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1. INTRODUCTION N
Loecine

Les anti~inﬂammatoirés non stéroidiens (AINS) constituent une des classes thérapeutiques les
plus utilisées dans le monde que ce soit dans le contexte de la prescription médicale_ ou de
Yautomeédication. Leurs propriétés antalgiques, anti-inflammatoires et anti-pyrétiques sont
connues depuis la fin du 19°™ siécle et expliquent leur large utilisation a visée symptomatique
dans des situations diverses telles que I’ arthrose, les rhumatismes inflammatoires, les douleurs
dentaires et les dysménorrhées en particulier. Certains AINS, et tout particuliérement
I’aspirine, ont également des propriétés inhibitrices de ’agrégation plaquettaire qui en font un
des traitements préventifs de la thrombose artérielle coronaire, cérébrale et périphérique.

Les AINS doivent cei)endant étre considérés comme une arme a double tranchant [132],
puisqu’ils représentent uﬁe des classes pharmacologiques les plus souvent citées pour leurs
effets indésirables, dont certains sont potentiellement graves. Ainsi estime-t-on que les AINS
sont responsables d’environ 260 000 hospitalisations et 26 000 décés par an dans le monde,
avec une contribution prépondérante des effets indésirables digestifs graves (ulcéres
gastroduodénaux, complications graves de type hémorragies ou perforé.tions) [10] Sﬁr le plan
individuel, un ulcére peut étre objectivé par endoscopie chez 10 4 20% des sujets consommant
un AINS au long cours [262]. Trente a 40 % des patients sous traitement AINS proloﬁgé
feront un effet indésirable digestif sévere (ulcére gastroduodénal), devant faire stopper leur
prescription dans plus de 10% des cas. Ainsi estime-t-on aussi que I'incidence annuelle des
ulcéres compliqués ou non est de 2 & 4%, 1 2 2 % des sujets faisant dans I’année une
complication grave (perforation, ulcére creusant, saignement) [75]. Méme s’il existe des
facteurs de risque bien identifiés (Age avancé, antécédent d’ulcére gastroduodénal, posologie
élevée d’AINS, etc...), les effets indésirables digestifs demeurent la principale limitation de

I’utilisation courte ou prolongée des AINS classiques en rhumatologie [172].



Les AINS interférent en outre avec ’homéostasie rénale, les AINS étant pourvoyeurs
d’altération de la fonction rénale chez les sujets présentant un débit sanguin rénal diminué (en
particulier en cas de déplétion hydrosodée).

Pius récemment, I’attention s’est portée sur les effets cardiovasculaires des AINS:

Tous les AINS sont responsables d’une augmentation de pression artérielle [161.]. Or on sait
qu’une augmentation de pression artérielle de 2 mm Hg s’accompagn.e d’une augmentation du
risque d’aocident .vasculaire cérébral de 40% et d’infarctus du myocarde dé 25% [35, 267}

Si certains AINS tels que ’aspirine, et probablement le flurbiproféne ou le naproxéne,
présentent des propriétés .anti'—agrégantes plaquettaires, exphquant que leur consommation au
long cou.rs s’accompagne d’une réduction d’incidence d’événements cardiovasculaires [18,
22], d’autres AIN S, tels que le diclofénac ou 'tbuproféne, sont dénués d’.effet .signiﬁcat'if sur
['agrégation plaquettaire. Plus encore; certaines ¢tudes émetfenf I’hypothése que les nouveaux
AINS (célécoxib, réfécdxib) en faison de leur absence d’effet sur I’agrégation plaquettaire et
en raison de leur effet inhibiteur sur la synthése de la prostacycline pourraient s’accompagner
d’un risque accru de pathologie ischémique cardiaque chez les sujets présentant des facteurs de
risque cardio-vasculaire et ne prenant pas d’anti-agrégant plaquettaire [159].

Plus rarement, les AINS sont responsables de réactions immunoallergiques (par exemple
cutanes, hépatiques) ou, plus rarement encore, toxiques (par exemple phototoxicité) [7].

Si les effets souhaités ou indésirables des AINS sont bien connus, ces derniéres années ont
apporté une véritable révolution en ce qui concerne les connaissances de leurs mécanismes
d’action. Ainsi, sait-on maintenant que les AINS se caractérisent et se différencient par des
capacités d’inhibition plus ou moins importantes de la production de prostaglandines (PG) via
I’inhibition, elle aussi plus ou moins importante, de 2 isoformes de cyclooxygénases (COX-1 et
COX-2). Parce que les PG produites par COX-1 et les PG produites par COX-2 exercent des
actions tantdt physiologiques (homéostasie gastrique, rénale, agrégation plaquettéire pour
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COX-1, homéostasie osseuse, utérine et rdle dans la plasticité cérébrale pour COX-2) tantdt
pathologiques (réle majeur dans I’inflammation et la cancérogénese de COX-2), on comprend
mieux maintenant que le pourcentage d’inhibition de 'une et de I’autre isoforme de COX par
un AINS permette de prédire, au moins en partie, I'intensité de ses effets souhaités (&nfaigique,
anti-pyrétique, anti-inflammatoire, antiagrégant plaquettaire, anti-tumoral etc.) mais aussi
indésirables (digestifs, rénaux et thrombotiques)[207].

C’est dire toute 'importance des outils de mesure de inhibition respective des 2 isoformes de
COXs par les différents AINS, commercialisés ou en cours de développenient. St les résulfats
des ¢études in vitro sur cultures cellulaires sont peu extrapolables aux conditions de
prescription, la méthode dite sur sang toial a été proposée afin d’estimer la sélectivité surr les 2
COXs des AINS, tant in vitro (le sang est mis en ‘con;tact avec des éoncentrations croissantes
d’AINS,. permettant de construire des courbes d’inhibition de la production pendant la
coagulation spontaﬁée de TXA,, reflet de I'inhibition de COX-1 et ¢’inhibition de la
production de PGE, par les monocytes circulants stimulés par du lipopolysaccharide, reflet de
Tinhibition de COX-2) qu’ex vivo (on utilise la méme méthode, mais le sang est prélevé a
différents moments aprés prise orale d’AINS). Rapidement, cette méthode relativement simple,
puisque nécessitant uniquement des prélévementé sanguins répétés, s’est imposée coﬁune la
méthode de référence de la mesure de la sélectivité des COXs, bien que son niveau de
précision (variabilité intra- et inter-individuelle) n’ait pas été évalué. De plus, peu d’études ont
évalué si le niveau d’inhibition réellement mesuré ex vivo a un moment donné (au pié de
concentration ou a I’équilibre de concentration de I’AINS en particulier) peut &tre déduit a
partir des courbes d’inhibition in vitro et de la concentration plasmatique de I’AINS & cet
mstant. Ainsi ne sait-onr pas actuellement si les mesures sur sang total in vitro sont suffisantes

pour estimer la sélectivité sur les COXs d’une molécule ou si les mesures d’inhibition ex vivo



sont indispensables avant de passer aux phases d’évaluation in vivo, animales et humaines d’un
AINS en développement.
Dans une premiére partie, nous présenterons les connaissances anciennes et actuelles
concernant la biosynthése des eicosanoides par les COXs et les propriétés respectives de COX-
1 et de COX-2 et des prostanoides qu’elles prbduisent. Nous ferons le point sur la nouvelle -
classification des AINS, qui s’appuie sur le pouvoir inhibiteur sur les COXs évalué sur des
critéres enzymatiques (sélectivité in vitro), de pharmacologie expérimentale (sélectivité
tissulaire), de pharmacologie clinique (sélectivité ex vivo) et clinique (sélectivité in vivo).
.Nous illustrerons tout Pintérét de différencier les AINS en fonction de leur pouvoir inhibiteur
sur les COXs en montrant la meﬂleure toleérance digestive des AINS inhibiteurs sélectifs de
COX-2 (coxibs)(rofécoxib et célécoxib) par rapporf aux AINS inhibiteurs préférentiels de
COX-2 (méloxicam, nimésulide) et surtout par rapport aux AINS .classiques. Nous aborderons
le cas particulier de la nabumétone et les inhibiteurs sélectifs de COX-2 en développement.
Nous aborderons les indications actuelles des coxibs dans les pathologies articulaires aigués et
chroniques et dans 15 polypose intestinale familiale et leurs indications en développement
(cancérologie et maladie d’Alzheimer en particulier), mais insisterons sur les nécessaires
précautions d’utilisation chez les sujets insuffisant rénaux ou a risque de bas débit artéﬁél rénal
et sur la nécessité d’associer de I’aspirine a ces molécules chez les sujets a risque d’événement
cardiovascularre,
Au vu de cette premiere partie, montrant tout 'intérét de I"estimation la plus exacte possible
des propriétés inhibititrices sur COX-1 et sur COX-2 des AINS, en ce qui concerne la
prédiction des effets cliniques souhaités et indésirables, nous présenterons dans une deuxiéme |
partie les résultats de notre tfavail, visant &:
— évaluer le niveau de variabilité intra- et interindividuelle de la méthode dite « sur sang

total » et sa capacité 4 différencier le pouvoir inhibiteur sur COX-1 et COX-2 de 3 AINS ayant
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des profils d’ihibition des COXs différents dans différents modeles in vitro et des propriétés
pharmacocinétiques différentes

~> définir si les courbes d’inhibition sur sang total obtenues in vitro avec un nombre importént
de sujets permettent de déduire le pouvoir inhibiteur réellement mesuré ex vivo & un moment
donné (pic et équiiibre de concentration aprés prise orale de AINS) & partir de la

concentration plasmatigue de 1’AINS a ce moment donné.

II. ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

IL.1. Rappel sur les eicosanoides

I1.1.1 Ancienne vision de la biosynthése des eicosanoides

On sait depuis 1970 que les AINS inhibent la biotransformation en prostaélandine (PG) H2
(PGH2) de l’acide arachidonique (acide graé, issu de la transformation par les s- et c-
phospholipases A2 des phospholipides membranaires, polyinsaturé, & 20 carbones, sous fo;me
d’ester en position 2), par une enzyme, la cyclooxygénase (COX) [249]. Cette inhibition rend
impossible la transformation de PGH2 en prostanoides [prostaglandines primaires (PGD,,
PGE;, PGF,,), prostacycline (PGI2 et son métabolite stables le 6 KétoPGF,).

Cette « théorie de la COX », qui a valu au Professeur Vane de recevoir le prix Nobel de
Médecine en 1982 [168], est une hypothése cohérente eu égard aux propriétés ambivalentes
des PG dans I’organisme. Ainsi, la production exagérée de PG en situation pathologique (les
lipides membranaires sont les premiers 4 étre en contact avec un stimulus extracellulaire, qu’il
soit bactérien, chimique ou physique par exemple) participe & I'iflammation (vasodilaiation,
augmentation de la perméabilité capillaire) et 4 la douleur (sensibilisation des

nocicepteurs)[264], alors que sa production basale permet I'homéostasie tissulaire
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(gastroduodénale, intestinale, et maintien de Phémodynamique rénale en cas d’hypoperfusion
en particulier).

Les PG produites ne peuvent agir que de fagon autocrine ou paracrine via des fécepteurs
membranaires (PGT) ou exercer une action intra-cellulaire en se fixant sur des récepteurs
nucléaires (modulation de I’activité PPARy ou _action directe sur Iactivité NFxB). Il est a noter
que des différences subtiles entre les sujets en ce qui concerne ces récepteurs, pourraient
expliquer des prédispositions individuelles a des pathologies inflammatoires et des Vaﬁations
individuelles de réponse aﬁx anti-inflammatoires. Le blocage de ces récepteurs pourrait peut-

étre constituer une voie de recherche pour de nouveaux anti-inflammatoires [163].

1.1.2 i’ropriétés comparées de COX-1 et de COX-2

Depuis 1988, de nombreuses études ont permis de démontrer qﬁ’il n’existe pas 1 mais bien 2
isoformes distinctes de COXs [51,108,150,195], codées par des génes différents [95,265] et
dénommées COX-1 et COX-2. COX-1 et COX-2 présentent une grande similitude, ce qui
permet de comprendre leur inhibition conjointe par les AINS classiques mais également
quelques différences essentielles qui permettent d’expliquer leurs réles physiopathologiques

distincts mais aussi les bases de la sélectivité d’inhibition par les nouveaux AINS.

I1.1.2.a. Prinézpales cﬁractéristiques structurales des COXs

Les COX-1 et -2 ont une structure trés proéhe [homologie de séquence en acides aminés de
63 % et un poids moléculaire proche de 7 1 KDa]. Toutes deux sont des glycoprotéines
héminiques retrouvées sous forme de diméres dans les cellules et formées chacune de trois
sous-unités indépendantes:

- un domame EGF-like impliqué dans la liaison entre les monomeres,
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- un domaine ancré dans le feuillet interne de la membrane et formant entrée d’un canal
hydrophobe étroit, avec une courbure en épingle 4 cheveux 4 son extrémité
(cristallographie & rayons X), qui conduit ’acide arachidonique issu des phospholipides
membranaires vers le site actif,

- un domaine enzymatique constitué de deux sites adjacents mais spatialement
distincts pour les activités dioxygénasique (cyclooxygénase) (formation de PGG2) et
| peroxydasique (transformation de PGG2Z en PGH2: réduction du groupe 15-
hydroperoxyl de PGG2 en 15-OH de PGG2) [190].
‘La comparaison des séquences en acid‘es aminés montre que I’on retrouve les mémes acides
aminés importants pour l'activité dioxygénasique (Arg, Ser, Tyr) dans les 2 isoformes des
COXs:
Les AINS imhibent I'activité des COXs en bloquant l'accés du site catalytique a l'acide
arachidonique par un mécanisme d'exclusion, en interagissant par leur foﬁction acide
carboxylique avec le groupement guanidinivm de 1’Arg120 [cela a été. montre avec l’iﬁuproféne
[190] et avec I’aspirine (aci.de acétylsalicylique)] de sorte que ces AINS sont maintenus dans le
canal hydrophobe. Pour I’aspirine, 1l existe une acétylation de la Ser’® voisine pour COX-1 ou

de 1a Ser **® pour COX-2. Dans le cas de I’aspirine, I’acétylation de la Ser’® se déroule alors

120 ' o
, de sorte que l'on comprend mieux

que i’acide acétylsalicylique reste fixé sur VArg
désormais pourquoi I’acide salicylique peut se comporter comme un compétiteur vis & vis des
effets de VPaspirine. Pour ceﬁa'ms AINS carboxyligues, cette interaction avec la COX-1
s’accompagne probablement d’un changement de conformatton de Penzyme [190].

Si les deux sites actifs de COX-1 et COX-2 présentent une grande homologie, ils différent par

un acide aminé (Ile en position 523 pour COX-1 et valine en position 509 pour COX-2), dont

le role est crucial. La valine en position 509 est plus petite que I'isoleucine en position 523
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parce qu’elle ne contient qu'un seul groupement méthyl. Cet encombrement plus restreint
explique I'existence d’un espace dans la paroi du canal de COX-2, donnant I’accés & une poche
latérale (« side pocket »), ce qui n’est pas le cas dans COX-1, puisque ['Ile bouche cet orifice.
De cette maniere, le site actif de COX-2 est plus « large » que celui de COX-1 et présente une
flexibilité moléculaire accrue [77,139].

Cette diﬂ"érence de conformation du site actif exphque notamment que I’aspirine (qui acétyle

irréversiblement les Ser'”

et Ser™ des sites actifs de COX-1 et de COX-2 respectiverment),
bloque totalement ’accés de I'acide arachidonique au site actif étroit de la COX-1, alors
qu’elle n’inhibe que '.partie]lement Paccés au site actif de COX-2, comme latteste la
biotransformation en 15-HETE. Liirréversibilité de la liaison de aspirine  la Ser™™ de COX-1
et Ser’™® de COX-2 et le fait que la plaquette anucléée n’exprime que COX-1 sous-tend
Iefficacité clinique de faibles posologies d’aspirine et 'inhibition irréversible .de 1’agrégation
plaquettaire qu’elles provoquent [184]. Ceci explique que bien que 1’aspirine ait une demi-vie
- courte (elle est rapidement métabolisée en salicylate et, en 2 4 3 heures, n’est plus dosable dans
le sang), on observe une anti-agrégation longue aprés une seule prise d’aspirine.

