pourcentagede cellules positivesest légérementplus importanten
superficie.

Les traitementsne semblentpasaffecterle pourcentagedes cellulespositivespour la réaction

de Tunel, à l'exceptiondu RFX à la dosede 3 mg/kg!j à 115dansles couchesprofondes.Cet

effet aggravantest lié à un appauvrissementcellulairemarqué.

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

% chondrocytespositifs(l'UNET)
JI0 J15 J20

Supe':ficie Profondeur Superficie Profondeur

(n=4 plateauxet 4 condylespar groupe;*:

23,7±5,2

25,9±2,8*

19,2±2,8

20,O±3,4

21,5±0,3

21,3±5,2

26,7±2,8*

Superficie Profondeur
16,4±2,2 22,5±1,6

28,7±2,2* 28,6±2,4*

39,3±6,0* 30,8±4,5* 24,4±0,8*

28,6±11,1* 1O,O±1,7*4 27,7±1,3*

23,O±1,9* 18,2±2,0" 20,2±2,8

p<O,05/control, fi p<O,05/MIA)

25,9±3,3

26,3±1,5

21,4±2,6

24,9±0,9

29,8±3,6*

Contrôle
MIA
0,03 mg
RFX

21,7±2,6
0,75 mg!kg/j
RFX
3 rng/kg/]
NPX
10 mg/kg/j

IV. Immunodétection d'un effecteur de l'apoptose dans le cartilage

articulaire: la caspase-3 active

La caspase-3sous sa forme active est un effecteur de lapoptose.La détection de cette

protéineest unindicateurde la mort cellulairepar apoptose.

La quantification de l'expressionde la caspase-3active montre que celle-ci est largement

augmentéedans le cartilagearticulaire arthrosique(Tableau28, Planche4), aussibien dans

les zonessuperficiellesque dansles zonesprofondes.

Les traitementsne semblentpas potentialiserl'expressionde la forme active de lacaspase-3,

au niveau des plateauxet descondylesfémoraux,dans les zonessuperficielleset profondes

du carrilag»et semblentmêmela diminuer légèrementmais defaçon non signifîcative..

-/65-



�1 �~ d. ' . 1 r: P .�~�/�U e expertmentate- ar/le

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

8,6±1,7

7,3±1,5

1O,1±1,8

18,6±1,0

19,0±1,7

20,6±3,2

9,1±3,7

7,2±2,4

12,0±2,018,6±1,6

22,3±3,7

15,3±1,0#

16,7±3,0*

17,4±5,0

24,3±3,6*

15,1±0,7*19,4±1,5

21,9±3,1

25,5±2,8*

24,9±1,8*

% chondrocytespositifs
JlO J15 J20--_.�~�.�_�~�-�-�.�_�- ---- ------- ---- �-�-�-�~�-�-�-�~�-�-�-�-�- - --------------- --._---_.--_._--_.__�.�~�-�-�-�-�-�~�-�-�.�-�~�.�_�.�~�-�~�-�-�_�.�_�-�~�-�-�-

. �§�l�l�P�~�!�f�l�f�l�e�_�.�. �P�!�·�O�f�Q�.�l�l�{�!�~�l�l�-�' __ .�§�!�!�]�J�e�r�J�l�ç�:�j�~�_�!�!�!�!�J�f�(�)�n�d�e�'�!�!�.�~ __�§�E�:�P�~�r�f�l�c�i�~ __.Ef'!Jf!!ndel!:t.
14,8±2,0 9,1±1,5 -------------- ----------------

25,4±2,4* 11,7±5,1 21,4±1,0* 1O,1±2,5

Contrôle
MIA
0,03 mg
RFX
0,75 mg/kg/j
RFX
3 mg/kg/j
NPX
10 mg/kg/j

(n=4 plateauxet 4 condyles;*•p<O,05/control,": p<O,05/MIA

La quantificationde la mort chondrocytairepar apoptose,par la techniquede Tunel et par

l'immunodétectionde la forme active de la caspase-3ont donc montré que globalementles

traitementsavec le RFX et le NPX sont sanseffet délétèresur la composanteapoptotique.

Cependant,il semble exister une discordanceentre le pourcentagede cellules marquées

positivementpar la réactiondu Tunel et celui pour la caspase-3active.

V. Immunodétection des médiateurs potentiels de l'apoptose

r.: 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

Superficie Profondeur
JlO

Controle
MIA
0,03 mg
RfX
0,75 mg/kg/j
RFX
3 mg/kg/j
NPX
10mg/kg/j

24,4±2,4*

27,5±1,T

25,7±3,2*

22,7±2,4*

2I,0±1,8*

14,6±1,4"

11,8±2,0'

J6,0±2,0

% chondrocytespositifs
J15 J20

Superficie Profondeur Superficie Profondeur
14,0±1,4 12,7±1,7 -------------- ----------------

28,0±3,0* 20,0±3,6 14,0±1,2 15,1±3,0

22,0±2,1* 16,0±1,6 17,3±3,3 13,0±4,0

17,9±2,l'i 14,1±0,9 17)±1,6 16,0±2,6

21,7±1,9' 13,1±2,0 14,3± 1,9 12,1±0,8

(n=4 plateauxet 4 condyles: . p<O,05/control, ". p<O,05/MIA

r.'expression de la iNOS dans les chondrocytesest largement augmentéeau cours de

l'arthrose au MIA au niveau des plateaux tibiaux et des condyles fémoraux (Tableau 29,

Planche5). Cetteaugmentationest nettementmarquéeà JI 0 et J15. Par contre,clic retrouve
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un niveaubasalà 120. Cetteaugmentationest plus marquéedansles zonessuperficiellesque

dansles zonesprofondesdu cartilage.

Les traitementssontsanseffet significatifsur l'expressionde iNOS.

V.2. COX-2

L'expressionde COX-2 est augmentéede façon significative dans le cartilagedes ratsMIA

non traités. Cette augmentationest plus marquéedans les zonessuperficiellesque dans les

zonesprofondesdu cartilagearticulaire(Tableau30, Planche6).

L'expressionde COX-2 est maximaleà 110 puis diminue progressivementjusqu'à120 pour

retrouversonniveaubasald'expression.

Les traitementsdiminuent l'expressionde COX-2, de façon plus marquéedans les zones

profondesque dansles zonessuperficiellesdu 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

JI0
%chondrocytespositifs

J15 J20
Superficie Profondeur

18,3±1,4 10,0±1,1
Superficie Profondeur

Contrôle
MIA
0,03 mg
RFX
0,75 mg/kg/j
RFX
3 mg/kg/j
NPX
10 mg/kg/j

30,9±2,9*

20,7±1,5

20,2±2,3#

20,3±1,4#

15,6±1,5

1],4+0,7

9,68±1,9#

12,0±1,7

22,3±0,8

23,2+2,1

16,7±2,6

19,3±2,1

Superficie Profondeur

12,9±1,1 16)±1,8 Il ,O±1,5

11,4+1,5 18,9+0,9 6,5+1,3

8,8±1,1 20,8±7,4 12,8±3,6

9,]±1,4 33,3±3,7*" 11,6±3,0

(n=4 plateauxet 4 condyles;*: p<O,05/control,", p<O,05/MIA
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Planche3. Témoin
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MIA

MIA
+

RFX3

MIA
+

NPX 10

MIA
+

RFX 0.75

Sectionsrepresentativesde cartilage montrant la détection de la mort cellulaire dans les
chondrocytespar la réactionde Tunel sur descoupessagittalesd'articulationsde rat(plateaux
tibiaux), injectésou non avec du MIA 0,03 mg, eteffet destraitementsde 10, 15 ou 20jours
par du rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3mglkglj ou par dunaproxène(NPX) à la dose
de 10mglkglj (grossissementtotal X100)
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. ".: ",
1

MIA

MIA
+

RFX 0.75

MIA
+

RFX3

MIA
+

NPX 10

110

. ...
115

1

i,.

J20

------------

Sections representativesde cartilage montrant la détection de la caspase-3active par
immunohistochimie dans les chondrocytessur des coupessagittalesd'articulationsde rat
(plateauxtibiaux), injectésou nonavec duMIA 0,03 mg, et effet des traitementsde 10, 15 ou
20 jours par du rofécoxib (RFX) aux dosesde 0,75 et 3 mglkg/j ou pardu naproxène(NPX) à
la dosede 10mg/kg/j (grossissementtotal X100)
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Témoin

MIA

MIA
+

RFX 0.75

MIA
+

RFX3

MIA
+

NPX 10

110 115

. p . ... . " .
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.r • a.
,'tt.:
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Co.; " ; ' ' i
.<

J20

Sectionsrepresentativesdecartilagemontrantla détectionde la iNOS parimmunohistochimie
dans leschondrocytessur des coupes sagittales d'articulations de rat (plateaux tibiaux),
injectés ou non avec du MlA 0,03 mg, et effet destraitementsde 10, 15 ou 20 jours par du
rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par du naproxène (NPX) à la dose de 10
mg/kglj (grossissement total X100)
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110 115 J20

MIA

MIA
+

RFX 0.75

MIA
+

RFX3

MIA
+

NPX la

Sectionsrepresentativesde cartilagemontrantla détectionde COX-2 parimmunohistochimie
dans leschondrocytessur des coupessagittalesd'articulationsde rat (plateaux tibiaux),
injectésou non avec duMlA 0,03 mg, et effet destraitementsde 10, 15 ou 20jours par du
rofécoxib (RFX) aux doses de 0,75 et 3 mg/kg/j ou par dunaproxène(NPX) à la dose de 10
mg/kg/j (grossissementtotal X100)
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ML-3000, sur l'apoptose chondrocytaire

dans l'arthrose expérimentale
par LCA chez le chien
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MA TER/EL ET METHODE

1. Animaux et traitements

Ll. Animaux

L'étudea étéréaliséesur des chiens croisésadultes(n=22), agés de 2à 3 ans, pesant 25à 30
kg. Lesanimauxsonthébergésdans une fermed'élevage,avec un libre accès àl'exercice.

L2. Inductionde ['arthrose

L'arthroseest induitecommedécriteprécédemmentpar Pelletieret coll, 1999, par lasection
chirurgicaledu ligamentcroiséantérieurdroit. Lesanimauxsontanesthésiéspar uneinjection
intraveineusede pentobarbital(25 mg/kg) et intubés. La section duligamentcroiséantérieur
estpratiquéechirurgicalementen conditions stériles.

L3. Traitements

Les animaux sont répartis en 3groupes: Groupe 1- animaux ayant subi la section du
ligamentcroiséantérieurdroit et recevant untraitementplacebo;Groupe2- animaux ayant
subi la sectiondu ligamentcroisé antérieurdroit et traité oralementpar 2,5mg/kg!j de ML
3000 (Merckle GmbH, Ulm, Allemagne); Groupe 3- animaux ayant subi lasection du
ligamentcroiséantérieurdroit et traitéoralementpar 5mg/kg!j de ML-3000.
Le traitementestadministréde façonbiquotidienne,sous la forme decompriméet commence
immédiatementaprèsl'opération.Les animaux sont sacrifiés après 8 semaines de traitement.
Le groupecontrôlereçoitun placebosous la forme decarboxyméthylcelluloseencapsulée.