La présence de ce site actif plus large explique en outre que COX-2 est capable d’accueillir un
plus grand nombre de substrats (acides gras en C20) que COX-1 et que certains AINS
présentant un encombrement stérique important peuvent inhiber COX-2 et pas COX-1.
Contrairement a I"aspirine, qﬁi inhibe irréversiblement COX—I, les autres AINS se comportent
comme des inhibiteurs compétiﬁfs de I’acide arachidonique, expliquant que la présence d’ AINS
est capable d’inhiber en partie Peffet anti-agrégant plaquettaire de I’aspinine [23]. De récentes
études de structure ont révélé la localisation respective des inhibiteurs sélectifs de COX-2 dans
la poche latérale. Elles ont de plus permis de démontrer que I'interaction sur la poche latérale
s’exerce selon un mécanisme réversible ou d’interaction lente (formation d’un complexe avec
changement de conformation de I’enzyme).
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Cette connaissance maintenant approfondie des différences biochimiques entre les isoformes de
COXs a pernus a I’équipe de Laurence J. Marnett et Amit S. Kalgutkar de mettre au point une
molécule qui a,ppa,rﬁent au groupe de 'aspirine mais qui présente en plus du groupement
acétyl, un groupement soufré, qui rend la molécule capable de bloquer COX-2 de fagon
sélective et déﬁnitive; Cette découverte suggere que I'inhibition de COX-1 et/ou de COX-2
par un AINS ne dépend pas seulement de son encombrement stérique {109]. Plus récemment
encore, la-méme équipe, par la méme appfoche (co-cristallisation et études de mutagénése
dirigée), a démontré qu’il était possible de transformer des AINS non sélectifs des COXs en
inhibiteurs sélectifs de COX-2 [acide 5,8,11,14eicosatétraynoique (ETYA), acide arylacétique,
acide fénamique, indométacine, acide méclofénamique) en supprirnant leur propriété acide
carboxylique (estérification et amidation). Ces dérivés se comportent comme des inhibiteurs
lents et a forte liaison sur une nouvelle portion ouverte et apicale du site actif de ’enzyme, ce
qui ouvre pour l'industrie pharmaceutique une nouvelle voie de production d’inhibiteurs

sélectifs de COX-2.

11.1.2.b. Principales caractéristiques fonctionnelles des C OXS

Les principeﬂes différences fonctionnelles entre COX-1 et COX-2 sont présentées dans les
tableaux 1 et 2.

- COX-1 est expriméé constitutionnellement et de facon ubiquitaire. Elle exerce un rdle
régulateur dans différents processus physiologiques, tels que la cytoprotection gastrique,
I’hémostase primaire, |’homéostasie vasculaire ou la régulation rénale de I’équilibre hydrosodé.
— Agrégation plaquettaire: Les plaquettes matures sont des cellules anucléées dont le réole
essentiel est homéostatique par agrégation, en réponse a une lésion artérielle. Les plaquettes
produisent alors, a partir de I’acide arachidonique, fourni soit de maniére exogene, soit & partir

de réserves endogénes [16], du thromboxane A; (TXA,), qui quitte la cellule et induit, via son
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récepteur spécifique TP, une modification de conformation plaguettaire et une activation de ses

propriétés agrégantes ainsit qu’une constriction des cellules musculaires lisses vasculaires [233].

COX-1 COX-2
Gene 22 kb, chromosome 9 8 kb, chromosome 1
mRNA 2.8 kb mRNA 4.3 kb (instable)
Localisation Réticulum  endoplasmique | Réticulum endoplasmique (+)
(++) Membrane nucléaire (+++)
Membrane nucléaire (+) -
Substrats Acide arachidonique (AA) AA, autres acides gras en C18, 20
AA exogéne (synthétisé par | AA exogéne et endogéne
cPLA2 des cellules voisines) - | (sPLA2 et cPLA2)
| Expression Constitutionnelle, ubiquitaire | Constitutionnelle dans le cerveau,
prostate, rein
A niveau constant Inductible en 1 4 3 h dans tous les tissus
par IL-1, IL-2, TNFq, les facteurs de
croissance (EGF, FSH) et le LPS
bactérien
Inhibition par les cytokines anti-
mflammatoires (IL-4, IL-10, IL-13)
Effet des Peu ou-pas d’inhibition Réduction de la transcription '
glucocorticoides directe de [’ activité Blocage de la traduction de la protéine
enzymatique mductible
Effet de I’aspirine Inhibition totale Production de 15-R-HETE

Tableau 1. Principales différences fonctionnelles entre les 2 1soformes -de COX

" = Parturition: Les premiéres études ont démontré que les souris déficientes en COX-1 ont un-
développement feetal normal [133], produisent des portées de taille normale [127] mais ont des
difficultés de parturition [127]. En effet, Uinitiation de la paﬁurition est retardée chez ces
souris. D’autre part, ’administration de PGF,, induit le travail, suggérant que COX-1 est la
source essentieﬂe de PGF, (G*ross;1998). Cependant, un traitement par lipopolysaccharide
(LPS), un composant de I"enveloppe bactérienne, qui induit les réponses cellulaires associées 4
la septicémie, induit COX-2 et entraine la parturition, méme chez les souris déficientes en
COX-1. L’utilisation de SC-236, un inhibiteur sélectif de COX-2, bloque également Pinitiation
de la parturition chez ces souris traitées par le LPS. Ces données suggerent donc que sous
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certaines conditions, COX-2 peut aussi produire la PGF,, nécessaire a 'initiation de la
parturition [85].

— Si, nous le verrons, COX-2 joue un rdle important dans la cancérogénése et dans la réaction
inflammatoire, certaines études suggérent que COX-1 péut également produire des PG
inflammatoires [127,252]. Ceci pourrait rendre compte d’une diminution de leffet anti-
inflammatoire des inhibiteurs sélectifs de COX-2 par rapport aux AINS inhibant COX-1 et
COX-2 et des potentialités chimiopréventives d’inhibiteurs sélectifs de COX-1 vis-a-vis du
cancer [30]. En effet, PGE,, un des principaux médiateurs inflammatoires peut étre produite,
apres action conjuguée de la c-phospholipase A2, qui fournit de I’acide arachidonique 3 COX-
1, dont ’action est coupiée a l’action a’une PGE, synthase cytosolique dénommée cPGES/p23

[237].

.- COX-2 est une enzyme essentiellement inductible, qui n’est exprimée 4 1’état basal que dans
de rares tigsus CQ@E la prostate et le cerveau. L’extfémifé 5’ du geéne de COX-2 posséde
dané sa région promotrice des éléments de réponse & des facteurs de transcription activables
par les facteurs de croissance et les cytokines pro-inflammatoires (IL6), incluant des sites NF-
kB, NF-1L6 et CRE [104].

— COX-2 participe ajnsi a la régulation de différentes réponses physiologiques sous controle
hormonal (ovulation, nidation, travail utérin, métabolisme osseux) et est exprimée de fagon
quasi-ubiquitaire en sitﬁation inflammatoire [225]. |

— COX-2 parti'cipe majoritairement & la réaction inflammatoire. En effet, le TNFo tout
éomme I'TL-103, médiateurs de I'inflammation articulaire (polyarthﬂte'rhumato’ide par exemple)
activent les voies de signalisation de NF-xB et des MAP (Mitogen Activated Protein) kinases,
qui activent des facteurs de transcription ayant des ¢iéments de réponse dans la région

promotrice de nombreux genes précoces dont COX-2.
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Tissu ou fonction
(métabolites principaux)

Effets des prostanoides
synthétisés par COX-1

Lffets des prostanoides
synthétisés par COX-2

Estomac (PGE,, PGIL,)

- Secrétion mucus, bicarbonates
- Maintien du flux sanguin sous-
nuqueux (vasodilatation)

- En cas d’inflammation,
d’infection, d*ulcération ou de tumeur
- Ré-épithélialisation

- Ré-épithélialisation - Cicatrisation
- Cytoprotection adaptative
Tonus vasculaire et hémostase .
- plaquette (TxA,) -Agrég plaquet./vasoconstriction
- endothélium (PGIy) - Vasodilatation/ inhibition de - Vasodilatation/ inhibition de

I’agrégation plaquettaire

I’agrégation plaguettaire

Rein (PGE,, PGL,)
(e de PG quand ¥ du débit rénal ,
insuffisance cardiaque, rénale ou
cirthose hépatique)

Vaisseaux rénaux / glomérules
- maintien dun débit sanguin rénal
(vasodilatation)

Macula densa / cellules interstitielles)
- Production de rénine '

- Rétrocontréle tubuloglomémlaire
(réabsorption sodée)

Systéme nerveux central
(PGE,, PGD:)
- Celiules endothéliales

- Neurones

- Cellules microgliales (en cas de
stimulation par le LPS ou IL-1

Expression ubiquitaire,
prédominante dans le cervean
antérieur

- Fonctions complexes
d’intégration (modulation du
systéme nerveux autonome et
sensoriel en particulier)

Cartex, hippocampe, hypothalamus

- Mamtien du débit sangwin cérébra}?
- Fiévre (synthése de PGE; dans les
vaisseaux perfusant 1’hypothalamus | .
si stimmulation par LPS ou IL-1)

- Développement, maturation et
adaptation cérébrale &
Penvironnement

- Neurotransmission ?

- Mémorisation ?

- Apoptose neuronale en cas
d’activité synaptique médiée par N-
methyl-D-aspartate (cf Alzheimer) ?
- Défense et plasticité cérébrale ?

- Fiévre (synthése de PGE,)

Moelle épiniére (neurones sensoriels
ou cellules non neuronales ?)
- Transmission nociceptive

Inflarmation, arthrite
(chondrocyte, synoviocyte)

- Activité pro-inflammatoire

- Activité pro-algésiante
(sensibilisation des récepteurs
périphériques) '

Os

- A Pétat basal: Résorption et
formation osseuse ?

- En cas de Iésion osseuse:
Remodelage (ostéoblastes et cellules
médullaires) ?

Utérus, ovaire

- Pré-implantation de 1’embryon

- Ovulation (rupture du follicule)

(PGE;, PGF4,) dans Pendométre - Nidation
- Maintien de la perméabilité du | - Contractions utérines ( PGFy)
canal artériel - Perméabilité du canal artériel
- Transformation maligne des cellules

Cancer (PGJs)

épithéliales précancéreuses
- Effet anti-apoptotigue ?

Tableau 2. Principaux lieux de biosynthése et fonctions biologiques des eicosanoides produits via

COX-1 et COX-2
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La production exagérée de PGE, qui en résulte conduit 4 la triade symptomatique de la
réaction inflammatoire (douleur, rougeur, chaleur), en sensibilisant les nocicepteurs, en
mduisant une hyper-perméabilité vasculaire et une vasodilatation. Plusieurs études récentes ont
montré que la pfoduction de PGE, induite en réponse a 'TL-1f fait essentiellement intervenir
la phospholipase A2 cytosolique et COX-2 [212]. De la méme maniére, il a été récemment
montré que la production de PGE,; induite par le TNFo. dans les fibroblastes synoviaux fait
intervenir une iso-enzyme IIA de la phospholipase A2 secrétée et COX-2 [12]. Clest dire le
réle majeur que jouent & la fois COX-2 dans linitiation de la réaction inflammatoire,
notamment au cours de la polyarthrife thumatoide, et le couplage de son induction avec
I'activité de phospholipases qui lui fournissent 1’acide arachidonique. De plus, I"activité de la
COX-2 semble tout particuliérement couplée a celle de certaines PGE, synthases (PGES)
membranaires [160], montrant que COX-2 est un intermédiaire essentiel dans la cascade
d’événements conduisant de la libération de I’AA & la formation des prostanoides,

— COX- 2 jouerait également un réle dans la phase de résolution de la réaction inflammatoire.
En effet, il a récemment été démontré dans un modéle de pleurésie 4 la carragénine chez le rat,
que I’expression de COX-2 est induite non seulement dans la phase initiale de I'inflammation
(2 h), alors que la production de PGE, est maximale, Vmais également plus tardivement (48 h),
lorsque la production de prostaglandines anti-inflammatoires telles que PGD; et 15-deoxy-A™
“.PGJ, est maximale alors que celle de PGE, est devenue négligeable [78]. L’inhibition
sélective de COX-2 (sélectiveroﬁ non) iarocure un effet anti-inflammatoire mitial {(diminution
du volume de I’exsﬁdat, diminution de I'infilirat leucocytaire) mais s’accompagne d’une
pérennisation tardive de la réaction inflammatoire (augmentation de volume de I’exsudat,
augmentation de Iinfiltration leucocytaire & 48 h). Cet effet délétére tardif coincide avec
I'inhibition de synthése de PGJ2 et est d’ailleurs corrigé par I’administration de cette PG. Le

rdle anti-inflammatoire de COX-2 est aussi supporté par le fait que dans le modéle
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d’inflammation de la patte induite par la carragénine, Pinflammation disparait en 7 jours chez la
souris sauvage alors qu’elle ne disparait pas chez la souris déficiente en COX-2 [252]. Une
explication possible a cette contribution tardive de COX-2 dans la réaction inflammatoire est
que cette enzyme est capable de transformer en PGH2 des quantités beaucoup plus faibles
d’acide arachidonique que COX—I._Or, dans la deuxieéme phase de I'inflammation, la quantité
d’acide arachidonique biodisponible serait plus réduite que dans la phase initialé.

— De la méme maniére COX-2 joue un rble dans la cicatrisation de i’ulcére gastrique
expérimental. Si P'inhibition de COX-1 par les AINS supporte majoritairement leur caractére
ulcérogénique, i es{ api)aru trés étonnant que les souris déficientes en COX-1 ne développent
pas d’ulcére, bien que leur niveau gastrique en PGE, soir réduit de 99% [127]. 1l a été
récemment démontré que ces souris ne développent pas d’ulcére en raison de Deffet
compensateur .de COX-2. En effet, I'inhibition sélective de COX-1 (par le SC-560) ou de
COX-2 (par le célécoxib) n'induit pas d’ulcére gastrique, tandis que les Iésions ulcéreuses
apparaissent lors de I’association de ces deux inh_ibiteufs [253], suggérant qﬁ’une inhibition des
2 enzymes €tait un pré-requis. De plus, un réle de COX-2 a ét¢ démontré dans la cicatrisation
de 'ulcére. En effet, les ulcéres gastriques induits par de fortes concentrations d’indométacine
cicatrisent avec difficulté chez les souris déficientes en COX-2 [252]. De méme, les inhibiteurs
sélectifs de COX-2 prolongent la cicatrisation des ulcéres induits par brilure chimique ou
thermique chez les rats ou les souris [153, 217]. Cette ambivalence de COX-2 dans
I'inflammation et sa contributibn dans les phénomenes de cicatrisation devront probablement
étre prises en considération lors d’une admﬁn_istration chronique d’inhibiteurs sélectifs de COX-
2.

— COX-2 semble jouer également un rdle prépondérant dans les phénomenes de
transformation cellulaire. Ainsi, la plupart des études suggerent que COX-2, plus que COX-1,

serait impliquée dans la carcinogénése colique. Cependant, dans une récente étude, il a été
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démontré qu'une déficience en COX-1 ou en COX-2 réduit dans des proportions similaires la
formation de polypes chez des souris Min™, c’est 4 dire présentant une mutation qui les expose
au risque de dévelopi)er non seulement des polypes mais aussi leur transformation maligne (aux
alentours de 80%) [30]. Il semble que COX-1 et COX-2 pourraient exercer leurs propriétés
anti-tumorales par des mécanismes différents. En effet, une étude récente a suggéré que COX-
1 agirait dans les stades initiaux de la carcinogénése en protégeant les cellules souches de la
mort induite par I'atteinte de leur ADN [98], tandis que COX-2 pourrait céntribuer au
développement tumoral aprés mutation du geéne APC [192]. Les études chez les souris
déficientes confirment que COX-1 et COX-2 jouent des rdles propres dans la tumorigénése

intestinale et qu’elles sont toutes les deux des cibles potentielles a visée thérapeutique.