II. Etude de l'effet de l'inhibition mixte COX/5-LOX sur l'apoptose

chondrocytaire

ILl. Préparation desspécimens

Les étudesimmunohistochimiquessont réalisées sur deséchantillonsde cartilage prélevés au
niveau desplateauxtibiaux et des condylesfémorauxd'animauxarthrosiques,ayant ou non
reçu untraitement.Les échantillonssont prélevés en bordure des lésions dans les groupes
arthrosiques.
Les spécimenssont tout d'abord fixés dans TissuFix#2 (Laboratoires GillesChaput,
Montréal, Québec, Canada)pour 24 heures avantd'être déshydratés et inclus dans la
paraffine. Les coupes de 5 um sont réaliséesà l'aide d'un microtome(Leica) et placées sur
des lamesSuperfrostPlus (Fisher Scientific, Nepean, Ontario, Canada).
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IL2. Détectiondel'apoptosein situ

La déctection de la fragmentation de l'ADN est réalisée comme décritprécédemment
(Pelletier et coll, 1999) avec le kit ApopTag dedétectionde l'apoptosein situ (Intergen,
Purchase,NY) . Brièvement,les coupes sont digéréespendant45 minutesà 37°C par 0,25
unité/ml dechondroïtinaseABC pH 8,0 (Sigma-AldrichCanada, Oakville, Ontario,Canada)
dans du PBS pH 7,4, puisperméabiliséesdans un bain à 0,3% de TritonXlOO (Sigma
Aldrich, Canada)pendant20 minutes à températureambiante. Elles sont enfin digérées
pendant15 minutes à 37°C par de laprotéinaseK (20 ug/ml ; Sigma-Aldrich, Canada). Les
lames sont lavées entrechaqueétape dans du PBS pH 7,4à trois reprises. Lesextrémités3' de
l 'ADN générées par lafragmentationgénomiquesont détectées grâceà des dUTP couplésà
la digoxygénine, ajoutés aux extrémités de l'ADN par une terminale
deoxynucleotidyltransférase(TdT), Ces nucléotidessont ensuitereconnuspar unconjugué
coupléà la peroxydase. Le marquageest révélé grâce à un substrat de la peroxydase(DAB,
Intergen) (Figure 58), Les coupes sontcontrecoloréesà l'éosine et montées de façon
permanenteavec dupennount(FisherScientific,Canada),

Méthodeindirecte

Terminaisonsgénérées pal'l'apoptose:
fragmentsd'ADN de la taille d'un nucléosome

Etape1 del'Apoptag®:
élongationdes extrémités avec desdNTP
marquésà la digoxigénine(DIG)

�.�~
�~�~�~�:�"�" �,__�"�,�-�,�~�~�;�:�,�r

Etape2 del'Apoptag®:
fix ation de l'anticorpsanti-DIG conjuguéà
la peroxydase

Etape3 de l'Apoptag®:
Détectiondu marquage avecle substrat
DAB

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

Lesspécimenssont fixés,deshydratéset inclusdans laparaffinecommedécritplus haut et les
coupes sonttraitéescommedécrit précédemment(Moldovanet coll, 1997 ;Pelletieret coll,
1993).Elles sontdéparaffinéesdans letoluèneet réhydratéesdans desbainsd'alcool de titre
décroissant.Elles sontensuiteperméabiliséespar unedigestionde 90minutesà 37°C par 0,25
unités/ml dechondroïtinaseABC pH 8,0 (Sigma-Aldrich,Canada),puis incubéespendant30
minutesdans unesolutionà 3% deTriton X100 dans du PBS pH 7,4.Commeprécédemment,
les lamessont incubéesdans unesolution à 0,3% de peroxyded'hydrogènependant10
minutesà températureambiante.Les spécimenssont incubéspendant18 heuresà 4°C avec
les différentsanticorps:i) anticorpspolyclonalde lapin (IgG) anti-caspase-J(5 ug/ml; R&D
Systems,Minneapolis,MN) reconnaissantuniquementla forme active (sous-unitép20) ; ii)
anticorps polyclonal de lapin (IgG) anti-rhCOX-2 (dilution 1/250, Oxford Biochemical
ResearchInc., Oxford, MI) ; iii) anticorpspolyclonal de lapin (IgG) anti-NOS 2(l ug/ml ;
SantaCruz BiotechnologyInc., SantaCruz, CA). Lesspécimensont étébloquésau préalable
avec unesolution universelle de blocage (Dako Diagnositics CanadaInc., Mississauga,
Ontario, Canada)pendant30 minutesà températureambiante.Les lamessont marquéesen
utilisant la méthodedu complexeavidine-biotine(VectastainABC kit, Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Cette méthode consiste à incuber les spécimensavec un anticorps
secondaireanti-lapin biotinylé pour 45 minutes à températureambiante puis avec un
complexeavidine-biotine-peroxydasepour 45 minutes à températureambiante.Toutes les
incubationssont faites dans unechambrehumide. La coloration est développéeavec un
substratchromogèneDAB (DakoDiagnositicsCanadaInc.).
Tous lesanticorpsont été testéspréalablementpour leur spécificitéenvers les formescanines
de caspase-3,COX-2 et iNOS(Pelletieret coll, 2000 ;Pelletieret coll, 1999).
La spécificité du marquagea été confirmée par différents contrôles: i) immunoabsorbé
(incubation de l'anticorps pendant 1 heure à 37°C avec le peptide correspondantou la
protéine recombinante10 à 20 fois en excès); ii) omission du premier anticorps; iii)
substitutiondu premieranticorpsparun sérumpré-immunautologue.
Lescoupessontexaminéesau microscope(Leitz Orthplan,Ville St-Laurent,Québec,Canada)
et photographiéesen utilisant des films Kodak Ektachrome64 ASA (Rochester,NY) à un
grossissementtotal de 100.

IV. Analyse morphométrique

Trois sectionsde chaquecondylefemoralet plateautibial dechaquespécimensontexaminées
sous la lumière du microscope.Chaquesection est scoréeséparément.Ces données sont
intégréessous la formed'unemoyennepour chaquespécimen.Le nombrede chondrocytes
marquéspositivementdans les zonessuperficielles(couchesuperficielleet partiesupérieure
de la zoneintermédiaire)du cartilageest estimécommedécrit précédemment(Moldovan et
coll, 1997; Pelletieret coll, 1999)pour la réactionde TUNEL, lacaspase-3,la COX-2 et la
iNOS.
Le nombretotal de chondrocyteset le nombrede chondrocytesmarquésest déterminépour
les différenteszones ducartilage.Les résultatssont expriméssous la formed'un pourcentage
de chondrocytespositifsparrapportau nombretotal dechondrocytes.
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Les résultats sont donnés sous la formed'unemoyenne± sem.

v. Analyse statistique

Les résultats sont donnés sous la forme de moyenne±sem.L'analysestatistique est faite sur
les valeurs brutes et lesdifférencessont analysées avec le test U de Mann-Withney. Les
différences sontconsidéréessignificativepour une valeur dep<O,OS.
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RESULTATS

1. Apoptose chondrocytaire

Une largeproportiondeschondrocytesréagissentpositivementà la réaction de Tunel dans les
zonessuperficiellesdu cartilagedeschiensdu groupeDA-placebo(Tableau31, Planche7).
Des étudesprécédentesavaientmis enévidenceque lescellulespositives dans lecartilageDA
lors de laréactionde Tunel étaientsignificativementplus nombreusesque dans le cartilage
normal (Pelletieret coll, 1998). Letraitementavec le ML-3000à des dosesthérapeutiques
réduit de façonsignificative, non seulementle scoremacroscopiquede sévéritéd'arthrose
(Jovanovic et coll, 2001), mais aussi le nombre dechondrocytespositifs dans lecartilage
articulaire.La réductionnesemblepas êtredépendantede 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
d'animaux

% de cellulespositives
CondylesFémoraux PlateauxTibiaux

30,8± 1,9 31,0±2,4
9,6±1,9 12,0±1,7

'p<O, 0001 'p<O, 0001

DA (placebo)
ML-3000
2,5mg/kglj
ML-3000
5 mg/kglj

7

7

7
II,5±1,9
'p<O,OOOI

14,0±1,8
p<O,0002

* : les valeurs de p sont données parrapportaugroupeOA (placebo)

II. Détection d'un effecteur de l'apoptose 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/kgf

3,7±1,1
p<O,OOOI

"p<O,OS

Groupe

DA (placebo)
ML-3000
2,5 mg/kglj
ML-3000
5 mg/kglj

Nombre
d'animaux

7

7

7

% decellulespositives

CondylesFémoraux PlateauxTibiaux
30,5±2,7 29,6±3,4
6,6±1,5 5,4±1,1
'p<O, 0001 'p<O, 0001

2,5±0,6
'p<O,OOOI

"p<O,04

* : les valeurs de p sont données parrapportaugroupeOA (placebo)
# : les valeurs de p sontdoeterminéespar rapportaugroupeML-30aa 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 chiensüA (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 3a% des chondrocytesdes couchessuperficielles du cartilage arthrosiquesont
positifs pour la caspase-3active (Tableau32, Planche8). Chezles chienstraités,le nombre
de chondrocytesmarqués positivement pour la caspase-3active est réduit de façon
significative. Comme pourles résultatsobtenusavec le Tunel, lesdeux doses deML-3aaa
testées danscetteétudeprovoquela mêmeinhibition de l'expressionde la caspase-3.

III. Détection des médiateurs potentiels de l'apoptose par

immunohistochimie

IlLl. iNOS
Une largeproportion de chondrocytessont positifs pour la iNOS dans lacartilageOA de
chien (Tableau33, Planche9). Les spécimensdes groupestraitéspar le ML-3aaamontrent
une réduction significative du marquagepour la iNOS. Comme nous l'avons mentionné
précédemment,il n'y a pas dedose-dépendancedansl'inhibition de l'expressionde l'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
d'animaux

% de cellulespositives

CondylesFémoraux PlateauxTibiaux
24,8±2,9 29,4±2,3
12,1±a,9 Il,1±1,4
�~�<�~�o�w �~�<�~�O�O�l

DA (placebo)
ML-3aaa
2,5 mglkglj
ML-3aaa
5 mglkglj

7

7

7
1O,7±1,7
'p<O,002

Il,1±1,a
'p<O,OOl

•
: les valeursde p sontdonnéespar rapportau groupeüA (placebo)

IlL2. 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

1a,8±1,1
'p<O, 002

"p<O,004

Groupe

OA (placebo)
ML-3aaa
2,5 mglkglj
ML-3aaa
5 mglkglj

Nombre
d'animaux

7

7

7

% decellulespositives
CondylesFémoraux PlateauxTibiaux

31,7±1,4 3a,1±2,a
15,9±1,a 16,6±I,2
�~�<�O�,�O�O�l �~�<�O�,�O�O�l

1O,4±1,3
*p<O,OOf

"p-cû,01
* : les valeursde psontdonnéespar rapportau groupeOA (placebo)
# : les valeursde p sontdoeterrninéespar rapportau groupeML-3000 2,5 mg/kg/j
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Environ 30% deschondrocytesdans lecartilage OA de chien sont positifs pour COX-2
(Tableau34, Planche10). Le ML-3000 produit uneréductionsignificative du marquage dans
le cartilage des chiens traités. Cette réduction estdépendantede la dose.
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Sections représentativesde cartilage montrant l'expression de la caspase-3 active par
immunohistochimie,dans lescondylesfémoraux (gauche) et lesplateauxtibiaux (droite), de
chiensüA (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)(grossissementX100)
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Planche9

A

, ft-.

.1 '

•.., ..
-,

• •
•.. ':.

• 1

,.. ..
' l:,.

••

..-.

..
t

, ,

.,

.. .,. - .
. ,

..
..' ':.'

, .
. ',; .

"

Sections représentatives de cartilage montrant l'expression de la iNOS par
immunohistochimie,dans les condyles fémoraux(gauche)et lesplateauxtibiaux (droite), de
chiens OA(placebo)(A et B) et de chienstraitéspar du ML-3000 2,5 mg/kg/j (C et D) et 5
mg/kg/j (E et F)(grossissementXl 00)

-182-



Etude expérimentale-f'" partie

Planche 10.
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Sections représentatives de cartilage montrant l'expression de COX-2 par
immunohistochimie, dans lescondylesfémoraux(gauche)et lesplateauxtibiaux (droite), de
chiensOA (placebo)(A et B) et de chienstraitéspar du ML-3000 2,5 mg/kglj (C et D) et 5
rng/kg/j (E etF) (grossissementX100)
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LICOFELONE (ML-3000), A DUAL INHIBITOR OF BOTH 5-LIPOXYGENASE A ND

CYCLOOXYGENASES , REDUCES THE L EVEL OF CARTILAGE CHONDROCYTE

DEATH IN VIVO IN EXPERIM ENTAL DOG OSTEOARTHRITI S: INHIBITION OF

PRO-APOPTOTI C FACTORS

Christelle Boileau", Johanne Martel-Pelletier, Jean-Yves •Jouzeau , Patrick •Netter ,

Florina Moldovan,StefanLaufer', SusanneTries*, and Jean-PierrePelletier

ABSTRA CT

Objective. The aim of this study was to evaluate the in vivo therapeuticefficacy of Licofelone, a

novel competitive dual inhibitor of 5-lipoxygenase(5-LOX) and cyclooxygenases(COX) in

chondrocytedeath in the ligamenttransectioncaninemodel of osteoarthritis (OA), and to explore

it s effect on the level of i mportant factors involved in the apoptotic phenomenon,i .e. caspase-3,

COX-2 and inducible nitric oxidesynthase(iNOS).

Methods. Cartilagespecimenswere obtained from three experimental groupsof dogs: Group 1

- dogs subjected to a sectioningof the anter ior cruciate ligament of the right knee and given

placebotreatment;Groups 2 and 3 - operated dogsthat received oral treatment with Licofelone

(2.5 or 5.0 mg/kg/day, respectively) for eight weeksstarting immediately after surgery. AlI dogs

were killed eight weeks post-surgery. The cartilage level of chondrocytedeath wasdetected by

TUNEL reaction . The cartilage distribution of caspase-3,COX-2, and iNOS wasdocumented by

immunohistochemistry using specifie antibodies, and other levels were quantified by

morphometric analysis.
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Results. In cartilage specimensfrom placebo-treated dogs, alarge number of chondrocytes in

the superfic ial layers stained positive for TUNEL reaction. Treatment with therapeutic

concentrationsof L icofelone (2.5 and 5.0 mg/kg /day) markedly reduced the level of chondrocyte

apoptosisto the same extent in both therapeutic groups (P<O.OOOI, P<0.002, respectively). In

these groups, the levels of caspase-3, COX-2 and iNOS incartilage from both condyles and

plateaus were also significantly decreased (P<O.OOOI, P<O.OOOI, P<0.0002, respectively)

compared to the control (placebo)group.

Conclusions. This study shows that Li cofelone is an effective treatment in vivo capable of

reducing the level of OA chondrocyte death . This effect is li kely mediatedby a decrease in the

level of caspase-3activity, which may be relatedto the reduced productionof two major factors

invo lved in chondrocy teapoptosis, NO and PGE2. These findings may explain, at least in part,

sorneof the mechanismsby which Licofelonereduces theprogressionof experimental OA.

Runningfootnote: Licofeloneinhibits chondrocy teapoptosis

Key indexingterms: L icofelone, chondrocyte death, experimental OA
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INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA), the most commonform of arthritic disease, includeschangesat aIl

levels of all joint tissues,namely cartilage, synovial membrane,and the subchondralbone (1).

The progressiveloss of cartilageduring the courseof the diseaseis complexand likely has many

origins. Basedon resultsof the most recentstudieson the pathophysiologyof OA, the loss of

cartilage matrix, one of the most characteristicmorphological changesof OA, is related to

several factors leadingto an imbalancein syntheticand degradativeprocesses(1,2). A greatdeal

of work has focused on factors responsiblefor reducing the anabolismof OA chondrocytes.

Today, the role of proinflarnmatorycytokinesand nitric oxide (NO) seemspreponderant (1-6).

However, an additional factor recently proposedis the deathof chondrocytes. A number of

studieshavedemonstratedthat apoptosisseems to be the most commonphenomenonby which

OA chondrocytesdie (7-9). This phenomenonis accentuatedby the loss ofmatrix indicating

sorne kind of positiverelationshipbetweenthesetwo phenomena(10).

The chondrocytedeath/apoptoticphenomenonin OA is complexand seemsrelatedto the

excesssynthesisof a numberof factors havingpro-apoptoticactivity in cartilageand synovium.

Among these,NO and prostaglandinE2 (PGE2) seempredominant(1-4,11). The synthesis of

many of thesefactors is likely due to an excessproductionof cytokines.In addition, mechanical

factorsseem also to play animportantrole (12).

Our recentstudy, using an experimentaldog model of OA createdby an anteriorcruciate

ligament sectioningof the knee joint, has shown that Licofelone, a new anti-inflammatory drug

with competitivedual inhibitory activity on S-lipoxygenase(S-LO) and cyclooxygenase (COX),

couic! reduce the progression of experimental OA (13). Thi s effec t was associated with a

decreasein the level sof interleukin (IL) - l B and matrix metalloprotease-I (MMP-l) . The aim of
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the present study was to explore whetherthe effect of Li cofelone in reducing cartilage damage

could also be relatedto other mechanismsand, more particularly, to those related to chondrocyte

death. In this study, we explored the effects of Licofeloneon OA chondrocyte death, asweil as

the mechanismsbelievedto be importantregulatorsof this phenomenon.

MA TERIALS AND METROnS

Specimenselection. Specimensof cartilage obtained from dogs from different experimental

groupsincludedin our previous study (13) were used: Group 1- dogs subjected toa sectioning

of the anterior cruciate ligament of the right knee and given placebotreatment; Group 2 - OA

dogs treated with Licofelone (2.5 mg/kg/day/orally); Group 3 -OA dogs treatedwith Licofelone

(5 mg/kg/day/orally) beginning immediately after surgery.

In situ detectionof apoptosis.Cartilage sectionswerefixed in Ti ssuFix #2 (Laboratoires Gilles

Chaput, Montreal, Quebec, Canada) for 24 hours and embedded in paraffin. Sections (5 pm)

were fl oated 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 phosphatebuffered 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

Jlg/ml; Sigma-Aldrich Canada) for 30 minutes at room temperature. Nucleotideslabeledwith

dioxigenin were enzymatically added to the DNA by TdT (terminal deoxynucleotidyl

transferase). This was followed by binding to anti-digox igeninantibody peroxidase conjugale,
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which was detected with peroxidase substrate(lntergen). Sections were counterstained with

eosm.

Imrnunohistochemicalstudies. Cartilage specimens from condyles and plateaus were

processedfor immunohistochernical analysis as described (15,16). Briefly , specimens were

fixed in Tissufix #2 (LaboratoireGille Chaput Inc.) for 24 hours then embedded inpm-affin.

Sections(5 flm) of paraffin-embedded specimens were placed on SuperfrostPlus slides (Fisher

Scientific), deparaffinized in toluene,hydrated in a gradedseries of ethanol, and preincubated

with chondroitinase ABC (0.25 units/ml) in PBS for 90minutes at 37°C or followed by heating

at 65°C for 20 minutesin 10 mM sodium citratebuffer, pH 6.0 (for caspase-3 immunodetection).

After this, the specimens were washedin PBS, then permeabili zedin Triton XlOO (0_3%) for 30

minutes and washed again and then incubated with 0.3% hydrogen peroxide/methanol for 30

minutes. Slides were further incubatedwith Universal Blocking Solution (DAKO Diagnostics

CanadaInc., Mi ssissauga,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-3antibody

(5 flg/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 flg/ml, Santa

Cruz Biotechnology Inc., SantaCruz, CA); and (3) a rabbit polyclonal antibody (l gG) against

rhCOX-2 (dilution 1/250, Oxford BiomedicalResearchInc., Oxford, MI).

Each slide was washed three times in PBS (pH 7.4) then stained using the avidin-biotin

complex method (V ectastain ABC kit: Vector Laboratori es, Burlingame, CA) . This method

entails incubation in the presence of the biotin conjugated secondaryantibody for 45 minutes at

room temperature followed by the addition of the avidin-biotin-peroxidasecomplex for 45
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minutes. AlI incubations were canied out in ahumidified chamber, and thecolor developedwith

DAB substra te-chromogen(DAKO Di agnostics Canada Inc.) containing hydrogenperoxide.

To determine the specificity of staining, three control procedures were employed

according to thesame experimentalprotocol: (1) use of adsorbedimmune serum (l h, 37°C) with

a 10 to 20-fold molar excess of recombinantor purified antigen; (2) omiss ion of the primary

antibody; and (3) substitution of the primaryantibodywith an autologous preimmune serum. AlI

of these antibodies have been demonstratedin previous studies to be specifie for these dog

proteins (14, 17).

Several sectionswere made from each block of cartilage, and slidesfrom each specimen

were processedfor immunohistochemical analysis . Each section was examined under a light

microscope (Leitz Orthplan: Wild Leitz, Vill e St. Laurent ,Quebec, Canada)and photographed

with KodakEktachrome64 ASA fi lm (Rochester, NY).

Morphometric analysis. Three sections fromeachfemoral condyle and tibial plateau specimen

were examined using a Leitz Diaplanmicroscope(X40), andeach section was scored separately.

Thesedata 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 estimatedaspreviouslydescribed(15,17).

Briefly, each section was divided into three different areas at the superficial layers of cartilage.