II.1.3 Nouvelle vision de la biosynthése des eicosanoides

La découverte des iso-enzymes des COXs a conduit a reconsidérer totalement la « théorie de
la COX » de Vane et & proposer la « théorie des COXs » avec la dichotomie suivante: une
COX  constitutionnelle, COX-1, jouant un rdle majoritairement physiologique
(gastroprotection, agrégation plaquettaire, régulation de I’équilibre hydrosodé,...) et une COX
mnductible, COX-2, jouant un rdle dans la mitogénése, la reproduction, I'inflammation et
I'hyperalgie. De plus, des études ont permis récemment de comprendre les liens privilégiés qui
existent entre les isoenzymes de COX et certaines prostaglandincs synthases. On sévait, par
exemple, que la production de TXA,; implique essentiellement la COX-1 plaquettaire alors que
la production de PGE, implique essentiellement COX-2 dans différents types cellulaires, en
particulier les monocytes. Dans certains cas, cette « spécialisation » fonctionnelle s’explique
par le ségrégation des isoenzymes, comme par exemple, I’expression unique de COX-1 dans la
plaquette qui est dépourvue de noyau. En _revanche, dans la plupart des cas, les cellules sont

capables d’exprimer les 2 isoenzymes de COXs, dont le fonctionnement est indépendant 1'une
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de l’aﬁtre, et dépendant des conditions physiques. Ainsi sait-on maintenant que les PG
synthases périnuciéajrés [thromboxane synthase (qui conduit & la production de TXA,), PGI
synthase (qui conduit a la production de PGI,), et PG synthases membranaires (qui conduisent
a la production de PGE,)] sont fonctionnellement liées & COX-2 tandis que les PG synthases
cytosoliques [cPGES (production de ?GEz par exemple] sont fonctionnellement liées 8 COX-1.
La PGI synthase utilise tantot COX-1, tantét COX-2 comme source de PGH,, selon la nature
du stimutus. Enfin, la quantité d’AA, fournie de maniére endogéne ou exogéne, modifie le
couplage entre les COXs et ces enzymes. Ainsi, comme nous I’avons vu, la production
d’eicosanoides via COX-2 est favorisée en présence de faibles quantités d’AA. Quand COX-2
est absente (pas de stimulus), alors la production d’AA entraine le fonctionnement de COX-1,
ce qui est également le cas dans les systémes cellulaires exprimant les 2 isoenzymes lorsqu’on

est en présence d’un large excés d’AA.

[1.2. Classification des AINS Selon leur sélectivité d’inhibition des

COXs

La nouvelle théorie des COXs a conduit I’industrie pharmaceutique a synthétiser' des molécules
inhibant sélectivement COX-2, dans 'espoir d’obtenir des anti-inflammatoires efficaces,
respectant la synthése des prostanoides physiologiques via COX-1. Ces molécules devaient
théoriquement posséder une tolérance digestive et rénale accrﬁe et étre dépourvues de
propriétés .anti—agrégantes plaquettaires. Cette dichotomie a conduit 4 proposer une nouvelle
~ classification des AINS, faisant appel a la notion de sélectivité pour 'une ou l'autre des

isoenzymes et s’ appuyant sur des critéres enzymatiques, pharmacologiques et cliniques.
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IL2.1. Critéres enzymatiques ou biochimiques

Le niveau de sélectivité des AINS pour COX-1 et COX-2 a tout d’abord été estimé en utilisant
des modeéles in vitro. Le pouvoir inhibiteur d’un composé chimique vis-d-vis d’une enzyme est
exprimé sous la forme d’une ICs, qui. est la concentration de la molécule qui réduit de 50%
'activité de Penzyme. Pour les AINS, un index de sélectivité pour les isoformes de COXs peut
alors étre .dét.erminé sous la forme du rapport de leurs ICsp pour COX-1 et COX-2. Plus le
rapport ICso COX-2/COX-1 est bas et plus la sélectivité vis-a-vis de COX-2 est élevée.

.Ces indices peuvent alors étre utilisés pour comparer le pouvoir inhibiteur des AINS sur les
COXs, I’hypothése étant que le degré de sélectwvité vis-a-vis de COX-2 serait inversement
corrélé A la capacité d’induire des effets indésirables cliniques. Cependant, une multitude de
systémes in vitro a été utilisée pour déterminer les activités inhbitrices sur les COXs, ce qui a
généré une mﬁltitude d’ICses et d’indices _de sélectivité. Il doit étre noté que les indices de
sélectivité COX-2/COX-1 ne peuvent étre calculés légitimement que lorsque les courbes de la
réponse inhibitrice en fonction de la dose d’AINS sont paralléles pour COX-1 et COX-2, ce
qui n’est pas toujours le cas.

Plusieurs types de systémes in vitro ont été utilisés pour caractériser I’.activité inhibitrice vis-a-
vis des COXs des AINS. Chaque systéme a des avantages, mais est aussi associé & certains
iﬁconvénients, qui peuvent étre inhérents au systéme lui-méme, ou & la mamére dont le systéme
- est utilisé, Ces différences expliquent que les comparaisons entre les différents systémes ne .
sont pas possibles méme lorsqu’il s’agit d'un méme systéme ayant des conditions
expérimentales différentes. En effet, les sources de variations sont nombreuses entre les
systémes, qu’il s’agisse "origine de Penzyme (humaine ou animale), de P'utilisation de cellules
normales ou immortalisées ou transfectées, de I"utilisation de cellules intactes ou d’homogénats
cellulaires (fractions microsomales par exemple) ou d’enzymes isolées, du temps d’incubation
des cellules avec le médicament & tester, de la méthode d’induction de COX-2 (nature du
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sﬁmulus, durée d’incubation), de la composition du milieu utilisé pour cultiver les cellules
(présence ou non de protéines). La présence de protéines est pdrticuliérement importante
puisque les AINS sont liés a plus de 90% aux protéines plasmatiques.

Le premier systéme in vitro ayant permis de comparer le pouvoir inhibiteur des AINS a utilisé
des cellules endothéliales. aortiques bovines comme source d’une activité COX-1 et des
macrophages de souris stimulés par du LPS comme source d’une activité COX-2 [151]. Ce
systéme présentait I’avantage d’avoir des temps d’incubation entre les inhibiteurs et le substrat
(acide' arachidonique) identiques pour les deux types cellulaires, point important puisque
I'inhibition de COX-2 est temps-dépendante ou d’interaction lente [36]. Les principaux
mconvénients de ce systéme étaient qu’il comportait des cellules d’origine animale et que sa
validité vanait en fonction de la nature chimique des AINS (fiabilité faible pour les oxicams sur
COX-1) [36, 171]. L’utilisation de cellules animales était également le principal inconvénient
du systeme utilisé par Engelhardt et coll.[61], méme si I'utilisation d’un type cellulaire
(macrophéges de cochon non stimulés pour COX-1 et stimulés pas le LPS pour COX-2) a
permus d’appliquer un temps d’incubﬁtion identique entre les molécules a tester et les deux
isoformes, ce qui est un avantage notable du systéme. Un autre systéme a utilisé des enzymes
puriﬁées d’origine animale; 1l s’agissait pour COX-1 d’enzymes extraites de vésicules
sénﬂnﬂes bovines ou ovines et pour COX-2, d’enzymes extraites de placenta ovin [61, 71_,
115, 246}. L’origine de ces enzymes a un intérét essentiellement historiqﬁe, puisque la synthése
des PG a été décrite pour la premiére fois dans des vésicules séminales {62, 81] et que
I'induction de COX-2 a été démontrée pour la premiére fois dans les ovaires de souris [222] et
dans le placenta humain [223]. L’inconvénient principal de ces études résidait dans le fait que
ces enzymes n’étaient pas d’origine humaine et que les cellules n’étaient pas des tissus cibles
habituels des AINS. De plus, 'utilisation de préparations enzymatiques, qu’elles soient sous

forme d’enzymes purifiées ou d’homogénats cellulaires et de microsomes, ne permettait pas de
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tenir compte de certains processus cellulaires comme le transport et les interactions
membranaires, qui sont cruciaux dans la distribution intracellulaire des AINS. Les homogénats
cellulatres et les microsomes ont eﬁsuite été utilisés dans des études ou les enzymes
recombinantes étaient exprimées dans des cellules transfectées avec les geénes de COX-1 et
COX-2 [125, 147, 197]. L’utilisation d’enzymes recombinantes, qu’elles soient murines ou
humaines, avaient deux principaux avantages: 1/ le méme systéme i)ouvajt étre utilisé pour les
deux isoformes de COX ; 2/ 'induction de COX-2 n’étant pas nécessaire, les mémes temps
d’icubation pouvaient &tre utilisés pour les deux 1soformes de COXs. Dans une étude utilisant
des isoformes murines recombinantes [147], les AINS standards testés avalent une activité
inhibitrice supérieure sur COX-1 que sur COX-2. Cette étude a d’ailleurs suggéré que le 6-
MNA, le métabolite actif de la nabumétone, serait sélectif de COX-2. Cependant, cette
sélectivité n’a pas été confirmée dans plusieurs autres systémes [31, 199, 266], y compris un
systéme 1dentique utilisant des enzymes recombinantes humaines. Les études avec des enzymes
recombinantes humaines, si elles présentent ’avantage de faire appel a des enzymes
autologues, utﬂ_isent cependant des cellules animales pour la transfection (cellules CHO, S,
Sf21). De plus, les résultats obtenus présenteht une grande variabilité qui résulte en grande
partie de la teneur Variable-en protéines dans les milieux d’incubation.

Malgré toutes ces sources de variations entre les systémes, certaines molécules comme le
méloxicam et le nimésulide ont- montré qu’elles inhibaient préférentiellement COX-2, et
quelques nouveaux composés, tels que le NS-398 et le L-745,337 inhibalent sélectivement
COX-2 (ratio ICso COX-2/COX-1 << 0,003) [173]. Par la suite, les études iﬁ vitro de la
sélectivité pour les COXs ont fait appel 4 des lignées cellulaires immortalisées exprimant les 2
COXs [191]. Comme pour les cellules transfectées, ces cellules ne pouvaient pas éire
considérées comme représentatives de I'organisme, rendant les résultats non extrapolables aux
conditions physiologiques.
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En conclusion, parce que les résultats de ces études sont trés dépendants du modéle utilisé, les
critéres biochimiques (in vitro) de sélectivité ont surtout un trés grand intérét pour le screening
des molécules et ne représentent, encore a I’heure a.ctueﬂé, que la premiére étape de
détefrniﬁation du degré de sélectivité d’un AINS pour les COXs.
Puisque‘ lé meilleur systeme doit utiliser des cellules humaines comme sources des isoenzymes
de COXs, un nouveau systéme, dit « sur sang total », utilisant les plaquettes humaines comme
source de COX-1 [182] et des cellules mononuclées activées comme source de COX-2 a ét¢
| proposé [17, 80, 179, 181, 266]. Ce systéme sur sang total est devenu et reste encore
actuellement la méthode de référence pour.la mesure dé la sélectivité des AINS pour COX-1 et
COX-2. Le niveau d’inhibition de COX-1 (inhibition de la production plaquettairé de TXB;
aprés coagulation spontanée) et de COX-2 (inhibition de la production leucocytaire de PGE;
aprés stimulation par du LPS ou de 'IL-1) par des concentrations croissantes de I’ AINS testé
permet de construire des courbes concentration / mtveau d’inhibition pour COX-1 et COX-2 et
de déterminér la concentration qui inhibe 50% de la producﬁoﬁ de TXB, et donc de 'activité
de COX-1 (ICs; COX-1) et 50% de la production de PGE; (ICs; COX-2). Ainsi, peut-on
déterminer .facilement un indice de sélectivité 1Cso COX-1/COX-2, qui refléte le degré de
sélectivité de ' AINS pour COX-2 coﬁ]me évoqué précédemment.
Le pr_incipal inconvénient de cette méthode réside dans le fait que, parce que 1’étude de COX-1
est réalisée pendant la coagulation, phénoméne plus-rap.ide que 'activation de COX-2 par le
LPS, différents temps d’incubation sont nécessaires (évaluation de I'activité de COX-1 apres
guelques minutes de coagulation , alors que I’évaluation de COX-2 a lieu le plus souvent aprés
24 heures de stimulation par le LPS et aprés ajout d’aspirine pour inhiber COX-1). Ces
différents temps d’incubation rendent peut-étre invaﬂide la superposition des courbes
d’inhubition pour COX-1 et COX-2, et donc le calcul du rapport de 1eurs_ ICso. Plusieurs
variantes de ce systéme ont été proposées pour tenter de résoudre ce probléme (évaluation de
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COX-1 apres 24 heures de stimulation par du ionophore calcique et non aprés coagulation),
mais I'utilisation d’une activation non physiologique de COX-1 reste non satisfaisante. Bien
que les doses de LPS, [es temps de pré-incubation et le mode de stimulation de COX-1 aient
été Variables; les différentes études ont rapporté des résultats assez sinulaires dans la plupart
des cas [173]. Ainsi, I’analyse de ces études a permis de montrer que:

1) D'aspirine inhibe sélectivement COX-1 4 faible concentration [ratios ICso COX-2/COX-1 >
60 [266]],

2) les AINS standards ont des propriétés inhibitrices voisines pour les 2 COXs, bien qu’il
existe des ratios d’inhibition différents en fonction des AINS: Pibuproféne serait inhibiteur
préférentie] de COX-1 [ratios de 2 [179]), 6 [266] et méme > 30 [17]] tandis que le
diclofénac inhiberait davantage COX-2 que COX-1 [raﬁos de 0.4 [17], 0.7 [266]],

3) certains AINS comme le méloxicam [ratios aux alentours de 0.09 [179]], I’étodolac [ratio
de 0.1 [80]] et le nimésulide [ratios de 0.06 [181] et 0.2 [266]] inhibent préférenticllement
COX-2, |

4) certamns composés tels que le DFU, le L-745,337, le SC-58125, le NS-398, le SC5835
(célécoxib) et le MK966 (rofécoxib) inhibent fortement COX-2 sans inhiber COX-1.
[ratios inférieurs & 0.01 [17, 179, 180, 200, 254]}.

Cependant, I’extrapolation de ces résultats in vitro sur sang total, 4 des conditions in vivo

aprés prise d’AINS, doit se faire avec prudence. En effet, ces mesures in vitro ne tiennent pas

compte des métabolites actifs des AINS, en particulier pour les pro-drogues, telles que la
nabumétone, qui est inactive mais dont ie métabolite, 6-MNA est actif.. De plus, méme st le
modélé in Vitro sur sang totai permet de tenir compte de la liaison protéique des AINS, les

ICs; obtenues in vitro ne tienpent pas compte des concentrations sanguines d”AINS réellement

obtenues lors de la prise d’un AINS. C’est pour ces raisons que différents systémes d’étude ex

vivo ont vu le jour, pour mieux prédire la sélectivité iz vivo sur les COXs des AINS.
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11.2.2. Critéres de pharmacologie expérimentale (sélectivité tissulaire)

Si les monocytes et les p.laquettes utilisés dans le modéle sang total ne sont pas des cibles
idéales, les études permettant de déterminer I’effet des AINS sur la production de PG dans des
tissus plus appropriés (cellules gastriques pour COX-1 et synovipcytes pour COX-2 par
exemple), qu..’elles soient in vitro, in vivo ou ex vivo sont difficiles a mettre en place et doivent
faire I’objet d’une validation rigoureuse. En effet, 1’utilisation de ces cibles celiulaires pose des
‘ 'problémesl méthodologiques parce que la production de PG est susceptible d’augmenter durant
le prélévement tissulaire, faussant de ce fait les résultats des dosages et parce que cette

méthode ne permet pas de tenir compte de la fixation protéique, contrairement au modéle sang

total [9, 47, 64, 101, 235].