For eachspecimen, it was ensured before the evaluation that an intact cartilage surfacecould be

detected foruse as a marker to validatethe morphometri c analysis.

The celI count scores were determined separately for the lateral and medial sides of the

condyles and plateaus. The total number of chondrocytes and the numbcr of chondrocytes

staining positive were then quantitated separately for the superficial zone. The final results wcre
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expressed as the percentageof positive chondrocytes. The maximum score for each cartilage

specimen was 100%. Each slide was evaluated by two independentobservers under blinded

conditions(CB andlPP): variationbetweenthe observers ' findings was <5% .

RESULTS

Drug administration and circnlating drug leveI. Licofelone was administered twi ce daily

(8:00 AM and 4:00 PM) with food, at a total daily dose of 2.5 mglk:g and 5.0 mg/kg (13). The

drug was given orally in a capsule. Drug treatmentwas initiated immediatelyafter surgery and

continuedfor 8 weeks,after which time the animaIswere killed. The plasmaconcentrationof

Licofelone was measured at 4 weeks and at the end of the study. The 4-week samples were

obtained at 2 hours (maximum concentration [CmaxD and the 8-week samples at 12 hours

(minimum concentration[CminD after the drug was administered. The mean ± SEM 2-hour

postadministration serum level (Cmax) of Licofelone was 371 ± 119 JLg/rnl and 629 ± 331 JLg/ml

in the 2.5 mg/kg/day and 5.0 mglk:g/day groups, respectively. These levels were comparable

with those in humansafter the administrationof Licofelone in singledoses of 100 mg or 200 mg

(M erckleGmbH: internaI file). The drug levels at the time the dogs were killed (Crnin) were 110

± 17 JLg/ml and 200 ± 17 JLg/ml in the 2.5 mglk:g/day and 5.0 mglk:g/day groups, respectively,

which are similar to thosefound in the phaseII and III clinical trials in GA patients (Merckle

GmbH: internaI file).

Cartilage chondrocyte death (Table 1, Figure 1). A large percentage of chondrocytes in the

superficial layers of GA cartilage from placebo-treated dogs stained positive for the TUNEL

reaction. We have prev iously demonstrated that in this GA model , the level of TUNEL positi ve

cells found in GA carti lage was statistically highcr than that found in normal cartilage (4).
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Treatmen t wi th therapeutic levels of Licofel one very significantly reduced the number of

apoptoticchondrocytes in the OAcartilage. The extent of reduction was quite similar for both

dosagesof the drug that were tested in this study. The control done byomissionof terminal

deoxynucleotidyltransferaseshowedonly backgroundstaining (not shown).

Im rnunohistochernistry

Caspase-3(Table 2, Figure 2). About 30% of the chondrocytesin the superficial layers of OA

cartilage from placebo-treateddogs stainedpositive for active caspase-3. In dogs treated with

Licofelone, a marked and significant decreasein the numberof chondrocytes stainingpositive

for this enzyme was observed. The extent of thisreductionin the level of caspase-3was more

marked with the 5 mg/kg/day than the 2.5 mg/kg/day dose regimen. Controls showed only

backgroundstaining(not shown).

iNOS (Table 3, Figure 3). A large number of chondrocytes in the superficial layersof OA

cartilage from condyles and plateausdemonstrated apositive staining for iNOS. Specimens

from the two groups of dogs treated with Licofelone showed asignificant reduction in the

percentage of positive chondrocytes. There were, however, no differencesbetween the two

therapeutic groups, either in femoral condyles or tibial plateaus, conceming the extent of

reduction. ControIs showed only backgroundstaining.

Cox-2 (Table 4, Figure 4). Over 30% of the chondrocytes in the superficial layers of OA

cartilage, both in condyles and plateaus, expressedCOX-2. There was avery significant

decreasein the numberof cells expressingCOX-2 in specimens from condyles and plateausin

the two experimentalgroups treated withLicofelone. There was a slight tendencyfor the effect

to be more marked in the dogs treated with the highestdosage ofthe drug. Controlsshowedonly

backgroundstaining (not shown).
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DISCUSSION

This study demonstrates that under actualexperimental conditions, Licofelone is a potent

inhibitor of OA chondrocytedeath in vivo. This new anti-inflammatory compound was

previously reportedto be apotentin vivo inhibitor of 5-LOX and COXin experimental dog OA,

as weIl as aneffectivedrug capableof reducingthe developmentof cartilagedegradation(13).

The presentstudy gives newinformation on thepotentialmechanismsby which this drug could

exertits cartilage-sparingeffects.

The participationof chondrocytedeath byapoptosisin cartilagedestructionis very Iikely

during the OA process(3,6,8-10,18). The reductionin the numberof living cells, particularly in

the superficial layers of OAcartilagewhere agreatdeal of extracellularmatrix degradationhas

takenplace, is certainly an importantfactor Iimiting thecapacityof this tissue forself-repair(5).

Moreover, the deathof chondrocytesmust lead to thereleaseof a numberof catabolicfactors

such as proteases,which could alsocontributeto cartilagematrix degradation.In fact, a previous

study in anexperimentalOA model demonstratedthat an agent that canreduce the level of

chondrocyteapoptosiswas also able to protectagainstthe progressionof cartilagelesions(19).

The relevanceof thesespecifieanti-arthriticagents toward theirpotentialuse for thetreatmentof

cIinical OA is questionable since one may argue that theadministration of agents able to

specifically and selectively inhibit apoptosis may aIso increasethe risk of inducing malignant

diseasewhen givensystemicaIly. In fact, drugs that caninduceapoptosisin intestinalcells have

beencIearly establi shedas reducingthe incidenceof certaincolon cancers(20,21). In regard to

OA, there is a need for agentsthat will inhibit apoptosis ratherselectivelyin the joints or at the

site of inflammation.
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The mechanismsleading to OA chondrocyte death/apoptosis have been extensively

studied. Recentpublicationshave demonstrated that a number of pathways, linked together, are

involved in this phenomenon. For instance,the impli cation of the caspasecascade hasrecently

beendocumented (22) and is to sorne extent relatedto the excessive productionof NO within the

OA joint and more particularly by chondrocytes(23,24). Furtherrnore, the exact mechanisms(s)

by which NO induces chondrocyte apoptosis remainsto be elucidated. Recentreports indicate

several possibiliti es,including direct DNA damage, generationof peroxynitrite, and inactivation

of antioxidantenzymes (25-28). Resultsof studies using human leukemic ceU lines indicate that

NO might induce apoptosis via mitochondria damage and, more precisely, by cytochrome c

release leadingto activationof the caspaseenzymes(29).

The cytosolic aspartate-specific proteases (caspases) involve a family of enzymes

responsible for the "ordered" disassemblyof ceUs (22). Caspase-S, caspase-9, and caspase-3 are

the primary enzymes involved in cell apoptosis. These enzymes inducecell deathby a number

of mechanisms,including DNA fragmentationand inactivationof the proteinsthat protect cells

against apoptosis(22,30). They arepresent in the cytoplasm as proenzymesand can undergo

self-activation or be activated in a cascade-like manner by enzymes wi th similar specificity.

Caspase-9is activated in responseto agents or insults that induce the release ofcytochrome c

from the inner mitochondrial membrane(31). Caspase-8 is activa ted by the cytoplasmic death

domainsof the receptors. Caspase-8and caspase-9can activate caspase-3,which could amplify

the caspase-S and caspase-9 signals. Upon activation, caspase-3cleaves vital intracellular

proteins and additionalcaspases.

Moreover, recent studies from our laboratoryhave dcmonstrated that the induction of

apoptosis by NO, in OA chondrocy tes,is mediated via the induc tionof COX-2 gene expression
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and subsequentincreasein the productionof endogenousPGE2 (11). The exact mechani smby

which PGE2 is involved in chondrocyteapoptosis is actually underexploration in our laboratory.

This finding is an interesting one because in cancer cell s, prostaglandin s are believedto have an

inverseeffectby havinganti-apoptoticproperties(20,21,32).

The actual study demonstratedthat Licofelone was capableof reducing dramatically OA

chondrocytedeath/apoptosis,particularly in 'the lesional area of the cartilage. This effect was

presentin concentrationsof Licofelonewhich were within the therapeuticrange(13). Titi s effect

was also closely associated with a reduction in the level of the mature fonn of caspase-3,

explaining the mechanism by which the drug could reduce chondrocyte death/apoptosis.

M oreover, Licofelone was found to inhibit significantly the expression of bath 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 activationof the caspasecascade,namely NO andPGE2. Thereare several

hypotheses to explain the effec ts of L icofelone on these pathways. Firstly, this drug was

demonstratedas reducing the synthesis ofIL-lB by the synovial cells in experimental dog OA

(13). This actioncou Id possibly be relatedto the capacity of Lic ofeloneto inhibit the activity of

5-LOX and the synthesisof LTB 4 (33). Recentstudies have also identi fied that a mutual cross

talking exists between the iNOS and COX pathways which may provide an additional

explanation for the action of Li cofelone. These findings can be summarized as follows: the leveJ

of COX-2 is autoregulated by PGE2 and upregulatedby NO, the level of iNOS is autoregulated

by NO and upregulatedby PGEz (34). Therefore,Li cofelone being a potent inhibitor of COX-2,

the inhibition of PGE2 production could explain the reduction in the level of COX-2 and iNOS.

Moreover, recent findings from our laboratoryhave indicated that LTB-l could also upregulate
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COX-2 expression (35), and therefore , the inhibition of 5-LOX by Licofelone may provide an

additional explanationfor the reduction in the level of COX-2 induced by this drug in OA

chondrocytes.

In summary,this studydemonstratesthat Licofelone,a new anti-inflammatorydrug with

dual balanced inhibitory activity againstCOX and 5-LOX, reduceschondrocyte death/apoptosis

in vivo in OA cartilage. This effect is regulatedby the inhibition of two potentpro-apoptotic

pathways in chondrocytes, namely COX-2 and iNOS, and the subsequentdecreasein the

activation of the caspasecascade. These findings provide additional information about the

possiblemechanismsby which Licofelone could reducethe progressionof the structuralchanges

of experimental dog OA.

13



ACKNOWLEDGMENTS

We would Iike to thankHeatherYarnpolskyand SantaFiori for their invaluableassistancein the

preparationof the manuscriptandDr. DraganJovanovicfor his scientific expertise.

14



REFERENCES

1. Pelletier JP, M artel -Pelletier J, Howell OS. Etiopathogenesisof osteoarthritis. In:

Koopman WJ, editor. Ar thritis & All ied Conditions. A Textbook of Rheumatology.14th

ed. Baltimore: Williams & Wilkin s; 2000:2 195-245.

2. Martel-Pelletier J, Di Battista JA, LajeunesseD. Biochemical factors in joint articular

tissue degradation in osteoarthrit is. In: Reginster JY, Pelletier JP, Martel-Pelletier J,

Henrotin Y, editors . Osteoartluit is: Clinical and Experimental Aspects. Berlin: Springer

Verlag;1999:156-87.

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

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

4. Pelletier JP, Jovanovic D, Fernandes JC, M annin g PT, Connor JR, CUlTIe MG et al.

Reduced progression of experimental osteoarthri tis in vivo by selec tive inhibition of

inducible nitric oxide synthase. Art hri tis Rheum 1998;41:1275-86.

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

osteoarthri tis. Osteoarthriti s Cartilage 1999;7:377-9.

6. Lotz M. The role of nitri c oxide in articular cartilage damage. RheumDis Clin North Am

1999;25:269-82.

7. Blanco FJ, Ochs RL , Schwarz H, Lotz M. Chondrocy teapoptosis inducedby nitri c oxide.

Am J Pathol 1995;146:75-85.

8. Blanco FJ, Guitia n R, Vazquez-Martul E, de Toro FJ, Galdo F. Osteoarthritis chondrocytes

15



die by apoptosis. A possible pathway for osteoarthritis pathology. Arthriti s Rheurn

1998;41 :284-9.

9. Kim HA, Lee YJ , Seong SC, Choe KW, Song YW. Apoptotic chondrocytedeath in human

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

10. HashimotoS, OchsRL, Komiya S, Lotz M . L inkage of chondrocyteapoptosis and cartilage

degradationin humanosteoarthritis. Arthritis Rheum 1998;41:1632-8 .

11. Notoya K, Jovanovic DY, Reboul P, Martel-Pelletier J, Mineau F, Pelletier JP. The

inductionof cell death in human osteoarthritis chondrocytesby nitric oxide is relatedto the

production of prostaglandin E2 via the induction of cyclooxygenase-2. J Immunol

2000;165:3402- 1O.

12. Loening AM , JameslE, Levenston ME, Badger AM, Frank EH, Kurz B et al. Injuri ous

mechanical compressionof bovinearticular cartilageinduces chondrocyteapoptosis. Arch

BiochemBiophys 2000;381:205-12.

13. Jovanovic DY , Fernandes JC, Martel-Pelletier J, Joliceour FC, Reboul P, Laufer S et al.

The in-vivo dual inhibition of cyclooxygenase and lipoxygenaseby ML-3000 reduces the

progressionof experime ntal osteoarthriti s, Suppressionof Collage nase- Iand interleukin

1betasynthesis. Arthriti s Rheurn2001;44:2320-2330.

14. PelletierJP, Jovanovi c DY, Lascau-Coman Y, FernandesJC, Manning PT, ConnorJR et al.

Selective inhibition of inducible nitric oxide synthasereducesprogression of experime ntal

osteoarthritis in vivo: possible link with the reduction in chondrocyteapoptosis and caspase

3 level. Arthriti s Rheum2000;43:1290- 9.

16



15. Moldovan F, Pelleti er JP, Hambor J, Cloutier JM, Martel-PelletierJ. Collagenase-3 (matrix

metalloprotease13) is preferentially localized in the deep layer of humanarthritic cartilage

in situ: in vitr o mimicking effect by transforming growth factor beta. Arthriti s Rheum

1997 ;40:1653-61.

16. Pelletier JP, Faure MP, Di B attistaJA, Wilhelm S, Visco D, M artel-Pelletier J. Coordinate

synthesis of strome1ysin, interleukin-l, and oncogene proteins in experimental

osteoarthritis . Animmunohistochemicalstudy. Am J Patho11993;142:95-105.

17. Pelletier JP, Lascau-Coman V, Jovanovic D, FernandesJC, M anning P, Currie MG et al.

Selective inhibition of inducible nitr ic oxide synthase in experimental osteoarthritis is

associatedwith reductionin tissuelevelsof catabolic factors. J Rheumatol 1999;26:2002

14.

18. Pelletier JP, M artel-Pellet ier J, Abramson SB. Osteoarthritis, an infl ammatory disease:

potential implication for the selection of new therapeutic targets, Arthritis Rheum

200 1;44 :1237-47.

19. TakahashiK, HashimotoS, Kubo T, HirasawaY, Lotz M , Ami el D. Effect of hyaluronan

on chondrocyte apoptosis and nitric oxide production in experimentally induced

osteoarthri tis. J Rheumatol 2000;27:1713-20.

20. Janne PA, M ayer RJ. Chemoprevention of colorectal cancer.

2000;342:1960-8.

N Engl J Mcd

21. Steinbach G,Lynch PM, Phill ip s RK, Wallace MH , Hawk E. Gordon GB et al. The effect

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

17



Med 2000;342: 1946-52 .

22. Thorn berryN, LazebnikYA. Caspases: enemies within. Science1998;281:1312-6.

23. Stad1er J, Stefanovic-RacicM , Billi ar TR, Curran RD, McIntyre LA , GeorgescuHI et al.

Arti cular chondrocytes synthesize nitric oxide 10 response to cytokines and

lipopolysaccharide.J InuminoI1991;147:3915-20.

24. Amin AR, Di CesarePE, 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" nitri c oxide synthase.J Exp Med 1995;182:2097-102.

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

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

USA 1992;89:3030-4.

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

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

27. Dobashi K, Pahan K, Chahal A, Singh 1. Modulation of endogenousantioxidantenzymes

by nitric oxide in rat C6 glial cells, J Neurochem1997;68:1896-903.

28. Asahi M, Fujii J, Suzuki K, Seo HG, KuzuyaT, Hori M et al. Inactivati on of glutathione

peroxidaseby nitric oxide. Impl ication for cytotoxic ity . J Biol Chem 1995;270:21035-9.

29. UshmorovA, Ratter F,Lehm ann V, Droge W, Schimnacher V, Umansky V. Nitric -ox ide

induced apoptosis in human leukemic lines requiresmitochondrial lip id degradation and

cytochromeC relcasc. B100d 1999;93:2342-52.

18



30. NagataS. Apoptosis by death factor. Cell 1997;88:355-65.

31. Li P, Nijhawan D, Budihardjo 1, SrinivasulaSM, AhmadM, Aln emri ES et al.Cytochrome

c and dATP-dependentformation of Apaf-1/caspase-9 complex initiates an apoptotic

proteasecascade.Cell 1997;91:479-89.

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

2000;105: 1511-3.

33. Rainsford K.O, Ying C, Smith F. Effects of 5-lipoxygenase inhibitors on interleukin

production by human synovial tissues in organ culture: comparisonwith interleukin-l

synthesis inhibitors. J PharrnPharmacol1996;48:46-52.

34. Pelletier JP, FernandesJC, Jovanovic DV , Reboul P, Martel-PelletierJ. Chondrocyte death

in experimental osteoarthritis is mediatedby MEK 1/2 and p38 pathways: role of COX-2

and iNOS. J RheumatoI2001;28:2509-2519.

35. He W, Pelletier JP, Martel -Pelletier J, Laufer S, Di Battista JA. The synthesis of

interleukin-1beta, tumour necrosis factor-a and interstitial collagenase (MMP-1) 1S

eicosanoiddependentin human OA synovial membrane explants: Interactionswith anti

inflammatorycytokines . J Rheumatol 2001;(ln press).

19



Table 1. Level of chondrocytedeath (TUNEL reaction) in canine kneecartilage*

Group

No. of

Animais

% positive cells

Femoral condyles Tibial plateaus

OA (placebo) 7 30.8 ± 1.9 31.0± 2.4

L icofelone 7 9.6 ± 1.9 12.0 ± 1.7
2.5 mg/kg/day (P<O.OOOl) (P<O.OOOl )

Li cofel one 7 11.5 ± 1.9 14.0 ± 1.8
5.0 mg/kg/day (P<O.OOOl) (P<O.OOO2)

* Values are the mean ± SEM. The osteoarthritis (OA) group was treatedwith the placebo. The Licofelone-treated

groupsreceived2.5 mg/kg or 5 mg/kg of Lico felone orally each day for 8 weeks, beginningimmediatelyafter surgery.

Ali dogs were killed and tissues examinedat 8 weeks. Statistical analysis by Mann-WhitneyU test. Pvalueswere

compared to OAcontrol group.
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Table 2. Caspase-3 level in canine knee cartilage*

No. of % positive cells

Group Animais Femoral condyles Tibi al plateaus

OA (placebo) 7 30.5 ± 2.7 29.6 ± 3.4

Licofelone 7 6.6 ±1.5 5.4 ± 1.1
2.5 mglkg/day (P<O.OOOl) (P<O.OOOl)

Licofelone 7 3.7 ±1.1 2.5± 0.6
5.0 mg/kg/day (P<O.OOOl) (P<O.OOOl)

t(p <O.OS) t(P<O.04)

* Valuesare themean ± SEM. SeeTable 1 for explanations and definiti ons.

P valueversus the OA group, by M ann-Whitney U test.

t P value versusLi cofelone 2.5 mglkg/day, by Mann-Whitney U test.
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Table 3. iNOS level in canine knee cartilage*

No. of % positive cells

Group Animais Femoral condyles Tibial plateaus

OA (placebo) 7 24.8 ± 2.9 29.4± 2.3

Licofelone 7 12.1 ± 0.9 11.1±1.4
2.5 mg/kg/day (P<O.OO2) (P<O.OOl)

Licofelone 7 10.7 ± 1.7 11.1 ± 1.0
5.0 mg/kg/day (P<O.OO2) (P<O.OOl)

• Valuesare the mean± SEM. SeeTable 1 for explanationsanddefinitions.

P value versus the OA group, by Mann-WhitneyU test.
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Table 4. COX-21evel in canine kneecartilage"

No. of % positive celIs

Group Animais Femoral condyles Tibial plateaus

üA (placebo) 31.1±1.4 30.1 ± 2.0

Li cofelone 7 15.9 ± 1.0 16.6 ± 1.2
2.5 mg/kg/day (P<O.OOl) (P<O.OOl)

Licofelone 7 10.8 ± 1.1 10.4 ± 1.3
5.0 mg/kg/day (P<O.OOl) (P<O.OOl)' .

t(P<O.OO4) t(P<O.Ol)

Valuesare themean± SEM. SeeTable 1 for explanationsanddefinitions.