11.2.3. Critéres. de pharmacologie clinique (sélectivité ex vivo)

Pour ces différentes raisons, ’évaluation sur sang total de I’inhibition des isoformes de COX
‘représente aussi actueﬂément le meilleur systéme ex vivo d’évaluation de la sélectivité pour les
COXS d’un AINS, parce qu’il présente de nombreux a%fantages et assez péu d’inconvénients.
En effet, si la méthode suf sang total permet de construire des courbes in vitro d’inhibition des
COXS et de déter_miner des ratios d’ICsp en mettant dés concentrations croissantes d’AINS
dans le sang prélevé, cette méthode permet, de la méme maniére, de déterminer le niveau
d’inhibition des COXs aprés prise orale d’AINS [175] et ceci i différents moments
pharmacologiquement importants (pic et équilibre de concentration des AINS en particulier)
[238] et non pas 4 un temps arbitraire aprés 1’administration de 'AINS [231]. De cette
maniére, la détermination ex vivo de l'inhibition des isoformes de COX sur.sang total a
I’avantage de tenir compte de ’absorption, de la liaison protéique et de la biotransformation de

I’AINS [107]. La pertinence clinique de cette méthode est renforcée par le fait que le niveau
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d’inhibition de la production de PGE, gastrique est corrélé avec le niveau d’inhibition de COX-
1 dans le sang total [37].

Cepeﬁdant, il reste & déterminer si les courbes d’inhibition des COXs obtenues sur sang total in
vitro pour un AINS permettent de prédire le niveau d’inhibition réellement mesuré sur sang
total aprés iJIiSG d’AINS a partir de la concentration de 'AINS, en particulier au pic et
Péquilibre de concentration. Si cette extrapolation était possible, la seule réalisation des études
in vifro sur sang total permettrait d’estimer avec précision le niveau d’inhibition sur les COXs
des AINS connaissant leur concentration au pic et au pic équilibre, et permettrait de se passer

d’études sur sang total ex vivo, études lourdes 4 réaliser.

IL2.4, Critéres cliniques (sélectivité in vive pour COX-2)

Ces critéres sont basés sur des estimateurs de la toxicité clinique des AINS. La principale
limitafion est que les critéres sont différents d’une étude a I’autre: par exemple, visualisation
d’ulcéres gastro-duodénaux endoscopiques, mesure des pertes digestives de sang, incidence
des épisodes d’hémorragie ou de perforation digestive, mesure de la survie dés patieﬁts. Cest
la raison pour laquelle cette estimation présente un certain nombre de biais dans |’interprétation
des études clilﬁques:

— Il ne peut étre affirmé avec certitude que ces estimateurs (présence d’érosions, d’ulcéres ou
de perforation gastriques) sont en rapport uniquement avec 'inhibition de COX-1. Si ces
lésions visualisées par endoscopie semblent bien corrélées a I'inhibition de COX-1 dans la
muqueuse gastrique, on ne sait pas trés bien si elles sont vraiment prédictives des Iésions
graves qui seules posent un réel probléme de santé publique (perforations, saignements).
Cependant, les premiéres études concernant le misoprostol (analogue de la PGE,) ont suggéré
une corrélation entre la présence d’ulcéres endoscopiques et le pronostic des patients [219],

méme §°il s’agissait de 1ésions de faible diamétre (3 mm et davantage).
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— la relativement faible incidence de ces effets indésirables digestifs graves impose d’étudier
les patients sur de longues périodes pour observer des différences ayant une pertinence

physiopathologique [14, 218].

I1.2.5. Nouvelle classification des AINS

A .partir de ces critéres enzymatiques, pharmacologiques et cliniques, le groupe international
d’étude de COX-2 [134] a proposé une nouvelle classification distinguant les AINS en 4
catégories:

(1) les inhibiteurs sélectifs de CQX—I correspondant a I’aspirine & faible posologie pﬁisque le
lSC-560 n’a jamais été utilisé chez I’'Homme a ce jour,

(2) les inhibiteurs non sélectifs des COXS correspondant & la majorité des AINS classiques,
dont les courbes d’mnhibition in vitro de COX-1 et COX-2 sont proches. Ex-vivo, ces‘AINS
inhibent fortement la COX-1 plaquettaire aux posologies anti—inﬂammatoirés, méme Si pour
certans, l’inhibition .de COX-2 est supérieure a celle de COX-1. Ces AINS classiques, donnés
~au long cours chez les sujets souffrant de ponarthrite rhumatoide entralnent 4 terme
I’apparition d’un ulcére dans prés de 20 % des cas et d’un saignement digestif dans 1 4 4 % des
cas par an [216],

(3) les inhibiteurs préférentiels de COX-2 correspondant au méloxicam (MOBIC®),- au
nimésuﬁde (NEXEN®), et & i’étédolac (L.ODINE®). Ils inhibent significativement COX-2 sans
inhiber signiﬁcativemeﬂt COX-1 in vitro (rapﬁort d’inhibition entre 2 et 100 fois) et ex vivo ont
un effet inhibiteur modeste sur la COX-1 plaquettaire aux faibles posologies anti—r
inflammatoires. En revanche, ils sont responsables d’une inhibition significative de COX-1
qu.and leur posologie augmente, ¢ est-a-dire aux posologies maximales recommandées {247].
(4) les_ inhibiteurs sélectifs de COX-2 correspondant au célécoxib, commercialisé par

Pharmacia en partenariat avec Pfizer sous le nom de CELEBREX® et le rofécoxib
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commercialisé par Merk Frosst sous le nom .de VIOXX®. Pour ces molécules, la
concentration qui inhibe COX-1 est plus de 100 fois supérieure & la concentration qui inhibe
COX-2 in vitro. Ces molécules n’inhibent pas significativement COX-1 ex vivo méme 3
posologie thérapeutique maximale (<10%) et n’induisent pas d’augmentation du temps de

saignement, de réduction de l’agrégation plaquettaire induite par I’acide arachidonique [247].

I1.3. Pharmacologie clinique d’inhibiteurs des COXs ayant une
tolérance digestive améliorée

IL3.1. Inhibiteurs préférentiels de COX-2

II.3.1.a. Méloxicam (MOBI C@)

La tolérance digestive du méloxicam est amélibrée par rapport aux anti-inflammatoires
classiques [55, 73], expliquant qu’il soit commercialisé aux USA comme un inhibiteur sélectif
de COX-2 d la p_oso.logie de 7,5mg/j. Cette décision découle essentiellement d’une méta-
analyse publiée en 1999, Parmi 62 études concernant le méloiicam, cette étude a compilé les
résultats de 12 études randomisées s’intéressant aux effets indésirables digestifs du méloxicam.
Cette méta-analyse a en particulier repris les résultats de 1’étude internationale MELISSA
(Meloxicam Longterm I Safety Study A)[tolérance digestive du méloxicam 7,5 mg/j (n = 4635)
vs diclofénac LP 100 mg/j (n=4688) dans I’arthrose, pendant 28 jours] qui a montré que le
méloxicam était re.sponsable d’une incidence moindre d’effets indésirables digesﬁfs globaux
(13% vs 19% p<0,001), de dyspepsie (p.<0,001), de vomissements (p<0,05), de douleurs
abdominales (p<0,001) et de diarrhée (p<0,001) que le diclofénac, mais avec une moindre
efficacité sur le soulagement, estimé par échelle analogique visuelle. Ceci exbliquait que le
méloxicam était davantage abandonné pour manque d’efficacité que le diclofénac (80 fois sur

4635 vs 49 fois sur 4688) (p<0,001) [92]. Dans la méta-analyse, le méloxicam était
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responsable de moins d’effets indésirables digestifs (odds ratio 0,64 ; mtervalle de confiance
95% 0,59-0,69), d’une incidence moindre dé dysp.epsie {odds ratio 0,73 ; 95% CI, 0.64-0.84)
et d’effets indésirables graves (perforation, saignement, ulceres symptomatiques) {odds ratio =
0,52, 95% (I, 0,28-0,96), et s’accompagnait moins fréquemment d'un arrét du traitement pour
mauvaise toléranqe digestive que le diclofénac (odds ratio = 0,59; 95% CI, 0,52-0,67) [209].
Cependant, cette Iﬁéta-analyse présente la limitation de ne concerner que des études sur le
méloxicam & faible posologie, ce qui ne permet pas d’extrapoler ces résultats 4 la posologie de
15 mg/j. En effet, le risque d’effet indésirable digestif grave 4 type d’ulcére perforant ou de
saignement n’est pas nul avec ces AINS (5 cas de perforation, d’ulcére ou de saignement sous

méloxicam 7,5 mg/j contre 7 avec le diclofénac) [92], & fortiori & posologie élevée [178].

II.3.1.b. Nimésulide (NEXEN®)

Comme pour le méloxicam, plusieurs études ont montré que le nimésulide 100 mg 2 fois par
jour est aussi efficace que le naproxéne 750 mg en 2 prises pour rédui;e I'intensité de la
douleur arthrosique a 6 et 12 mois et que la prise de nimésulide s’accompagne d’une incidence

légerement plus faible d’effets indésirables digestifs (47% versus 54%) [119].

I1.3.2. Inhibiteurs sélectifs de COX-2 cmﬁmercialisés

I1.3.2.a. Rofécoxib(VIOXX®)

L’étude. VIGOR (Vioxx Gastrointestinal Qutcomes Research) était une étude en double
aveugle, randomisée, stratifiée en groupes paralléles incluant 8076 patients (dge moyen 58 ans,
essentiellement des femmes) dans le but de comparer I'incidence d’effets indésirables gastro-
intestinaux avec le rofécoxib 50 mg/j et le haproxéne 1g/j au long cours (médiane 9 mois) chez
des patients souffrant de polyarthrite rhumatoide (PR) [14]. Ces patients recevaient des
corticoides dans 60% des cas, et avaient des ATCD de perforation, d’hémorragie ou d’ulcére

31



symptomatique gastro-duodénaux dans 8% des cas (limite éthique). Les 2 AINS ont présenté
une efficacité comparable sur la douleur et les symptomes de la PR (Global Assessment of
Disease Activity et Modified Health assessment). Le taux de sortie d’étude pour inefficacité
était comparable dans le groupe rofécoxib (6,3%) et naproxéne (6,5%). L’incideﬁce des
complications graves (perforation, saignement, ulcére peptique symptomatique) était de 4,5%
patient-année dans le gr_oupé naproxéne contre 2,1% patient-année dans le groupe rofécoxib,
soit une différence de 54% (p<0,001). Ainsi, il faut traiter pendant un an 41 patients par
rof.'éc.oxib plutdt que par AINS classique pour éviter une complication digestive grave.
Les résultats concernant les effets indési;ables_ digestifs chez ces patients aiteints de PR étaient
comparables a d’autres éfud'es concernant des patients traités pour poussée d’arthrose avec le
rofécoxib et d’autres AINS [128]. L’étude de Langman était une méta-analyse de 8 études
conduites entre décembre 1996 et mars 1998. 1l s’agissait d’études en double aveugle,
randomisées de phase IIb/II concernant le rofécoxib dans la poussée d’arthrose avec
symptomatologie douloureuse prédominante. Ces études incluaient une étude de dose-réponse
de 6 semaines, 2 études d’efficacité a 6 semamnes contre ibuproféne et placebo, 2 études
d’efficacité & un an contre le diclofénac, 2 étﬁdes endoscopiques & 6 mois contre I’ibuproféne
et placebo et une étude d’efficacité a 6 semaines contre nabumétone et placebo. Cette étude‘ s
incluait 5435 patients d’dge moyen 63 ans (38-94 ans), dont 72,9% de femmes. Globalement,
le fofécoxib était utilisé 2 la posologie de 12,5 (1209 patients), 25 (545 patients), ou 50 mg/j
(1603 patients respectivemént), I'ibuproféne & 800 mg 3 fois par jour (847 patients), le
diclofénac & 50 mg 3 fois par jour (590 patients) et la nabumeétone & 1500 mg/j (127 patients).
Cette étude a montré que l'incidence annualisée des complications graves (perforation,
saignement, ulcére symptomatique) était significativement inférieure dans le groupe rofécoxib
(1,3%) que dans le groupe AINS classiques (1,8%) (p = 0,046; taux pour 100 patient-années,
1,33 contres 2,60; risque relatif de 0,51; intervalle de confiance & 95% & 0,26-1,00).

32



L’incidence cumulée des symptomes dyspeptiques était aussi inférieure avec le rofécoxib
(23,5%) contre 25,5% (P = 0,02) pour les 6 premiers mois, alors que les taux étaient sinﬁiaires
au dela de 6 mois de traitement. Par ailleurs, ’étude de Laine [122] a montré que chez 742
: patiénts souffrant d’une arthrose des membres mais n’ayant aucune lésion endosopique
gastrique qui prenaient quotidiennément 25 ou 50 mg de rofécoxib ou 2400 mg d’ibuproféne,
' l’incidénce cumulée d’ulcére gaétroduodénal (supérieur ou égal 2 3 mm de diameétre) & 12
semaines était similaire au placebo pour le rofécoxib _(placebo, 9,9%,; 25 mg rofécoxib, 4.1%;
50 mg rofécoxib, 7,3%) et était significativement moindre qu’avec I'ibuproféne (27,7%). A 24
sernaines, les taux d’ulcéres étaient respectivement de 9,6% avec 25 mg/j. de rofécoxib et 50
mg/j de rofécoxib, et 14,.7% et de 45,8% avec I'ibuproféne, (p < 0,001, ibuproféne vs 25 and
50 .mg rofécoxib).

Plus récemment encore, I’étude de Watson regroupant 8 études de phase IIb/III en double
aveugle, randomisées, incluant 5435 hommes et femmes arthrosiques a comparé le rofécoxib a
12,5, 25 et 50 mg vs ibuproféne 2400 mg, diclofénac 150 mg, et nabumétone 1500 mg [255].
Le nombre d’arrét de traitement en raison d’effets indésirables digestifs pendant les 12 mois de
I'étude était plus bas avec le rofécoxib qu’avec Iés autres AINS comparateurs (8,2 vs 12,0
pour 100 patients-années; risque relatif, 0,70; 95% intervalle de confiance, 0,52-0,94 ; p=0,02).
L’incidence des effets de type dyspepsie & 6 mois était également plus bas avec le rofécoxib
qu’avec les autres AINS (69,3 vs 85,2 pour 100 patients-années; risque relatif, 0,85; 95% IC,
0,74-0,97 ; p= 0,02), bien que cette différence diminuait pour une durée supérieure de
traitement.