P valueversus theOA group, by Mann-WhitneyU test.

t P valueversusLicofelone2.5mg/kg/day group, byMann-WhitneyU test.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Representative sections of cartilage showing in situ detection of chondrocyte

death byTUNEL reactionstainingin femoral condyles(left) and tibial plateaus (right). A and B,

placebo-treatedOA dog. C and D, OA dogtreatedwith Licofelone at 2.5mg/kg/day.E and F,

OA dog treatedwith Licofeloneat 5.0mg/kg/day.(Original magnificationX 100)

Figure 2. Representativesectionsof cartilage, showing immunostainingfor caspase-3III

femoral condyles(left) and tibial plateaus(right). A and B,placebo-treatedOA dog. C and D,

OA dog treatedwith Licofelone at 2.5 mg/kg/day.E and F, OA dog treated withLicofelone at

5.0 mg/kg/day.(Original magnificationX 100)

Figure 3. Representative sections of cartilage, showing immunostaining for iNOS in

femoral condyles(left) and tibial plateaus(right). A and B, placebo-treatedOA dog. C and D,

OA dog treatedwith Licofelone at 2.5 mg/kg/day.E and F, OA dog treated withLicofelone at

5.0 mg/kg/day.(Original magnificationX 100)

Figure 4. Representativesections of cartilage, showing immunostaining for COX-2 in

femoral condyles(left) and tibial plateaus(right). A and B, placebo-treatedOA dog. C and D,

OA dog treatedwith Licofelone at 2.5 mg/kg/day.E and F, OA dog treated withLicofelone at

5.0 mg/kg/day. (Original magnificationX 100)
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Les AINS, grâce àleur pouvoir inhibiteursur les COXs, sontlargementprescritspour
leurs propriétésantalgiqueet/ou anti-inflammatoiredans le traitementsymptomatiquede
l'arthrose.Des moléculesayant unetolérancedigestiveaméliorée(Silversteinet coll, 2000 ;
Wallaceet coll, 1994), sontdoncsusceptiblesd'êtreadministréesde façonchroniquechezle
patient arthrosique. Cependant,cette administration ne doit pass'accompagnerd'effets
délétèressur le cartilage,commecela l'a été suggérépour l'indométacine(Rashadet coll,
1989). Le but de ces deuxétudesexpérimentalesétait donc d'évaluerles effetsd'inhibiteur
sélectif de COX-2, le Rofécoxib, et d'inhibiteur mixte COXJ5-LOX, le ML-3000, sur le
cartilage articulaire, dans deux modèlesexpérimentauxd'arthrose.Ces modèles nous ont
permis de réaliser une évaluation séquentielle des modifications cartilagineuses,en
s'affranchissantde l'hétérogénéitédes formescliniquesde l'arthrosehumaine.D'autrepart; il
paraissaitintéressantd'étudierl'expressionde deux protéinesde la réactioninflammatoire,
iNOS et COX-2, dont l'activité peut êtremoduléepar cesmoléculeset qui sontsusceptibles
de participerà la surviechondrocytaire.De plus, denombreusesétudesont mis enévidence
l'existencede régulationscroiséesentreces deux voiesinductibles(Salvemini,1997 ;Cirino,
1998) etnotammentune activation fonctionnellede COX-2 par lesespècesdérivées du NO
dans leschondrocytes(Nédélecet coll, 2001).

Dansle modèled'arthroseexpérimentaleau MIA, les expériencesont confirmé qu'il
existe une différence d'incorporationde sulfate radiomarquéselon la zone de larotule
considérée. En effet, la partie centrale du cartilage rotulien montre une baisse de
l'incorporation,traduisantune diminution de la biosynthèsedes protéoglycanes,alors que le
phénomèneinverseest observéen périphérie.Ces résultatssont cohérentsavec ce qui adéjà
été décrit dans cemodèlechezle rat (Guingampet coll, 1997) et chez la souris etsemblent
caractéristiquesdes arthrosesinduites par les perturbationsdu métabolismechondrocytaire
(Van der Kraan et coll, 1992). Cephénomènereproduit les différencesd'anabolismedes
protéoglycanesdu cartilagerapportéesaprès uneinjection intra-articulaired'IL-1 (Gegoutet
coll, 1994) etseraitun bonreflet de lasévéritéde l'atteintearticulaire.

Notre étudemontreque, aux dosestestées,les AINS n'ont pasd'effet significatif sur
l'anabolismedesprotéoglycanesdu cartilage,suggérantun effet chondroneutredesmolécules
dans nosconditionsexpérimentales.Plusieursétudesse sontintéresséesaux effets des AINS
sur la biosynthèsedesprotéoglycanesdu cartilagein vitro et in vivo. Ainsi, les AINS ont un
effet inhibiteur sur la biosynthèsedes protéoglycanesà fortes concentrations(Bjelle et
Eronen,1991; Collier et Ghosh, 1991),mêmesi certainsauteurssuggèrentqu'ils pourraient
se distinguer les uns desautres par leur capacitéà favoriser la fixation des facteurs de
croissancesur leschondrocytes(Dingle et Parker, 1997). Il faut cependantremarquerque, si
l'on considèrel'exempledu naproxène,un effet inhibiteur (Muir et coll, 1988;Dingle, 1999)
ou uneabsenced'effet (Brandtet Albrecht, 1990 ;Basleeret coll, 1992 ; Smith et coll, 1995)
ont été rapportéssur le métabolismedes protéoglycanes.Ceci souligne l'influence des
conditions expérimentales(espèce,cartilage sain ou pathologique,durée d'exposition)sur
l'interprétationdes résultats. De même, nosrésultatssont assezcohérentsavec lamajoritédes
étudesin vivo. En effet, sil'acide tiaprofénique(Pelletieret Martel-Pelletier,1991) et, à un
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degrémoindre,le naproxène(Ratcliffe et coll, 1993), ontdémontréun effet protecteursur le
cartilage, et que certains effets délétèresont été observés avec les salicylés (Brandt et
Palmoski, 1984) ou l'indométacine(Desaet coll, 1989; Pettipheret coll, 1989), les AINS
n'ont généralementpasd'effet majeursur le cartilage.D'ailleurs, les potentialitésde l'acide
tiaproféniquepourraientreleverde propriétésparticulières,indépendantesde l'inhibition des
COXs, comme l'inhibition des MMPs (Pelletier et coll, 1989; Sadowski et Steinmeyer,
2001). On ne disposeactuellementque de peu de données sur les effets desinhibiteurs
sélectifsde COX-2 sur le cartilage.Cependant,nous avonsmontré qu'à une posologie(3
mglkg/j), correspondantà plus de deux fois la DEsü sur les paramètresd'efficacité anti
inflammatoire (Chan et coll, 1999), lerofécoxib ne perturbe pas la biosynthèse des
protéoglycanes.Bien que nous neconnaissionspas la contribution respectivedes deux
isoformesde COX dans lecartilage,le conceptde sélectivitédes AINS pour les COXssemble
transposabledans ce tissu (Blanco etcoll, 1999),d'autantque l'expressionde COX-2 a été
mise enévidencedans lecartilagede patientsarthrosiques(Amin et coll, 1997). Nosrésultats
ne mettentpas enévidencede différenceliée à lasélectivitéd'inhibition des COXs par les
AINS. Cependant,ils suggèrentqu'un inhibiteur sélectifde COX-2 seraitbien toléré par le
cartilagepathologique,mêmeà uneposologieexcessive.

L'étudehistologiquede lasévéritéde l'atteintearthrosiquea confirmél'existencechez
les rats MIA, de lésionsmodéréesdu cartilage,mimant certainstraits del'arthrosehumaine
(Bentley, 1974): nids dechondrocytes(« cluster») ou mort cellulaire,érosiondu cartilageet
remodelageosseux. Eneffet, le remodelagede l'os sous-chondralest observé dèsno,comme
c'est le cas précocémentdans d'autres modèles expérimentaux(Collins et coll, 1994;
Messneret coll, 2000). Deplus, les lésionsobservéesau niveaudesplateauxtibiaux et des
condylesfémorauxsont de mêmenatureet sontrépartiesde façonhomogène,contrairementà
l'hétérogénéitérapportée entre les zonesportantes ou non portantesdans lesmodèles
d'arthrosepar instabilité (Van derKraan et coll, 1989). Dans nosconditionsexpérimentales,
nous n'avonspas observéd'effetsdes AINS sur la sévérité des lésions etnotammentpas de
déplétion supplémentaire en protéoglycanes (bleu de Toluidine) dans les couches
superficiellesdu cartilage. Cesrésultatsconfirment la chondroneutralitédes AINS dans ce
modèle. Il fautcependantsignalerque les effetsprotecteursdecertainesmolécules,y compris
le naproxène(Ratcliffe et coll, 1993), ont toujours étérapportésdans le modèle parsection
ligamentaire. Pour le rofécoxib, l'absenced'effet est cohérenteavec l'absenced'effet
aggravantsur lepincementde l'interlignechez lepatientarthrosique,après un and'utilisation
(Tindall,2000).

Nous avonsconfirméque l'apoptosechondrocytaireest nettementaugmentéedans le
modèleau MIA (Guingampet coll, 1998), aussi bien par latechniquede Tunel que par la
détectionde la caspase-3 active. Laparticipationde la mortchondrocytairepar apoptose dans
la destruction du cartilage au cours du processusarthrosiqueest maintenantlargement
documentée,tant chezl'Homme que chezl'animal (Amin et Abramson,1998; Lotz et coll,
1999 ;Blanco et coll, 1998; Kim et coll, 2000; Hashimotoet coll, 1998; Pelletieret coll,
2001). La réduction du nombre decellules, notammentdans lescouchessuperficiellesdu
cartilage arthrosique,où a étéobservéeune dégradationimportante de la matriceextra
cellulaire, est certainementun desmécanismesimportantsdans lacapacitédes tissus à se
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régénérer(Studeret coll, 1999),d'ailleurs la perted'adhésiondu chondrocyteà la matrice
extracellulairepourrait favoriser l'apoptose(Cao et Yang, 1999). Qui plus est, la mort des
chondrocytespeut favoriser la libération d'un certain nombre de facteurs cataboliques,
commedesprotéases(TetIow et coll, 2001; Lang et coll, 2000),susceptiblesde favoriserla
dégradationde la matricecartilagineuse.II pourraitdonc existerune sorte decerclevicieux
auto-entretenuentre I'apoptoseet la dégradationde la matriceextracellulaire.Les protéases
cytosoliquesaspartate-spécifiquesou caspases ,dont lacaspase-S,la caspase-9et lacaspase-3
sont lespremièresenzymesimpliquéesdans lamort cellulaireparapoptose.Elles induisentla
mort cellulaire par un certain nombrede mécanismes,dont la fragmentationde l'ADN et
l'inactivation des protéinesprotégeantles cellules de l'apoptose(Thornberryet Lazebnick,
1998; Nagata,1997). Elles sontprésentesdans lecytoplasmesous la forme depro-enzymes
et ellespeuventsubiruneauto-activationou êtreactivéespar lacascadedescaspasespar des
enzymes ayant unespécificitéidentique.La caspase-9estactivéeen réponseà desagentsou à
des stimuli qui induisent la libération de cytochrome c de la membraneinterne des
mitochondries(Li et coll, 1997). Lacaspase-Sestactivéepar dessignauxtransmisà partir des
récepteurscytoplasmiques.Les caspases-8et -9 peuventactiver la caspase-3,qui peut elle
mêmeamplifier le signal desdeux autres. Aprèsactivation, la capase-3clive desprotéines
vitales intra-cellulaireset d'autrescaspases.Dansnos conditionsexpérimentales,nous avons
observé unpourcentageplus importantde cellulesapoptotiquesavec latechniquede Tunel
qu'avecla détectionde la caspase-3active. Une explicationpossibleest qu'unnombrenon
négligeablede cellules nécrotiquespourrait être détectépar la techniquede Tunel (Grasl
Kraupp et coll, 1995), ce quiconduirait à une surestimationdu phénomèneapoptotique,
d'autantque le MIA n'estpas dénué detoxicité expérimentalein vitro (Cournil et coll, 2000).
Dans ce cas,l'expressionde lacaspase-3activesemblel'indicateurle plus fiable duprocessus
apoptotique.Les AINS nemodifientpas ceparamètre,ni d'ailleursles résultatsobtenuspar la
techniquede Tunel, suggérantqu'ils sont dénuésd'effets pro ou anti-apoptotiquesdans le
cartilagearthrosique.