L’étude de Hunt a aussi montré que la perte digestive d’hématies & 4 semaines mesurée par
I’excrétion fécale de radioactivité (Chrome 51} chez le patients prenant d¢ I'ibuproféne (800
mg x 3/j) était significativement plus élevée que chez les sujets prenant du rofécoxib (25 mg/))
(ratio de 5,2), ou 50 m/j) (ratio de 2.6) ou du placebo (ratio de 2,1) (p < 0,001) [102]. |
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Récemment, les résultas compilés de 2 études identiques de la tolérance & 12 semaines du
rofécoxib 4 la posologie quotidienne de 25 mg (n=390) ou 50 mg (n=379), comparée a celle du
placebo (n=371), et de 'ibuproféne 2400 mg (n=376) ont été publiés. Si cette étude a confirmé
que chez le patient arthrosique, que le risque d’observer un ulcére endoscopique et surtout un
saignement digestif était mpltiplié par 4-5 en cas d’antécédent d’ulcére gastro-intestinal ou en
cas. d’érosion initiale a I’endoscopie, quel que soit le groupe, la présence d’ Helicobacter pylori
n’augmentait pas ce risque. Le rofécoxib n’a pas influencé le risque d’ulcére ou de saignement
dans aucun des groupes (résultats identiques au placebo) et a été mieux toléré que
Pibuproféne. Ces résultats suggérent que le rofécoxib n’entrave pas la cicatrisation des ulcéres
établis et n’augménte pas leur 'mcideﬁce [94]. -
Parcé que d’autres études ont montré que I’administration pendant 6 semaines de 75 mg de
diclofénac et de 200 mg de misoprostol (ARTOTEC 75 ®) 2 fois par jour chez 1203 patients
. souffrant d’une arthrose symptomatique du genou ou de la hanche et ayant des antécédents
documentés par endoscopie d’ulcére gastrique, pylorique ou duodénal pfovoque une incidence
“d’ulcéres gastrique ou duodénal moindre que fa nabumétone (documentation par endoscopie),
administrée a la posologie de 1500 mg une fois par 'jour (4% vs 11%), et comparable au
placebo [3], une étude a comparé I'incidence d’effets indésirables spontanément rapportés 4 6
semaines chez des patients arthrosiques, de 40 ans et plus, traités par 25 mg de VIOXX® et
par ARTOTEC 75 ® 2 fois par jour. Parmi les 483 patients (80,3% femmes, égé moyen 62
ans), ceux prenant le rofécoxib ont rapporté moins de diarrhée (6,2% vs 16,2% (p<0,001),
moins d’effet indésirable de type douleurs abdominales (au moins un épis_ode) (52,9% vs
73,0% (p<0.001)), moins d’effet indésirable gastrique (dyspepsie) (28,9% vs 48,5% (p<0,001),
moins de douleur gastrique (18,6% vs 29,9% (p=0,004)}]. Pour une eﬂicacité comparable, le

traitement par VIOXX® a été moins interrompu pour des douleurs abdominales (0,4% vs

3,7% (p<0,05)), ou pour d’autres raisons (4,1% vs 9,1% (p=0,029)[1].
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Tenant compte des effets indésirables rapportés et en considérant les économies générées par
la réduction des ulcéres sous rofécoxib, le traitement par rofécoxib vs d’autres AINS semble

économiquement valide par rapport aux AINS classiques [187].

11.3.2.b. Célécoxib (CELEBREX®)

L étude de Lanza a comparé la tolérance digestive de 250 mg/j de célécoxib (n = 51), de 800
mg trois fois par jour d’ibuproféne (n = 51), de 650 mg par jour d’aspirine (n = 17), et du
placebo (n = 51) & 7 jours chez 170 sujets 8gés de 18 4 54 ans, sans anomalie initiale de la
mugqueuse digestive a4 1’endoscopie. La muqueuse était évaluée a J7 par endoscopie (scores de
0a4), le.critére de jugement étant Je nombre de sujets développant un score supérieur ou égal
a 2, c’est a dire développant au moins une érosion. En paralléle, I'activité de COX-1 était
évaluée par le dosage .sérique de TXB,. Le pourcentage de sujets dont le score était supérieur
ou égal 4 2 était significativement plus bas dans le groupe célécoxib (12%) (P < 0,001) que
dans le groupe ibuproféne (71%), aspirine (94%) et était similajre au groupe placebo (8%).
L’ibuproféne et Iaspirine ont été les seuls a réduire la production sérique de TXB, (P <
0,0001) [129].

L’étude CLASS (Celecoxib long-term Arthritis Safety Study) est une étude en double av.eu'gle,
- randomisée, dans laquelle 7968 personnes Agées de 18 ans et davantage ont regu au moins une
fois soit 400 mg de célécoxib 2 fois/j (3987), soit 800 mg d’ibupfoféne 3 fois/j (1985),. soit 75
mg de diclofénac 2 fois/j (1996). 72% des sujets avaient une arthrose et 68.5% éaient des
femmés. L’aspirine (<325 mg/j). a été autorisée dans cette étude (de méme que la prise de
corticoides) alors que la prise d’anfi-ulcéreux, d’antibiotiques pour le traiterent
d’Hélicobacter Pylori était proscrite. 4573 patients (57%) ont été traités pendant 6 mois. La
posologie de célécoxib était 2 a 4 fois la posologie habituelle pour le traitement de la poussée
d’arthrose ou de PR, I’idée étant de tester la tolérance de dosages élevés, tout en sachant qu’a
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ces posologies, le célécoxib n’a pas montré une meilleure efficacité qu’aux posologies
recommandées [8, 221]. Le choix de la posologie d’ibuproféne et de dicloféﬁac a ¢té arrété en
tenant compte des résultats des prescriptions (posologies le plus souvent employées dans la
poussée d’arthrose et de PR). Cette étude a montré que le taux annuel de complications
digestives graves (perforation, ulcére créusant et saignement) €tait moindre dans le groupe
célécoxib, pourtant employé & forte posologie (2,08% contre 3,54% pour les patients sous
ibuproféne ou diclofénac) (p=0,02). Cependant, le taux annuel de complication ulcéreuse
(critére principal de jugement de I’étude) n’était pas significativement moindre dans le groupe
ceélécoxib (0,76% vs 1,45%) (p=0,09).

1l faut noter que le taux d’ulcéres (les résultats de I’étude sur 6 mois ayant été annualisés et
exprimés en nombre d’événements pour 100 patients-années d’exposition) observé dans Ie
groupe célécoxib (0,76%) est bien supérieur au taux attendu (0,2 — 0,4%) en fonction des
résultats antérieurs [65, 82] (analyse compilée dé 14 études randomisces englobant 11008
patients). Ceci eXplique que I’effectif nécessaire pour la randomisation n’aif: pas ¢té suffisant
pour démontrer une différence significative entre les groupes en ce qui concerne cet item.

Ce taux élevé d’ulcéres dans le groupe célécoxib s’explique par le 4fait que 20,6% des patients
prenaient de aspirine & faible posologie (<325 mg/j) dans cette étude, alors que ce
pourcentage était deux fois moindre dans une étude précédente (Physician advice and
iﬁdividual behaviors about cardiévascular disease risk reduction-seven states and puerto Rico,
1997). Or. 'aspirine & faible posologie est responsable d’une augmentation de risque
d’hémorragie gastrointestinale [131, 227, 256], interférant de ce fait avec 'effet protecteur
digestif du célécoxib. En effet, dans le groupe célécoxib, le risque relatif de complication
ulcéreuse était de 4,5 chez les consommateurs d’aspirine. De plus, chez les consommateurs
d’aspirine, I'incidence annualisée de complications graves était proche dans le groupe célécoxib
(2,01%) et dans le groupe AINS classiques (2,12%) (p=0.92), de m&me que le risque relatif de
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ces complications combinées aux ulcéres symptomatiques (4,7% vs 6%) (p=0,49). Ainsi, méme
si le risque d’ulcére sous célécoxib chez les patients prenant de faibles posologies d’aspirine est
diminué par rapport aux patients sous AiNS classiques, cette différence semble limitée et
effectif de patients ayant pris conjointement du célécoxib et de ’aspirine est trop faible pour
mettre en évidence cette différence. Par contre, pour ce qui est des patients ne prenant pas
d’aspirine, l'incidence annualisée de complications graves était plus faible avec le célécoxib
quavec les AINS comparateurs (0.44% contre 1,27%) (p=0,04). De la méme maniére,
Pincidence annualisée d’ulceres symptomatiques était plus faible dans le groupe célécoxib seul
- (1,4%) que dans le groupe AINS classiques (2,91%) (p=0.02). Il faut noter que Fincidence
anmialisée d’ulcéres sous célécoxib seul (0,44%) était similaire au taux observé dans la
populatién générale. Parce qu’aucun groupe placebo n’avait pas été inclus pour des raisons
éthiques évidentes, cette ¢tude n’a pas permis de calcﬁler de risque d’ulcére attribuable au
.célécoxib.

La tolérance hépatique et rénale du célécoxib a été considére comme bonne, I'incidence de
Phypertension et des effets indésirables rénaux étant: trouvés en plus faible proportion dans le
groupe célécoxib que dans les groupes ibuproféne et diclofénac, et ce indépendamment de la
prise d’aspirine.

Cependant, il faut souligner que seuls le§ résultats & 6 mois ont été publiés alors que cette
- étude pr.évue inttialement sur 13 mois. De plus, davantage de'patients ont quitté l’éﬁude pour
manque d’efficacité dans le groupe célécoxib (14,8%) que dans les autre.s groupes
(12,6%)(p<0,002). L’origine du ?lus grand nombre de sbrties d’étude dans CLASS que dans
I’étude VIGOR est peu clair. On sait que le risque de dév.elopper un ulcére est supérieur chez
les sujets ayant des antécédents ulcéreux ou de saignement (5%) qu’en ri’absence d’antécédent
digestif (0,4%). Une différence de recrutement des sujets entre les 2 études pourrait étre une

explication, bien que les patients avec ulcéres peptiques aient exclus dans les 2 cas.
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I1.3.3. Cas particulier de la nabumétone (NABUCOX®)

La nabumeétone a la posologie de 1 4 2 g a montré une efficacité identique au diclofénac 100
ou 200 mg/j chez 335 patients 4gés (ige moyen 72 ans) présentant une athrose symptomatique
et meilleure que le placebo. De plus, la nabumétone est mieux tolérée sur le plan digestif et
hépatique [154]. Cette tolérance améliorée de la nabumétone par rapport aux AINS classiques
avait été démontré dans une étude ancienne, la nabumétone présentant ﬁne toléraﬁce digestive
| identique & 1’association ibuproféne-misoprostol et meilleure que I'ibuproféne seul [203]. Ces
premiéres études conﬁrmaient Iintérét des molécules non acidés en terme de tolérance
digestive, mais ce bénéfice a été abusivenient attribué & une inhibition préférentielle de COX-2
qui, cbmme nous I’avons évoqué précédemment, n’est pas classiquement misé en évidence in
vitro et encore moins ex vivo [32]. Il n’en reste pas moins que la nabumétone reste I'un des

AINS les plus prescrits dans le monde dans les affections rhumatismales chroniques en raison

de sa demi-vie de 24 heures, et de sa bonne tolérance générale [204].

I1.3.4. Inhibiteurs de COX-2 en développement

11.3.4.a. Etoricoxib (ARCOXIA®)

Leé premieres études montrent que 1'étoricoxib posséde des actiyités anti-inflammatoire,
antalgique et antipyrétique comparables 4 celle du rofécoxib dans les modéles animaux
d’cedéme et de douleur induite par la carragéniné, d’arthrite par adjuvant.ainsi que dans le
modéle de fiévre induite par les endotoxines bactériennes. La tolérance digestive testée dans
des modéles d’excrétion urinaire ou fécale de chrome™ aprés administration orale d’EDTA
marqué au chrome™ ou injection intra-veineuse de *'CrCl; chez le rat et le singe est meilleure
gu’avec le diclofénac, I'indométacine et le naproxéne [200]. Les premiéres études cliniques de
phase Il ont montré que 1’étoricoxib a une efficacité dans la prise en charge des symptomes de

'arthrose et de la douleur dentaire modérée & sévére (étoricoxib 120 mg a une efficacité
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antalgique identique au naproxéne et supérieure a I'tbuproféne 400 mg et a 1’association
paracétamol-codéine) [83, 140, 226]. Les premierls résultats des études de phase I montrent
que I’administration d’étoricoxib s’accompagne de moins d’effets indésirables digestifs que
celle d’tbuproféne. De plus, ni I’étoricoxib, méme lorsqu’il est administré & une posologie 8
fois supérieure a4 celle étant efficace, ni ses principaux métabolites, n’ont d’effet inhibiteur
significatif sur COX-1 [39]. Sa pharmacocinétique montre une grande linéarité entre sa
_poSologie'par voie orale (de 5 & 120 mg) et sa concentration plasmatique, sa demi-vie étant de

22 heures [3].

I1.3.4.b. Valdécoxib (BEXTRA®) - parécoxib

-En raison de sa faible. hydrosolubilité, le célécoxib ne peut étre administré par voie
parentérale.” C’est pourquoi le .Iaboratoi_re Pharmacia a mis au point.une prodrogue d’un
inhibiteur. sélectif de COX-2, le valdécoxib, qu’il a dénommée parécoxib sodique. Le par_échib
sodique, qui est rapidement transformé en valdécoxib (conversion totale en 30°), a démontré
des propriétés antalgiques et anti-inflammatoires dans différents modéles animaux
d’inflammation {236], justifiant son développement. Ainsi, le parécoxib sodique intraveineux
est capable de diminuer I’hyperalgie dans le modéle d’inflammation & la caragénine chez le rat
avec une ICsy de 5 mg/kg. 1l diminie égalefnent la sévérité des lésions avec une 1Csy de 0,08
mg/kg/j dans le modéle de.polyarthrite par adjuvant. Chez le volontaire sain, la demi-vie
- d’élimination (transformation en valdécoxib) est de 1,7 heure, le taux maximum plasmatigue
étant obtenu en 30 minutes par voie veineuse et 1 heure par voie intra-musculaire. L’état
d’équilibre pharmacocinétique est atteint en 7 jours. Les premieres études suggerent que le
parécoxib sodique est bien toléré méme a forte posologie (40 mg 1V ou IM) [110, 111]. Une
étude réalisée chez des sujets 4gés de 65 4 75 ans a montré que I'incidence des anomalies
endoscopiques est identique 4 7 jours avec le parécoxib sodique (40 mg x 2/ IV) et avec le
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placebo (0%), alors qu’elle est de 23% (ulceres gastroduodénaux) et 16% (ulcéres gastriques)
avec le kétorolac (15 mg IV)[99]. De plus, une administration unique de parécoxib sodique
(20 et 40 mg IV) procure un effet antalgique supérieure a celui de la morphine (4 mg I'V) dans
les 24 heures aprés une hystérectomie (n=175), une myomectomie sous anesthésie
(n=208)[126] ou la pose d’une prothése de genou (n=208 et 42 patients). Dans ces indications,
le parécoxib (40 mg I'V) s’est avéré au moins aussi efficace que le kétorolac (30 mg 1V), avec
un profil de tolérance plus favorable. Cette efficacité antalgique a également été confirmée
dans la douleur deﬁtaire post-opératoire dans plusieurs essais contrdlés chez 304 & 457
patients: parécoxib 20 et 40 mg IM et IV aussi efficaces que kétorolac 30 ou 60 mg IM ; durée
d’analgésie 40 mg supérieure a 20 mg) [ 40, iOO, 148]. En pré- et post-opératoire, la posologie
c')ptimal'e' semble étre 40 mg IM ou IV [52]. Dans tous les cas, la tolérance digestive du
barécoxib a été excellente, et supérieure a celle du kétorolac, le seul anti-inflammatoire utilisé
par voie parentérale dans cette indication aux USA [27]. De plus, le parécoxib sodique ne
modifie pas la fonction placjuettaire et le temps de saignement chez les sujets en bonne santé,
qu’ils soient jeunes ou Agés [166]. Le valdécoxib est actuellement en phase III dans le
traitement oral des symptémes arthrosiques, de la polyarthrite rthumatoide et de la douleur. Le
parécoxib sodique est soumis a la FDA pour la prise en charge de la douleur aigu& par voie
velneuse et mtra-musculaire.

Ainsi, les résultats concernant Pefficacité et la tolérance digestive du célécoxib, du rofécoxib,
du valdécoxib et du parécoxib sodique montrent qu’ils partagent les propriétés antalgiques et
anti-inflammatoires des AINS classiques mais provoquent des effets indésirables digestifs
graves comparables au placebo et sont dépourvus d’activité anti-agrégante plaquettaire & ces

posologies [220]. Ces résultats confirment I'intérét de cette nouvelle classification des AINS.
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II.4. Indications et perspectives thérapeutiques des inhibiteurs

sélectifs de COX-2

Les deux inhibiteurs sélectifs de COX-2 actuellement commercialisés en France, le célécoxib et
le rofécoxib n’ont cependant ni des profils d’inhibition des COXs [le rofécoxib inhibe plus
sélectivement COX-2 que le célécoxib [66]], ni des propriétés phafmacocinétiques
(biodisponibilité différentes) identiques (voir tableau 3) Ces. différences expliquent, au moins
en partie, que ces molécules aient des indications différentes, ainsi que des effets iﬁdésirables,

en particulier rénaux et vasculaires, eux aussi différents.

H.4.1. Rhumatologie et prise en charge de la douleur

Les AINS représentent une classe thérapeutique de choix dans le traitement de la douleur, en
particu.]ier post-chirurgicale. Dans cette inGication, leur action résulte d’une inhibition de la
production de PG qui ont la propriété de sensibiliser les récepteurs nociceptifs périphériques
 [58] ot de favoriser la transmission médullaire nociceptive [264]. Or cette transmission
nociceptive semble tout particuliérement impliquer les récepteurs spinaux du N-mé;chyI-D—
aspartate (NMDA) wia lactivation de COX-2 [56]. Les inhibiteurs sélectifs de COX-2
semblent capables tout comme I’indométacine (inhibiteur non sélectif de référence dans cette
indication)l, d’inhiber la répohse centrale [264] et locﬂe [123] ala douleur.

Par ailleurs, I’induction de COX-2 a été observée dans le tissu synovial de patients souffrant de
poussée congestive_ d’arthrose ou de polyarthrite rhumatoide [114, 135]. De nombreuses
études ont montré Pintérét des coxibs dans la prise en charge de la douleur inflammatoire;

~> Le rofécoxib et le célécoxib ont un effet supérieur 4 celui du placebo et similaire & celui des
AINS classiques dans le contréle subjectif et o'bjectif de la douleur et de P'inflammation chez

les patients souffrant de gonarthrose et de coxarthrose [rofécoxib vs ibuproféne [93, 46],
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rofécoxib vs diclofénac [21], rofécoxib vs SC-58635 (célécoxib) [220] ; célécoxib (100 et 200

mg/j) vs naproxéne) [8, 33].

Propriétés Rofécoxib Célécoxib

Biodisponibilité orale (%) | 92-93 - | 60-85

Effet de I’alimentation faible Nulle, 10% si + lipides

Pic de concentration (h) |2-3 2-4

Demu-vie d’élimination (h) | 9-21 g8-12

Volume de distribution (1) j 86-91 . 455+166

Meétabolisme hépatique Réduction cytosolique + CYP|Oxydation par CYP, 2C9
450 (+++) et 3A4

Interaction avec les Non Oui

inhibiteurs et inducteurs

de cytochrome P450

Interaction avec d’autres | Inhibition de CYP-1A2 Inhibition de CYP-2D6

cytochromes ' : ' :

Interaction avec les Non Non testée

digitaliques

Interaction avec warfarine | Cause une T de 10% de FINR | Cause une T de 'INR ( 7)

Interaction avec A posologie suprathérapeutique |Non

méthotrexate faible poso.

Interaction avec anti-HTA | T 1a TA, { effet anti-HTA 1T 1aTA, | effet anti-HTA

Influence de I'L. rénale Peu d’effet { de 43% Iaire sous la courbe

Influence de Pinsuffisance |T de 30-70 % Dlaire sous la|T de 40-180 % I’aire sous la
hépatique sévere courbe courbe

Tableau 3: Pharmacocinétique clinique comparée du rofécoxib (VIOXX®) et du célécoxib
(CELEBREX®)

— Le célécoxib a une efficacité similaire aux AINS classiques dans le traitement des
symptdmes algiques de la polyarthrite rhumatoide [14, 221]. A noter qu’il en va de méme avec
le rofécoxib dans Jes études de phase III méme s’il n’est pas encore commercialisé dans cette

indication.
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Le rofécoxib posséde des propriétés antalgiques permettant son emploi dans Ja douleur
dentaire post-opératoire (autorisation de mise sur le marché aux USA dans cette indication).
Une méta-analyse récente de 6 études contre placebo et contre naproxéne (550 mg) ou
ibuproféne (400 mg) évalue I’efﬁbacité dans les 8 premiéres heures d’une prise unique de
rofécoxib (7,5 & 500 mg)._ Cette étude a montré que Pefficacité du rofécoxib était dose-
dépendante, que 50 mg était plus efficace que le placebo pour toutes les mesures d’efficacité,
et qu’a cette posologie, le rofécoxib était aussi efficace que les AINS comparateurs [157]. Les
résultats sont comparables avec le célécoxib qui a récemment obtenu son autorisaﬁion de mise
sur le marché dans le soulagement des dysménorrhées et des douleurs aigués.

Cependant, quelques auteurs suggérent que comme COX-1 joue un rdle mineur dans
I'inflammation [145], et que les .études cliniques des coxibs n’ont pas été réalisées pour
détecter de faibles différentes d’efﬁcacifé avec les AINS classiques mais plutét pour montrer
qul’il existe une efficacité comparable (effectifs plus faibles, évaluation peu fine de la douleur),
il est difficile d’affirmer dans ces conditions que les coxibs ont des propriétés antalgiques et
~ anti-inflammatoires totalement superposables a celles des AINS classiques. Bien que cette
polémique reste ouverte, il faut tout de méme rappeler que les coxibs ont des propriétés
pharmacologiques comparables a celle des AINS classiques dans les modéles animaux
d’inflammation aigué ou chronique avec des effectifs et des tests adaptés [213]. D’autre part,
les résultats compilés de 2 études de tolérance et d’efficacité & court terme (6 semaines) dans
I’arthrose de hanche et de genou .chez 736 patients ont montré que le rofécoxib a 12,5 and 25
mg a la méme efficacité que 1'ibuproféne 2400 mgfj et que le diclofénac (50 mg'X3/j), la
tolérance ayant été bonne dans les 3 groupes [205]. Ces études expliquent que dans la prise en
charge des symptdmes de I'arthrose le rofécoxib soit indiqué 4 la posologie de 12,5 et 25 mg
par jour en 1 prise et le célécoxib a la posologie de 200 voire 400 mg en une a 2 prise. Dans le
traitement des symptomes douloureux de la polyarthrite rhumatoide, le célécoxib est employ¢ a
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Ja posologie de 200 mg et le plus souvent 400 mg en 1 a 2 prises quotidiennes. A noter que le
celécoxib a obtenu depuis peu aux USA P'indication dans les douleurs aigués et dysménorrhée.

Si ces deux molécules n’ont pas d’indication légale dans le traitement symptomatique de la
fisvre au cours de certaines affections inflammatoires sévéres non infectieuses, une étude
récente a montré que le rofécoxib a des propriétés anti-pyrétiques équivalentes au diclofénac et

4 'ibuproféne [210].

I1.4.2. Prévention et traitement des cancers

11.4.2.a. Adénome et -c.a;-wer colorectal

Les AINS classiques tels que I'indométacine, le sulindac ou le piroxicam ont montré leur
capacité & rédwre le risque de développement d’une tumeur colique aprés induction par
différents carcinogénes chez les muridés, I’effet étant.SuSpensif a 'arrét du traitement [241].
Plusieurs études chez 'homme ont également montré que la prise réguliere d’aspirine ou
d’autres AINS entraine une réduction du risque de cancer colique [224] et une régression des
adénomes existants chez les patients souffrant d’une polypose familiale {74].

De nombreux travaux suggér'ent que la production de prostaglandines par COX-2 participe a la
génése [88] et a la progression du cancer colique. D’une part, les tumeurs colorectales
expriment COX-2 en grande quantité alors que la muqueuse saine en est incapable [120].
D’autre part, les souris transfectées pour le géne de la polypose familiale (APC**) et
déficientes homozygotes en COX2 présentelit une diminution de 86% du nombre de polypes
intestinaux et les souris n’ayant qu’une copie de COX-2 (déficience hétérozygote) ont une
réductipn des polypes de 66% [169]. Ces souris déficientes pour COX2 développent aussi 3
fois moins de papillomes cutanés .induits chimquement [242]. Enfin, les injiibiteurs de COX-2
protégént de la polypose intestinale les souris prédisposées génétiquement (mutation du géne
anti-tumoral APC chez les souris Min) [169].
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Cependant, 'importance de I’acide arachidonique dans le développement tumoral apparait
crucial car les souris déficientes pour le géne de COX-1 sont aussi protégées contre la
formation de tumeurs intestinales et cuténées [30].

L’intérét des inhibiteurs sélectifs dans la prévention fmmorale n’est pas seulement issue des
études sur 'animal. En effet, une étude randomisée contre placebo en double aveugle, réalisée
chez 77 sujets souffrant de polYposé fami.liale a démontré que les patients prenant 400 fng de
célécoxib 2 fois par jour présentent & 6 mois une réduction de 28% du nombre de polypes
colorectaux (- 4,5 % pour le .placebo), de 37% de la somme des diamétres des polypes (- 4,9
% pouf le placebo) et que 53 % des sujets sous SOO mg de célécoxib ont répondu au traitement
(réduction d’au moins 25% du nombre de polypes) (4,5 % pour le placebo). Cette étude
explique que le célécoxib ait été approﬁvé comme traitement adjuvant pour les patients

présentant une polypose intestinale familiale aux Etats-Unis [228].

[1.4.2.b. Autres cancers

De la méme maniére que pour ’adénome et le cancer colique, les souris transgéniques qui
surexpriment le géne de COX-2 spécifiquement dans les glandes mammaires développent une
‘hyperplasie, des dysplasies et des tumeurs mammaires métastatiques [137]. Par ailleurs, les
mnhibiteurs sélectifs de COX-2, que ce soit le célécoxib ou le rofécoxib, réduisent la formation
de tumeurs intestinales, du sein, du poumon, dé la vessie et de la Iaﬁgue chez I’animal [4, 58,
138, 165, 194, 206, 215, 231].

Cependant, si I’effet des AINS sur {a polypose intestinale familiale est indéniable [79, 240, -
250], nous sommes en attente des résuitats des études concernant I'intérét de ces molécules
dans la prévention de la transformation néoplasique des adénomes coliques et dans la
prévention des autres cancers impliquant COX-2, tels que les cancers de ’eesophage, de la

cavité buccale, de la langue, de la peau et de la vessie. L’avenir nous dira aussi quel est I'intérét
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d’associer les inhibiteurs sélectifs de COX-2 avec d’autres drogues anti-cancéreuses. Par
exemple, le diftuorométhylornithine (DFMO) qui a montré son efficacité dans la prévention
tumorale dans un modele .murin de polypose intestinale familiale, qui est bien toléré chez
homme et qui pourrait &tre essayé en combinaison avec le célécoxib [105]. Ce concept de
combinaison de molécules chimiopréventives est aussi préné par d’autr_es auteurs qui ont
observé que le sulindac en combinaison avec un nouvel inhibiteur d’un récepteur de
l’Epidermal.G*rowth Factor fait mieux dans la prévéntion des tumeurs coliques des souris Min
que chaque produit administré individuellement [243]. Tl en va de méme de I'intérét possible
des rétinoides en association avec les inhibiteurs sélectifs de COX-Z dans la prévention des

tumeurs cutanées par exemple.

114.2ec Mécani&mes Proposés

Les inhibiteurs sélectifs de COX;2 pourraient réduire la tamorigénése des cellules épithéliales
selon plusieurs mécanismes:

— en inhibant la conversion catalytique des procarcinogenes, tels que le benzopyrene, en
carcinogenes par les COXs [261]. D’ailleurs, U'intérét potentiel des coxibs dans la prévention et
le traitement des tumeurs du poumon, de la vessie et de la cavité buccale est probablement en
partie lié au fait que le benzopyréne contenu dans le tabac stimule COX-2, qui a son tour
dégrade le benzopyréne en produit carcinogéne. |

— en réduisant leur adhésion A la matrice extra-cellulaire et en favorisant leur apoptose [112,
244], selon des mécanismes gui pourraient étre indépendants de pS3° et partiellement
indépendants d’APC [60, 156].

— en réduisant I’angiogénése induite par la tumeur [245], vig la diminution de la production de

VEGF.
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~» en modulant Ja surveillance immune anti-tumorale. PGE,, qui est exprimée en grande
quantité dans le cancer colique, a la propriété d’inhiber I’expression, dans les cellules
néoplasiques, des molécules HLLA de classe IT qui permettent aux leucocytes de les reconnaitre
et de les détruire. Les AINS en induisant I’expression des ces molécules de reconnaissance,
favoriseraient I'immunité anti-tumorale [6].

Cependant, I’effet anti-tumoral des AINS ne s’exerce pés seulement par inhibition de la
synthése des proétaglandiﬁes. En effet, les AINS peuvent affecter le cycle cellulaire des cellules
mammaires qui n’expriment pas les COX et ne produisent denc pas de PG [89, 141, 239]. Ce
ﬁlécﬁnisme d’action indépendant des COXs pourrait. expliquer que certains AINS; tels que le
sulindac et Paspirine, qui inhibent peu ou pas COX-2 ont aussi une activité anti-proliférative

[189].

1I.4.3. Maladie d’ Alzheimer et pathologies du systéme nerveux central et périphérique
11.4.3.a. Pathologies cérébrovasculaires ischémiques et hémorragiques
St Pintérét de I’aspirine dans la prévention primaire et secﬁndajre de accident vasculaire
cérébral (AVC) ischémique et de la pathologie coronarienne est bien établi, I'intérét potentiel
dés AINS en phase aigiie de ’AVC hémorragique et ischémique n’est suggéré que depuis peu.
Parce qu’ils sont capables d’inhiber la production d’éicosanoides vasoconstricteurs [72],
| l’utilisatidn d’AINS dans lé prévention du vasospasme aprés hémorragie méningée parait
séduisante. Les AINS inhibant sélectivement COX-2 sont dénués d’effet anti-agrégant
’plaquettaire et pourraient donc avoir un intérét dans cette indication.
L’cedéme cérébral vasogénique délétére qui apparait dans les suites immeédiates d’un accident
ischémique cérébral est induit ﬁlajoritairement par les PG [29], les leucotricnes et le
thromboxane {142]. L’utilisation combinée d’un inhibiteur de la lipo- et de la cyclooxygénase

(BW755C) lors de la reperméabilisation vasculaire semble minorer I'cedéme cérébral et les
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lésions de reperfusion [59]. Donnés en phase aigué de I'infarctus cérébral, les AINS pourraient
permetire d’en réduire la taille [177] en inhibant la production de médiateurs inflammatoires (le
glutamate en particulier) qui, en plus d’étre toxiques pour les neurones avoisinants, induiraient
’expression des COXs. Cette hypothése semble confirmée par 2 études qui montrent que les
AINS inhibiteurs .non sélectifs de COX-2 (indométacine ou ibupfoféne) réduisent la mort
neuronale en périphérie de la zone 1schémiée en minorant la production de radicaux libres et de
dérivés de I’acide arachidoniciue [106, 34].

Or, COX-2 est paﬁiculiérement surexprimée dans les polynucléaires, les cellules vasculaires et
les neurones en périphérie de la zone cérébrale ischémice, indiquant son réle potentiel dans
I’apﬁarit'_xon de I’cedéme péri-lésionnel [103]. Si les arguments biologiques ne manqueﬁt pas
pour suggérer I'intérét des AINS et en particulier des AINS inﬁibant sélectivement COX-2
(d’autant plus intéressants que n’étant pas anti-agrégants plaquettaires, ils n’induiraient pas de
transformation hémorragique de la zone ischémiée), aucune étude épidémiologique n’a

démontré leur intérét clinique dans cette indication.