Nous avonségalementmontréque l'expressionde deux gènesprécocesde la réaction
inflammatoire, iNOS et COX-2, était augmentéedans lecartilage au cours de laphase
précocede l'arthrose(110) et quecetteexpressiondiminuaitavec letempspourrevenirà des
taux de base à 120. Cesrésultatssont cohérentsavec l'expressionde iNOS et de COX-2 dans
le cartilage arthrosiquehumain (Amin et coll, 1997) et pourraientavoir une signification
physiopathologiquepuisque, parmi les mécanismesde l'apoptose,un rôle majeur a été
attribuéau NO. Plusieurspublicationsont soulignél'implication de la cascadedescaspases
(Thornberry et Lazebnik, 1998) et son lien avec laproduction excessivede NO dans les
genoux arthrosiqueset plus particulièrementpar les chondrocytes(Stadler et coll, 1991;
Amin et coll, 1995). Lemécanismeexactpar lequel le NOinduit l'apoptosechondrocytaire,
reste àélucider. Plusieurshypothèsesont été envisagées,comme une action directe sur
l'ADN, la générationde peroxynitrite,ou l'inactivationd'enzymesanti-oxydantes(Nguyen et
coll, 1992; Lin et coll, 1995 ;Dobashiet coll, 1997; Asahi et coll, 1995). De plus, desétudes
récentesont montré que, dans deschondrocytesarthrosiques,le NO est unmédiateurde
l'apoptose par l'intermédiaire de J'induction de J'expressiondu gène de COX-2, et
l'augmentationconsécutivede la productiondes PGE2 endogènes(Notoyaet coll, 2000). Le
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mécanismeexactpar lequel les PGE2 sont impliquéesdans l'apoptosechondrocytaireesten
cours d'exploration,mais uneétude a montré qu'elles agiraient par un mécanismedirect
(Miwa et coll, 2000).

Dans notre étude, les AINS diminuent l'expressionde iNOS et de COX-2 defaçon
considérable,surtout au stade précoce(JI0). Cette inhibition est marquéedans leszones
profondesdu cartilage et pourrait suggérerl'intervention de ces deux voiesenzymatiques
dans lesmodificationssurvenantdans la zonecalcifiée du cartilageet l'os sous-chondral,au
cours del'arthroseau MIA (entreJIO etJI5). La contributionde COX-2 a étésuggéréedans
la tumorigenèse,qu'il s'agissede cellulesrecto-coliques(Taketoet coll, 1998) ou decellules
épithéliales(Liu et coll, 2001). Il était donc légitime de supposerque l'inhibition de COX-2
pourrait affecter la survie chondrocytaire.Cependant,nos résultatsne soutiennentpas cette
hypothèseetsemblentconfirmer l'existenced'unespécificitétissulairedéterminantepour les
effetsdesATNS sur l'apoptose.Ainsi, ils peuventêtre pro-apoptotiquesdans le cas de ceJJules
cancéreuses,notamment colorectales, où les prostaglandinesont des propriétés anti
apoptotiques(lanneet Mayer, 2000; Steinbachet coll, 2000;Prescott,2000). Enrevanche,
ils seraientanti-apoptotiquesdans lesneurones(Tocco et coll, 1997) voiremêmedans des
chondrocytesimmortalisésstimulés par la staurosporine(Mukherjee et coll, 2001). Cette
variabilité d'effet pourraittraduirela vitessede renouvellementdifférentede ces tissus, avec
uneinductionde l'apoptoselimitée aux tissus à forteproliférationcellulaire.

Toutefois, la diminution d'expressiondes enzymesiNOS et COX-2 sousl'effet des
AINS reste inexpliquéedans lamesureoù ces moléculessont d'avantagedes inhibiteurs
enzymatiquesque des inhibiteurs transcriptionnels,même si aucune modulation de la
productionde NO par les AINSn'a été mise enévidencedans les chondrocytesen culture
(Nédélecet coll, 2001). Il fautcependantnoterque deseffets indépendantsde l'inhibition des
COXs ont étédécritspour les AlNS. Ainsi, les AINSpourraientdiminuercertainesactivités
transcriptionnelles,notammentla voie de NF-KS, conduisantà une réductionde certaines
signalisationsintra-cellulaires,y compriscellesconduisantà l'induction de COX-2 et iNOS.
En effet, les facteursde transcriptionconcernés(Tegederet coll, 2001; Saunderset coll,
2001) possèdentdesélémentsde réponsedans lespromoteursde COX-2 (HIa et coll, 1999) et
iNOS (Kwon et coll, 1998).Pour COX-2, on ne peut cependantpas exclure un mécanisme
dépendantdesCOXspuisquela diminutionde l'expressionde COX-2pourraitêtrecauséepar
l'augmentationde l'instabilité de sonARNm secondaireà la réductionde la productionde
PGE2 (Faouret coll, 2001).

Dans le modèle d'arthrose induite par section ligamentaire chez le chien, les
expériencesont été réaliséesà 8 semaines,c'est-à-direà un staded'arthrosedéclarée.En
effet, des lésionsmodéréesdu cartilagesont généralementobservéesau niveau desplateaux
tibiaux et descondylesfémorauxdans cemodèle,mêmesi ces lésionssont légérementplus
sévères au niveau des plateaux (Jovanovic et coll, 2001). Par ailleurs, la présence
d'ostéophytesest observéesur les condyles fémoraux. Des expériencesprécédentesont
montré qu'à ce staded'évolution du modèle, le ML-3000 était capablede réduire, à dose
thérapeutique,la sévéritédes lésionsarthrosiques,tant sur lescoremacroscopiqueque sur les
lésionshistologiques(Pelletieret coll, 2000; Jovanovicet coll, 2001).
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Nous avons montré que, dans cemodèle,30% des chondrocytesétaientapoptotiques
dans les zonessuperficiellesdu cartilage. Ceci estcohérentavec lalocalisationpréférentielle
de l'apoptoseen superficieet avec le niveaud'apoptoserapporté par ailleurs dans cemodèle
(Pelletier et coll, 1999). Ces résultats sontégalementprochesdu pourcentagede cellules
apoptotiquesobservéesrapporté dans le modèle desection ligamentaire chez le lapin
(Hashimotoet coll, 1998), mêmes'il excèdelargementle pourcentaged'apoptoseobservé
dans le cartilage arthrosiquehumain (Hashimoto et coll, 1998). Parmi lesexplications
possibles,en dehors desspécificités d'espèce,il faut souligner que les modèles sont
généralementréaliséssur desanimauxjeuneset que lesprélèvementshumainscorrespondent
le plus souventaux stades ultimes de la maladie.D'autrepart, contrairementà ce que nous
avions constatéavec le modèleau MIA, il existe unebonnecorrélationentre lesrésultats
obtenus par laréactionde Tunel et par ladétectionde la caspase-3 active, 'ce quiconfirme
l'hypothèsed'unecertainecytotoxicitédu MIA.

Dans nosconditions expérimentales,le ML-3000 diminue efficacementl'apoptose
chondrocytairein vivo que ce soit dans lesplateauxtibiaux ou les condyles fémoraux, des
chiens arthrosiques.Cet effet protecteura étéobservédans les zonespérilésionnelles,et est
étroitementassociéà l'inhibition de la forme active de lacaspase-3,mettantainsi enévidence
le mécanismepar lequel le traitement serait capable de réduire l'apoptose dans les
chondrocytes.Les résultatsobtenusdans cette étudeapportentde nouveauxélémentssur les
mécanismespotentielspar lesquelscettemoléculepeutexercerses effetschondroprotecteurs.
En effet, uneétuderéaliséedans ce modèled'arthroseexpérimentalechez le chien, amontré
qu'un agent capablede protégercontre la progressiondes lésions était aussicapablede
réduire l'apoptosechondrocytaire(Takahashiet coll, 2000).L'intérêt de l'utilisation de ces
moléculesayant despotentialitésanti-apoptotiquesdans letraitementclinique de l'arthrose
restecependantsujet à caution, dans lamesureoù l'administrationde cesmoléculespourrait
augmenterle risque detransformationsmalignes. Ceci estconforté par le fait que ces
moléculesqui induisentl'apoptosedans lescellules intestinalessont égalementcapablesde
réduire l'incidencede certainscancersdu colon (Janneet Mayer, 2000 ;Steinbachet coll,
2000). Malgré lesspécificitéscellulairesde la régulationdu processusapoptotiqueévoquées
précédemment,ceci souligne lanécessitéde trouver des molécules capables d'inhiber
l'apoptose dans les articulations avant d'envisager leur utilisation dans l'arthrose. Les
mécanismespar lesquelsle ML-3000 réduit l'activationde la caspase-3demeurentinconnus.
En effet, plusieurs études ont montré uneparticipation contradictoire des LOXs dans
l'apoptose.Ainsi, elles auraientun rôle facilitateurde l'apoptosedans les fibroblastes ou les
cellulesde cancercolorectal(Takanoet coll, 2001 ; Gu et coll, 2001 ; Shureiqi et coll, 2000).
En revanche,un rôle anti-apoptotiquea été suggéré dansd'autrescellulescancéreuses(Ding
et coll, 2001 ;Romanoet coll, 2001 ; Wong et coll, 2001 ; Avis et coll, 2001). Ceci suggère,
comme nousl'avions évoqué pour COX-2, que les LOXs, et parconséquentleur inhibition,
pourraientavoir uneselectivitétissulairevis-à-vis duprocessusapoptotique.