11.4.3.b. Démence sénile de type Alzheimer (DSTA)

L’action protectrice dés ATINS envers la DSTA a été évoquée & travers différentes études
épidémiologiques [146]. Les AINS semblent réduire le risque de développer la maladie dans la
population générale [57, 229] et ceci de fagon corrélée avec leur durée d’utilisation [229]. Ils
semblent retarder I’dge de début de la maladie dans les familles & risque et ralentir la
dégradation cognitive des malades [202]. Le risque relatif plus faible de développer une
maladie .d’Alzheimer- observé lors d’un traitement par AINS claésiques a posologie anti-
inflammatoire (inhibition de CCX—I et COX-2) [risque relatif de 0,43 (0,23-0,75)] et par
’aspirine [0,5 (0,34-0,73)] a posologie ahti—agrégante plaquettaire (65% .des patients de cette
étude) (inhibition sélective de COX-1) ou anti-inflammatoire (35% des patients de cette étude)
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[270], suggére 'intérét de Iinhibition sélective de COX-1 et/ou de COX-2 dans la prévention-
de la maladie d’ Alzheimer. Cet effet positif des AINS s’oppose & celui des éorﬁcoides, qui sont
des inhibiteurs de la phospholipase A2 et qui ont un effet plutdt délétére sur la maladie
d’Alzheimer [271]. L’hypothése d’un rdle favorable de I'inhibition des COXs, et en particulier
de COX-2, sur la maladie d’ Alzheimer s’appuie aussi sur des données biologiques montrant le
' role pro-apoptotique neuronal de COX-2, son effet générateur de radicaux libres
neurotoxiques et son rble dans ['activation microgliaie, qui semble cruciale dans le
développement de la maladie. Pourtant, si les AINS semblent réduire le risque de développer
une MA, probablement en jouant un rdle sur la composénte inflammatoire de ia maladie, 1ls
n’ont aucune d’efficacité sur le mécanisme causal de la neurodégénérescence [13]. Les études
concernant le rofécoxib (deux études de phase I pour estimer si la molécule est capable de
prévenir ou retarder I’apparition des symptdmes de la MA chez des sujets présentant des
troubles cognitifs modérés ou de retarder 1’évolution de la MA quand elle est diagnostiquée) et
le célécoxib (une étude débutée depuis 2 ans évaluant I'intérét de la molécules quand le
diagnostic de MA est posé) devraient permettre rapidement d’évaluer Pintérét des inhibiteurs
sélectifs de COX-2 dans cette indication. Les premiers résultats semblent cependant assez
décevants (SM. Sainali. International Springﬁcla Symposium of Advances in .Alzheimer

Therapy - Stockholm 5-8 avril 2000, cité dans [272]).

I1.4.3.c. Autres pathologies neurologiques

Les COXs sont impliquées dans une grande variété de pathologies neurologiques.

— Les AINS présentent une grande efficacité dans le traitement des migraines simples [188].
L’expression de COX-2 induite lors d’une migraine acbompagnée de déficits neurologiques
[20] peut étre inhibée par les AINS et les inhibiteurs de la synthése de NO [149], suggérant

Pintérét potentiel des AINS inhibiteurs sélectifs de COX-2 dans cette indication.
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— Leés AINS inhibiteurs sélectifs de COX-2 pourraient avoir un intérét dans certains types de
pathologies neurologiques traumatiques, en particulier médullaires, ou inflammatoires, qu’elles
soient périphériques [152] ou centrales telles que la sclérose en plagque [96] et dans
’encéphalopathie du virus de I'immunodéficience acquise (HIV) [53, 136] ou ﬂ existe une
augmentation des taux de PGE,, PGF; et TXB, dans le liquide céphalorachidien, par ailieurs
corrélée 4 |"altération neurologique [84].

— Dans la maladie de Parkinson, les COXs pourraient de la méme maniére favoriser la
production de radicaux libres toxiques pour les neurones dopaminergiques. /n vitro, Pactivité
hydroperoxydasique des COX peut en effet catalyser l’oxydatioﬁ de la dopamine en dopamine
quinones, cette réaction pouvant &tre inhibée par l'indométacine [91,143]. A notre

- connaissance, le réle de COX-2 n’a pas été étudié dans ceite pathologie.

I1.5. Limitations possibles des inhibiteurs sélectifs de COX-2

I.5.1. Risque cardiovasculaire

Les inhibiteurs sélectifs de COX-2, depuis leur autorisation dé mise sur le marché aux Etats-
Unis en 1999, ont été vendus a concurrence de 3 millions de dollars et repi'ésentent un volume
de prescription supérieur & 100 millions par an (IMSHealth). Si les coxibs présentent une
tolérance digestive trés améliorée paf rapport aux AINS classiques pour une efficacité
comparable, plusieurs articlés appellent 4 la prudence quant & la brescription des coxibs chez
les sujets a risque de pathologies cérébro-cardio-vasculaires [159]. Cette réserve repose sur
des arguments biologiques et cliniques suggérant qu’ils puissent avoir des prppriétés pro-
thrombotiques. En effet, les coxibs n’ont aucune action sur la production de TXA, dépendante
de COX-1 et ne diminuent donc pas les propriétés vasoconstrictrices, pro-agrégantes

plaguettaires et promotrices de la prolifération musculaire lisse de ce médiateur. De plus,
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comme ils mhibent la production vasculaire de prostacyclines (PGIy), qui possédent des
propriétés vasodilatatrices, anti-agrégantes plaquettaires et anti—prolifératives sur les ceflules
musculaires lisses {144), les inhibiteurs sélectifs de COX-2 pourraient déséquilibrer la balance
en faveur des eicosanoides pro-thrombogenes (TXA;). A I'inverse, I’athérosclérose fait
intervenir des processus inflammatoires et les inhibiteurs sélectifs de COX-2 pourraient limiter
ce processus en inhibant I'inflammation artérielle.

— Données avec le rofécoxib

Les études 085 et 090 ont enrdlé 1042 et 978 sujets prenant soit 12,5 mg/j de rofécoxib, soit
1g de nabumétone, soit un placebo pendant six semaines pour le traitement d’une arthrose de
genou. Les patients pouvaient prendré de laspirine. Ces études ont reporté une fréquence
d’événements cardio-vasculaires de 0,2% et 1,5% pour le rofécoxib; 0,4 et 0,5% dans le
groupe nabumétone et de 0 et 0,5% dans le groupe placebo, ce qui n’apporte pas
d’information sur la thrombogémcité potentielle du réfécoxib. Pour ce qui est des effets |
indésirables rapportés, on attribue jusqu’en octobre 2000, 89 événements thrombo-emboliques
pour le rofécoxib, ce qui est négligeable par rapi)ort au nombre de prescriptions.

EL’étude VIGOR comparait Pincidence des effets indésirébles gastro-intestinaux avec le
rofécoxib 50 mg/j et le naproxéne 1g/j au long cours chez des patients présentant une
polya;rthrit.e rhumatoide. L’aspirine n’était pas permise dans I’étude, les patients nécessitant de
’aspirine pour des raisons cardiaques étant « théoriquement » exclus de I’étude [14]. 45/4047
patients dans le groupe rofécoxib et 20/4029 dans le groupe naproxéne ont présenté durant
Pétude un événement thrombotique (infarctus du myocarde, angor instable, thrombose
cardique, arrét cardiaque, mort .subite, accident vasculaire cérébral ischémique et accident
ischémique transitoire), ce qui correspond a un risqqe de développer un événement cardio-
vasculaire plus de 2 fois supérieur avec le rofécoxib qu’avec le naproxene. Cependant, ce sur-

risque disparait quand sont exclus de I’analyse les sujets présentant des facteurs de risque
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vasculaire, et devant donc théoriquement recevoir un anti-agrégant plaquettaire (présence ou
absence d’antécédents d’accident vasculaire cérébral, d’accident ischémique transitoire,
d’infarctus du myocarde, d’angor instable, d’angor, de pontage 6oronarien ou d’angioplastie
coronarienne). Ce résultat montre que le rofécoxiE, qui n’a pas d’activité anti-agrégante
plaquettaire doit étre associé a un anti-agrégant plaquettaire en présence de facteurs dé risque
- vasculaire. A I'inverse, le naproxene qui induit une inhibition moyenne de 93% de 1’agrégation |
plaquettaire (contre 92% chez les sujets sous'.SO mg d’aspirine) pourrait avoir protégé dun

événement cardiovasculaire les patients de ce groupe ayant des facteurs de risque vasculaires
non protégés avec de l'aspirine a faible posologie.- L’hypothése d’une effet anti-agrégant

plaquettaire du naproxéne est renforcée par le fait que les AINS proches tels que le

flurbiproféne sont responsables d’une diminution de 70% de I'incidence de I'infarctus du

myocarde contre placebo (Brochier-1993) et que I'indubuféne est aussi efficace que I'aspirine

pour prévenir 1’occlusion des greffons saphéne interﬁe utilisés pour un pontage coronarien

(Cataldo-1998).

L’hypothése que le rofécoxib ne présente pas d’effet pro-thrombogene est renforcée par les

résultats d’une étude récente qui montre que ’incidence des événements cardiovasculaires chez.
des sujets présentant un ou plusieurs facteurs de risque vasculaire est comparable avec le

rofécoxib, le placebo et 2 AINS classiques n’ayant pas d’effet inhibiteur significatif de la

synthése - de thromboxane (diclofénac, ibuproféne)_ De plus, l'incidence d’événements

cardiovasculaires est trouvée plus faible sous .naproxéﬁe que sous rofécoxib, placebo,

diclofénac et ibuproféne, ce qui. apporte un argument en faveur des propriétés -anti—agréganfes

plaquettaires du naproxéne [118].
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— Données avec le célécoxib

L’étude CLASS était une étude en double aveugle randomisée dans laquelle 8059 personnes
recevaient soit 400 mg de célécoxib deux fois/j, soit 800 mg d’ibuproféne deux foisfj, soit 75
mg de diclofénac deux fois/j [218]. L’aspirine (<325 mg/j) a été autorisée dans cette. étude.
Contrairement a 1’étude VIGOR, cette étud¢ n’a pas montré de différence significative ent-re
les trois groupes en ce qui concerne !'incidence des coinpiications ‘cardiovasculaires. Ce
résultat confirme I'hypothése que les coxibs ne s’accompagnent pas d’un cafactére pro-
thrombogene propre et qu’il faut leur associer de I’aspirine en cas de risque cardiovasculaire.
Cepeﬁdant, en cas d’association & l’asptrine, 'étude CLASS a montré que la tolérance
digestive n’est pas significativement améliorée sous célécoxiB par rapport aux AIN S

comparateurs.

TL.5.2. Risque rénal

Le rein est le site dune production importante de prostaglandines. La démonstration en a été
faite, dans un premier temps, par Videntification de PGE2 et de PGF2« par spectrométrie de
masse et chromatographie dans les urines, puis par l'observation d'u_ne augmentation
ipsiiatérale de la production de ces deux eicosanoides apres injection d'arachidonate de sodium
dans une artére rénale de chien. Il s'agit bien d'une production rénale de PGE, sous l'influence
de l'arachidonate et non d'un passage urinaire de PGE, sanguin. L’équipe de Frohlich a, par
aiﬂeurs, montré l'existence d’une augmentation de production ipsilatérale de PGE; et PGFyq
aprés injection artérielle rénale unﬂﬁtérale d'angiotensine. De plus, quand des prostaglandines
sont injectées par voie intra-veineuse, elles ne sont pas retrouvées dans Jes urines sous leur
- forme native, indiquant que leur clairance rénale est faibie. On peut donc estimer grossiérement
la synthése rénale de prostaglandines en mesurant leurs concentrations urinaires, d'autant

qu'elles sont supérieures aux concentrations sanguines. Les prostaglandines sont

53



essentiellement produites dans la médullaire et semblent cheminer vers le cortex o, dans le
liquide tubulaire, elles seront mises en contact avec les artérioles glbmémlaires.

1l est maintenant bien établi que COX-1 n’ést pas seule impliquée dans la production rénale de
prostaglé,ndines vasodilatatrices. Ainsi, chez la souris, [’absence du géne codant pour COX-2
entralne une dysplasie rénale sévére responsable d’un arrét de maturation de la zone
néphrogénique sous—capsulaife, 4 I’origine d’une néphropathie progressive avec I'age et d’un
déces prématuré [54, 155]. Les foetus de souris ou rats exposés aux inhibifeurs sélectifs de
COX-2 developpent les mémes anomalies, contrairement & I'exposition aux inhibiteurs de
COX;I [117]. COX-2 a été locaiisée dans les vaisseaux rénaux, la macula densa corticale, et
dans les cellules interstitielles médullaires. Le contenu en COX-2 de ces régions augmente en
outre avec I'dge. Inversement, COX-1 est présente dans les vaisseaux réﬁaux, les tubes
collecteurs, et Panse de Henlé [162].

La présence des 2 isoformes dans les vaisseaux rénaux suggére leur implication dans la .
production des prostaglandines vasodilatatrices, dont le role est crucial dans la préservation du
débit sanguin rénal en présence d’une déplétion volémique.

La production urinaire dé 11-déhydroxyTXB,; un métabolite stable de TXB; est utilisé comme
estimateur de 1’activité systémique de COX-1 in vivo (pas seulement plaquettah‘e)tZOI]. La
PGE; et le 6-kétoPGF,, sont considérés comme le reflet de la production essentiellement

rénale de PGE, et PGI, respectivement [185]. L origine de la PGI-M urinaire (2,3 dinor 6-
kétoPGFéa), qui est le produit de la B-oxydation du 6-kétoPGFi,, (lui-méme dérivé de la PGIL),
refléterait 2 la fois la productiog systémique et rénale de PGL,, et ceci sans que {’on sache trés
bien la part respective des 2 sources [68]. La mesure de ces PG ne peut pas étre utilisée pour
établir e niveau de sélectivité d’inhibition des COXs, mais est utile pour étudier I'influence des
différents AIN S sur le métabolisme des PG rénales (PGE, et kétoPGFi,) et le métabolisme

rénal et systémique de la prostacycline (PGI-M ou 2,3 dinor 6-kétoPGF1,).
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La production urinaire de 11-déhydroxyTXB; est proche chez les patients ayant pris 25 mg de
rofécoxib de celle du placebo alors qu’elle est réduite chez les patients prenant 15 mg par jour
de méloxicam ou 150 mg de diclofénac, suggérant que le rofécoxib est le seul des 3 AINS a
€pargner significativement COX-I [247]. Le rofécoxib (12,5 et 25 mg par jour), comme le
meéloxicam (15 mg par jour) et le diclofénac (150 mg par jour) inhtbent significativement
Pexcrétion urinaire de 6-kétoPGF,, et de 2,3 dinor 6-kétoPGF,,, ce qui suggére qu’'une part
substantielle de la PGI, dérive de COX-2. L’excrétion urinaire PGE; est aussi significativement
diminuée, mémé avec le rofécoxib [247].

De maniere étonnante, le retentissement des AINS inhibant sélectivement COX-2 sur la
fonction rénale est assez mal conmu.

Chez des sujets de 59 & 80 ans ne présentant pas de déplétion sodéee, 1’administration de 50
mg de rofécoxib une foi.s par jour -ou de 50 mg d’indométacine 2 fois par jour entraine une
diminution transitoire de I’excrétion sodée d’environ 20% mais ne provogue pas
d’hypertension artérielle ou d’cedémes. En paralléle, le niveau de filtration glomérulaire,
mesurée aprés 14 jours diminue d’environ 5% dans le groupe indométacine mais n’est pas
modifié dans le groupe rofécoxib (p<0,005) [25].

‘Au contraire, 1’administration de 12,5 ou 25 mg de rofécoxib 1 fois par jour ou 50 mg
d’indométacine 3 fois par jour diminue de fag:pn comparable la filtration glomérulaire chez des
sujets présentant une déplétion sodée [234].

L’analyse des données post—maﬂ_{etting du célécoxib a révélé I’apparition d’cedémes chez 2,1%
des patients, d’une hypertension artérielle dans 0,8% des cas et d’une aggravation d’une
hypertension artérielle prééxistante dans 0,6% des cas, c’est a dire des résultats proches de
ceux observés avec les AINS classiques [257]. De manié¢re similaire, I'analyse des données
concernant le rofécoxib a montré que des cedémes périphériques apparaissent chez 3,8% des

patients recevant 25 mg de cette molécule par jour [258]. La co-prescription d’un inhibiteur de
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I’enzyme de conversion de I’angiotensine et de célécoxib s’accompagne aprés 4 semaines de _
traitement d’une augmentation de la pression artérielle de 1,8 + 1,4 mm Hg contre environ 5
mm Hg avec les AINS classiques [260]. Cependant, d’autres études suggérent que le rofécoxib
et le célécoxib ont les mémes effets sur la pression artérielle que le naproxéne [211]. L analyse
des données OMS sur les derniers mois de Pannée 2000 suggeére que le rofécoxib pourrait
avoir une toxicité rénale supérieure au célécoxib [268]. En effet, le rofécoxib pourrait entrainer
davantage de rétention hydrosodée (risqqe relatif de 1,97 pour le rofécoxib vs 1,18 pour le
célécoxib), d’insuffisance rénale (risque relatif de 2,38 vs 0,7), d’insuffisance cardiaque (risque
relatif de 2,22 vs 1,09) et d’hypertension (risque relatif de 2,39 vs 0,48). De plus, une étude
randomisée a 6 semaines chez des patients artllrosi'ques'de plus de 65 ans a monfré que 9,5 %
des patients sous rofécoxib vs 4,9 % sous célécoxib ont développé des oedeémes et que 17%
des patients sous rofécoﬁb ont eu une augmentation de la pression artérielle systolique vs 11%
sous célécoxib (2,3% vs 1,5% présentent une augmentation de la pression artérielle
diastolique). Ainsi, 8 6 semaines la modification moyenne de TA sous rofécoxib est de + 2,6
mm Hg contre —0,5 mm Hg sous célécoxib. Cette étude montre bien que les patients
hypertendus doivent étre suivis strictement aprés instauration d’un traitement par coxib, en
particulier pour le rofécoxib, qui semble moins bien toléré qué le célécoxib sur le plan

rénovasculaire [69, 259].