Dans nos conditions expérimentales,nous avons observé une augmentationde
l'expressionde iNOS et deCOX-2 dans le cartilage, ce qui estcohérentavec leurexpression
dans J'arthrosehumaine(Amin et coll, 1997).Contrairementà l'expressiontransitoireque
nous avions puobservédans lemodèleauMlA, cesprotéinessontdétectéesà des stades plus
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tardifs duprocessusarthrosiqueinduit par lasectionligamentaire(8 semaines). Ceciconfirme
indirectementque lacomposanteinflammatoireest importantedans de ce modèle(Pelletieret
coll, 2000 et 200 1). Le ML-3000 inhibe de façonsignificative l'expressionde iNOS et de
COX-2, ce qui suggèrequ'il pourrait diminuer l'apoptosechondrocytaireau cours de
l'arthroseen inhibant la productiondesmétabolitesqu'ellesproduisent. En effet, le NO et les
PGE2 ont été identifiéscommedes activateursde la cascadedes caspases(Pelletieret coll,
2000). Cesrésultatssont similairesà ceuxobservésdans le même modèle avec uninhibiteur
sélectif de iNOS, la L-NIL (Pelletier et coll, 1999 et 2000) etsemblent indiquer que
l'inhibition COX/5-LOX serait associée à la diminution de nombreux facteurs
procataboliquespour le cartilage. Uneffet non-spécifiquesemblepeu probableen raison des
posologiesthérapeutiquesutilisées,mêmes'il ne peut pas êtretotalementexclu. Enrevanche,
plusieurshypothèsespeuventêtre proposéespour expliquerl'effet inhibiteurdu ML-3000 sur
iNOS et COX-2. Toutd'abord,cette moléculeest capablede réduire la synthèsed'IL-l B par
la synoviale dans ce modèle(Jovanovicet coll, 2001). Ceteffet pourraitêtre liéà la capacité
du ML-3000 d'inhiber l'activité de la 5-LOX et donc la synthèse de LTB4 (Rainsfordet coll,
1996). En effet, plusieurstravaux ont montré que le LTB4 était capablede stimuler la
synthèsed'IL-lB, que ce soit dans dessynoviocytes(Kageyamaet coll, 1994) ou des
monocytes(Tatsunoet coll, 1990; Rola-Pleszczynskiet Lemaire, 1985) humains.D'autre
part, desétudesrécentes ontmontré l'existencede bouclesd'autorégulation,impliquant les
MAP kinases,entre les voiesinductiblesde la NOS et de la COX quipourraitapporterdes
élémentssupplémentairesà la compréhensiondu mécanismed'actiondu ML-3000. Ainsi, le
niveau d'expressionde COX-2 estaugmentépar le NO dans lecartilagearthrosiqueet les
PGE2 entretiennentcette expression.Réciproquement,le niveau d'expressionde iNOS est
entretenupar le NO et les PGE2 stimulent cette induction d'expression(Pelletier et coll,
2001). Parconséquent,en inhibant la synthèse des PGE2, le ML-3000, pourrait diminuer
indirectementl'expressionde iNOS et de COX-2. Enfin, destravauxrécents ont montré que
le LTB4 pouvait induire l'expressionde COX-2 dans desexplantsde synovialearthrosique
humaine(He et coll, 2001), ce quisuggèreque l'inhibition de la 5-LOX par le ML-3000
pourraitrendrecomptede laréductionde l'expressionde COX-2 dans leschondrocytesOA.
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La premièrepartie de l'étudenous apermisde comparerdes AINS ayant desprofils
de sélectivité différents vis-à-vis des isoenzymesde COX dans desmodèles d'arthrite,
reproduisantune évolution aiguë ou chronique,ayant des mécanismesphysiopathologiques
différentset associésà uneréactioninflammatoirelocaleou systémique.

Cette étude nous a permis dans un premier temps, de confirmer l'équivalence
d'efficacitédes inhibiteurs réputéspréférentiel(MLX) ou sélectif(CXB) de COX-2 avec les
inhibiteursnon sélectifs(AINS classiques)quel que soit lemodèleconsidéré.Cependant,le
suivi longitudinal par biotélémétriea permis de montrer que ces«nouveauxinhibiteurs»
avaientun délaid'actionplus long que l'AINS comparateurpuisqu'ilsétaientmoinsefficaces
sur lessymptômesassociésà la réactioninflammatoireaiguë.

L'étudecomparéede l'inhibition des COXs par cesmoléculesdans lecompartiment
circulant (COX-I plaquettaire) ou les tissus cibles (COX-I gastrique, COX-2 patte
inflammatoire), a permis de confirmer que: i) tous les AINS inhibent COX-2 au site
inflammatoire; ii) seul un AINS réputésélectifde COX-2 estdénuéd'effet inhibiteur sur
l'activité COX-I plaquettaireet gastrique;iii) une inhibition préférentielleou sélectivede
COX-2 ne peut être mise en évidenceque tardivementen utilisant les indicesde sélectivité
tissulaire; iv) il existeunediminution progressivedu pouvoir inhibiteurdes AINSclassiques
sur la biosynthèsegastriquedes PGE2. Ces résultatsnous ontpermis de démontrerl'intérêt
d'uneévaluationde l'inhibition desCOXs dans lesdifférentscompartimentsde l'organisme,
puisquel'inhibition de la synthèsede TxB2 par laCOX-I plaquettairepermetde discriminer
précocémentun inhibiteur sélectifde COX-2 et que l'inhibition de la synthèsede PGE2 au
site inflammatoirepermetde discriminer tardivementun inhibiteur préférentielde COX-2.
D'autrepart, bien que nous ayonsétabli desindicesde sélectivitéin vivo dans desconditions
prochesde l'utilisation des AINS en clinique (dose efficace, animal malade, traitement
prolongé),nous avonsmontré que leur pertinenceétait néanmoinssujetteà leur variabilité
dans le temps.

Par ailleurs, nous avonsmontréque desinhibiteurspréférentielou sélectifde COX-2
ne perturbaientpas le métabolismedu cartilage (biosynthèsedes protéoglycanes)in vivo.
Cependant,nous n'avonsconsidéréqu'un des aspectsdu métabolismedu cartilagede sorte
que des étudescomplémentairesseront nécessairespour évaluer les conséquencesd'une
inhibition sélectivede COX-2 sur lecartilage arthritique dans d'autressites anatomiques
(synoviale,zonesportantesdu cartilage)et surd'autresaspectsfonctionnels.En effet, compte
tenu de la capacitéde certainsAINS classiquesde modulerles activitésmétalloprotéasiques
(Ratcliffe et coll, 1993) et du rôle de cesenzymesdans ladégradationdu cartilageau cours de
la polyarthriterhumatoïde(RouxLombardet coll, 2001),il seraitimportantd'étudierl'impact
pharmacologiquedes inhibiteurs préférentiels ou sélectifs de COX-2 sur ceparamètre.
D'autre part, avant depouvoir conclure à la chondroneutraIitéde ces molécules,il sera
nécessaired'évaluer leurs effets sur la survie chondrocytaireet l'organisationdu réseau
collagénique.

Dans lasecondepartie de l'étude,nous avons mis enévidenceune augmentationdu
processusapoptotiquedans deux modèlesd'arthrose,ayant unecomposanteinflammatoire
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variable. Nous avonsd'ailleurs, confirmé indirectementcette différence entre les deux
modèles puisque la contribution des voies inductibles de la COX et de la NOS semble plus
importante dans le modèled'arthroseinduit par section ligamentaire.

L'étudecomparée du rofécoxib,inhibiteursélectifde COX-2, et du naproxène, AINS
comparateur, dans le modèle au MIA nous a permis de montrerque: i) les AINS n'ont pas
d'effet aggravant sur la sévérité des lésions, nid'effet pro-apoptotique, confirmant la
sélectivité tissulaire des AINS vis-à-vis du processus apoptotique ; ii) les AINS sont sans effet
sur l'augmentationtransitoire d'expressionde iNOS et deCOX-2; iii) une posologie
excessive de rofécoxib (deux fois la DEsü dans l'inflammation) ne provoque pasd'effet
délétère sur lecartilage;iv) les différences observées avec deux techniques d'évaluation de la
mort cellulaire par apoptose sontcompatiblesavec la mort cellulaire par nécrose dans le
modèle au MIA. Cette étude apporte des élements importants concernant les effets des
inhibiteurs sélectifs de COX-2 sur lecartilagearthrosique. Bien que cet effet chondroneutre
soit cohérent avec les premières observations cliniques (Tindall et coll, 2000), il sera
nécessaire, avant de concluredéfinitivementà la chondroneutralitédu rofécoxib,d'explorer
ses effets surd'autresaspects du cartilage.

Les résultats obtenus dans le modèled'arthrosepar section ligamentaire chez le chien,
montrentque: i) une inhibition mixte de la cyclooxygénase et de la 5-lipoxygénase procure
une chondroprotectionexpérimentale;ii) cet effet est associé à une réduction nette du
phénomèneapoptotique et à la réduction del'expressionde deux gènes de la réaction
inflammatoire. Ces résultats laissent envisager des perspectives intéressantes vis-à-vis de la
contributionde la 5-LOX dans les lésions du cartilage articulaire au cours del'arthrose,dans
la mesure où notre travailconfirme des travaux ayant montré une inhibition des cytokines
pro-inflammatoirespar cette molécule.

Nos résultats apportent des éléments sur les effets de nouvelles molécules sur le
cartilage articulaire dans différents modèlesd'arthropathie.Ces molécules ont une tolérance
digestive améliorée. Cependant, il seraitintéressantde compléter nos travaux parl'étudede
leurs effets surd'autresaspects dumétabolismedu cartilage. De même, il paraît important de
vérifier la pertinence del'hypothèsede chondroneutralitéà des stades plus sévéres de la
maladie arthrosique.

Nous avons également envisager, pour ces molécules, des effets indépendants de
l'inhibition des COXs (Tegeder et coll, 2001). Ces effets pourraient être vérifiés par des
études designalisationintra-cellulairedans le cartilage arthrosique

De plus, les effetschondroneutresdes AINSn'ont jamaisété observés que dans des
modèles expérimentaux. Il serait donc intéressantd'étudier le processus arthrosique
expérimental,afin de déterminer lacontributiondes cytokines et de la membrane synoviale.
Ceci paraîtd'autantplus important dans le cas del'inhibition mixte COX/5-LOX, dans la
mesure où il a été montré que le LTB4 pouvait induire la productiond'IL-l.

Le remaniementosseux est un autre aspect du processus arthrosique qui pourrait faire
l'objet d'investigation. En effet, les PGsinterviennent dans ce phénomène etCOX-2

contribue de façon variable à ladifférenciationdes ostéoblastes en ostéoclastes. Il serait donc
intéressantd'étudierles conséquences del'inhibition sélective de COX-2 sur l'os.
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L'inhibition mixte COX/5-LOX paraît favorablepour le cartilage. II faudrait par la
suite,vérifier si ses effets sontbiendirectementliés àl'inhibition de la synthèse du LTB4.

Si l'absenced'effet délétère des inhibiteurs sélectifs de COX-2 sur lecartilage
pathologiqueest confirmé, il sera par ailleurs important de la confirmer à des stades
ultérieures,comptetenu de ladécouverterécentede lasynthèsede PGspotentiellementanti
inflammatoire dans les phases de rémissions. II seraitégalement intéressantd'étudier
l'expressiondes différentes PGS dans lecartilage au cours desdifférentes pathologies
articulaires,afin d'établir un couplageentre lesisofonnesde COX et lesdifférentesenzymes
de la synthèse des PGs etd'envisagerd'autrescibles.

Enfin, si les risquescardio-vasculairesdes inhibiteurs sélectifs de COX-2 sont
confirmés,il sera légitimed'envisagerd'autresalternativesthérapeutiques,dont lesnouveaux
NO-AINS inhibiteurssélectifsde COX-2 etd'enétudierles effets auniveaudu cartilage.
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