- IL5.3. Inflammation colique, cicatrisation d’ulcéres gastroduodénaux et autres risques

COX-2 exerce un role dané la protectioﬁ de la muqﬁeuse digestive dans différentes sitnations
d’agression. Par exemple, 3 heures aprés |’administration d’aspirine a un rat, on assiste 4 une
expression d’ARN messager de COX-2 [41]. Une sur-expression d’ARN messager de COX-2
_ a été également observée dans de nombreuse autres situations d’agression du tube digestif, tels

que l'ulcére gastroduodénal [153] ou dans des modéles murins de colites [197]. De
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nombreuses études ont suggéré que I’augmentation des prostaglandines synthétisées via COX-
2 joue un réle dans les mécanismes de réparation tissulaire digestive. En effet, le NS-398, une
inhibiteur sélectif de COX-2 retarde signiﬁcativement. la cicatrisation des ulcéres gastriques
chez le rat [153]. Des résultats similaires ont été observés dans différents modeles d’ulcéres
digestifs .avec différents inhibiteurs de COX-2 (L.747,337) et dans différents modéles de colites,
les inhibiteurs de COX-2 entrainant retard de cicatrisation, exacerbation de la colite, et risque
accru de perforation et de décés (197). Des résultats équivalents ont été observés dans des
modeles de souris déficientes en COX-2, chez lesquelles I'administration de I'indométacine
s’accorﬁpagne plus fréquemment de 1ésions sévéres et de perforation intestinale que chez les
souris sauvages [158, 252]. |

A la lumiére de ces résultafs, et en l’absénce d’étude chez 'Homme qui démontre I’innocuité
de leur émploi dans les situations de lésions et d’inflammation digestive, il est actuellement bien
admis que les inhibiteurs sélectifs de COX-2 sont contre indiqués “en cas d’ulcére
gastroduodénal évolutif ou en cas de colite, quelle qu’en soit la nature.

Enfin, bien que plusieurs études fondamentales aient montré que COX-2 intervient‘ dans
Povulation [198], le remodelage osseux [186] et 1’activité neuronale [28, 263], il n’existe pas &

’heure actuelle de précaution d’emploi particuliére liée & ces rdles métaboliques.
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Resum#é

-Introduction. - Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) inhibent la production des prostanoi-
des primaires en bloquant 'acces de 'acide arachidonique au site actif des cyclooxygénases (COX).
Parce que les prostancides produits par COX-1 semblent jouer un role physiologique (protection de
la muqueuse gastrique, agrégation plaquettaire, homéostasie vasculaire, maintien de Péquilibre hydro-
sedé) tandis gue ceux produits par COX-2 semblent intervenir principalement dans la réponse inflam-
matoire et dans quelques processus associés a la prolifération cellulaire, est née I'hypothése que les
AINS inhibant spécifiquement COX-2 pourraient théoriguemnent conserver les propriétés thérapeuti-
ques des AINS tout en ayant moins d’effets indésirables grace au maintien de la production de pros-
taglandines physiologiques.
Actualités et points forts. - Cetie notion de sélectivité pour les isoenzymes de la COX a conduit &
propaser une nouvelle classification des AINS : 1) les inhibiteurs sélectifs de COX-1 correspendant &
laspirine & faible posologie ; 2) les inhibiteurs non sélectifs des COX correspondant & la majorité des
AINS classiques ; 3} les inhibiteurs préférentiels de COX-2 correspondant au méloxicam, au nimé-
sulide ; 4) les inhibiteurs sélectifs de COX-2 correspondant au célécoxib et au rofécoxib. Les premié-
res études clinigues ont montré que les inhibiteurs sélectifs de COX-2 ont une efficacité comparable
aux AINS classiques et une meilleure tolérance digestive, confirmant l'intérét de cette nouvelle clas-
stfication. Ces études ont conduit & la commercialisation au Royaume-Uni ét aux Etats-Unis du rofé-
coxib dans le traitement de différents états douloureux et de ia poussée aigué d’arthrose, et du célé-
coxib aux Etats-Unis et dans d'autres pays dans le traitement de la polyarthrite rhumatoide et de la
poussee d'arthrose.
Perspectives et projets. — Différentes études épidémiclogiques et de laboratoire ont suggéré que
fes AINS pourraient réduire 'apparition de cancers {du cblon en particulier) et de la maladie ¢’Alzhei-
mer en raison de leur activité inhibitrice des COX et en particulier de COX-2. L'intérét des inhibiteurs
spécifiques de COX-2 reste a étre évalué dans ces indications, d’autant qu'ils pourraient par ailleurs

- retarder la cicatrisation des uicéres gastroduodénaux et géner certains mécanismes physiologiques
induits par COX-2. Cela suggére que ces nouveaux AINS devront probablement étre utilisés avec
prudence chez ceraines populations de sujets. ©® 2000 Editions scientifiques et médicales Elsevier
SAS :

cyclooxygénases / anti-inflammatoires non stéroidiens / cancer colorectal / Alzheimer (maladie d°) /
inhibition de COX-2

*Correspondance er tirés & part : C. Jeandel, mé&me adresse.
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Summary — Non-steroidal anti-inflammatory drugs with selective inhibitory activity
on cyclooxygenase 2. Interest and future prospects.

Introduction. ~ Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) inhibit the production of primary pros-
tanoids by blocking the access of arachidonic acid fo the active site of the cyclooxygenases (COXs).
Because the prostanoids produced by COX-1 appear to play a physiological role (protection of the
gastric mucosa, platelet aggregation, vascular homeostasis, maintenance of renal sodium-water bal-
ance) while those produced by COX-2 seem mainly to intervene in the inflammatory response and in
certain processes associated with cell proliferation, the hypothesis has been put forward that the
NSAIDs that are selective COX-2 inhibitors should theoretically be capable of maintaining NSAID
therapeutic properties but also have fewer adverse side effects due to the maintenance of prostag-
landin production at normal physiological levels. '
Current knowledge and key points. — The hypothesis of COX isoenzyme selectivity has led to a
proposed classification for COX inhibitors: 1) COX-1 selective inhibitors (low-dosage aspirin); 2) COX
non-selective inhibitors (the majority of classified NSAIDs, which when administered over the long
term, e.qg., in cases of rheumatoid arthritis, cause duodenal ulcers in 20% of cases and gasiric hem-
horrage in 1-4% of cases/year); 3} COX-2 preferential inhibitors (meloxicam and nimesufide, which
have fewer gastric side effects than standard NSAIDs, but which are nof risk-free at high doses); 4)
COX-2 selective inhibitors (celecoxib and rofecoxib). Preliminary clinical studies have shown that
COX-2 selective inhibitors are as efficient as standard NSAIDs and have fewer adverse digestive side
effects, thereby confirming the interest of this proposed classification. In the UK, the aforementioned
studies have led to the commercialization of rofécoxib for the treatment of pain and osteoarthritis,
while celecoxib has been introduced in medical practice in the USA and other countries for the treat-
ment of rheumnatoid arthritis and osteoarthritis.

Future prospects and profects. -~ Various epidemiological and laboratory studies have indicated
that NSAIDs may be able to reduce the risk of cancer (colorectal cancer in particutar) and Alzheimer's
disease due to their inhibitory activity on COXs, especially COX-2. The therapeutic contribution of
COX-2 specific inhibitors has to be more fully evaluated, particularly as these agents could delay the
healing of ducdenal ufcers and interfere with several COX-2-induced physiological functions. It is
therefore suggested that until further information becomes available, this new class of NSAIDs should
be used with caution in certain patient populations. © 2000 Editions scientifiques et médicales Elsevier
SAS

cyclooxygenase / NSAID / colorectal cancer / Alzheimer’s disease / COX-2 inhibitor

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont
une des classes thérapeutiques les plus utilisées dans
le monde, que ce soit dans le contexte de la prescrip-
tion médicale ou de I’automédication. Leurs proprié-
tés antalgiques, anti-inflammatoires et antipyrétiques
sont connues depuis la fin du siécle dernier et expli-
quent leur large utilisation & visée symptomatique.
Certains AINS, et tout particuliérement I’ aspirine, ont
sgalement des propriétés inhibitrices de I'agrégation
olaquettaire qui en font un des traitements préventifs
le la thrombose artérielle. Leur bénéfice thérapeuti-
Jue est cependant limité par la survenue d’effets indé-
sirables  potentiellement graves, principalement
ligestifs (ulcgres gastroduodénaux, hémorragie
ligestive) et & un moindre degré rénaux, qui font des
AINS une des principales causes de maladie iatro-

génique. On estime ainsi que 30 a2 40 9% des patients
sous traitement par AINS prolongé auront un effet
indésirable digestif sévere (ulcere gastroduodénal),
devant faire arréter leur prescription dans plus de
10 % des cas et que 1 & 2 % d’entre eux auront une
complication. de type hémorragie ou perforation
digestive [1].

Cette quasi-impossibilité de dissocier les effets thé-
rapeutiques des AINS de certains de leurs effets indé-
sirables s’explique par leur mécanisme d’action. En
effet, on sait depuis 1970 que les AINS inhibent la
biotransformation en prostaglandine H, (PGH,) de
1’acide arachidonique issu des phospholipides mem-
branaires, par une enzyme, la cyclooxygénase
(COX). Cette inhibition rend impossible la transfor-
mation de PGH, en prostanoides par les isomérases
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tﬁowholipides membranaires J

glucacorticoides Phospholipase A2

5 -lipoxygénase

Aspirine
5 -HPETE
.ieucotrié.nes [

Réactions catalysées

1______ AINS/ Aspirine
par Cyclonxypénase-1

et Cycloozygénase-2 PGG2

Perozydase

! PGH2

Y

Frostacycline (PGT,)
et son metabolite stabile,

et son métabolite stable

(TBR,)

Prostagladines primaires
© 1{(PGD,, PGE,PG,)

Figure 1. Représemation schématique de la biotransformation de
I"acide arachidonique par les cyclooxygénases (adapté de Dubois et
al.. 1998 [2]), 5-HPETE : acide 5-hydroperoxy-éicosatéraénoigue :
15-R-HETE : acide 15-R-hydro-€icosatétraénoique : AINS © anti-
inflammatoires non stéroidiens : PGH, : prostaglandine H..

te 6-céto PGF

Thromboxane A, (TXA,1

spécifiques & la cellule (thromboxane B2 dans la pla-
quette sanguine, PGE, dans les monocytes, prosta-
cycline dans I’endothélium en particulier) (figure /).
Cette « théorie de la COX », qui a valu a Sir John
Vane de recevoir le prix Nobel de médecine en 1982,

est une hypothese cohérente. eu égard aux propriétés
ambivalentes des prostaglandines dans I"organisme.
Ainsi. la production exagérée de prostaglandines en
situation pathologique participe 4 I'inflammation
(vasodilatation, augmentation de la perméabilité
capillaire) et & la douleur (sensibilisation des noci-
cepteurs) alors que sa production basale permet
I"homéostasie tissulaire (production de mucus, de
bicarbonates et maintien du flux sanguin sous-
muqueux gastrique, maintien de I"hémodynamique
rénale en cas d"hypoperfusion en particulier). L'inhi-
bition de la synthe¢se des prostaglandines par les
AINS semblaitdonc. jusqu’ a récemment. devoir obli-
gatoirement s’accompagner d’effets favorables et
délétéres.

CYCLOOXYGENASES 1 ET 2. DEUX
. ENZYMES AUX CARACTERISTIQUES
STRUCTURALES PROCHES MAIS AUX
PROPRIETES FONCTIONNELLES TRES
DIFFERENTES

Depuis [988, de nombreuses études ont permis de
démontrer qu'il n'existe pas une, mais bien deux iso-
formes distinctes de COX [3-6], codées par des génes

différents [7] et dénommées COX-1 et COX-2.

COX-1 et COX-2 présentent une grande similitude
structurale, ce qui permet de comprendre leur inhi-
bition conjointe par les AINS classiques, mais éga-
lement quelques différences essentielles, présentées
dans les tableaux I et If, qui permettent d’expliquer
leurs rotes physiopathologiques distincts.

Tableau I. Principales différences entre les deux isoformes de COX (COX-1 et COX-2).

Cox-2

& kb, chromosome 1

ARNm 4,3 kb (instable)
Réticulum endoplasmigue (+)
Membrane nucléaire (+++)

AA et autres acides gras en C20

CoXx-1
Gene 22 kb, chromosome 9
ARNm 2,8 kb
Localisation Réticulum endoplasmique (+++)
Membrane nucléaire (+)
Substrats Acide arachidonigue {AA)
AA exogéne (synthétisé par PLA2 des cellules voisines AA exogéne et endogéne
Expression

Effets des glucocorticoides

Effets de 1"aspirine Inhibition totale

LPS : lipopolysaccharide ; 15 R-HTE : acide 15-R-hydro-éicosatétrénoique.

Constitutionnelle, ubiquitaire, 4 niveau constant

Constitutionnelle (cerveau, prostate)

Inductible en ! 4 3 heures dans tous les tissus par IL-1,
IL-2, TNFq, les facteurs de croissance (EGE, FSD) et le
LPS bactérien

Inhibition par les cytokines anti-inflammatoires (IL-4,
IT-10, 1L-13)

Peu ou pas d’inhib'itidri' directe de Pactivité enzymatique Réduction de la transeription

Blocage de la traduction de la protéine inductible
Production de 15 R-HETE
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'I‘ahleau I Prmc1pa1cs fonctions blolotrlqucs des prostanoides produites par COX-1 et COX-2.

Effets des prosranmdes synthétisés majoritaire-
ment par COX-1 (métabolites principaux) -

Tssu oit fonctron (metabolrtes pnnc:paux)

Estofiac (PGE,, PGEI) A Sécrétion de mucus, de bicarbonates

_Mamncn du flux sanguin sous-muqueux .
(vasodﬁatauon)
i _ Reeplthéhahsauon
" Tonus Vasculaire et hémostase *
: Pléqﬁbttes (TxBy) v 7w
. Endothélium -

o Agréganon plaquettaxre et vasoeonstncnon
-+ Vasodilatation ..

Rein (PGE,, PGL) ... .. » Yaisseaux renauxlglomcrules
Synthése des PG en' cas dc dlmmul;on du " Maintien du débit sanguin rénal (vasodﬂata-
‘débit rénal ) uon) T,

Insuffisance cardxaque rénale "ou cmhosc - D 'z";

- -hépatique -, " :

Systéme nerveux central (PGE;, PGDy)

i Céli ules’ é‘i}iotﬁéiig}eé

Neuwrones |, =~ 0 Foncmms complexcs d’mtegranon (modulauon

particulier

Celivies microgliales (e
;parleLPS ou IL- 1}

arthrite (chondrocyte, ;_ynoviq—

_sqrption et formation osseuse

: Expmgsmn ublqmtalre prédornmant dans le cer-

du systtme nerveux autonome et sensone] en

Effets des prostanoides synthétisés majoritaire-
ment par COX-2 (métabolites principayx)

En cas d’inflammation. d’infection, d ulcération

- ol d'adénocarcinome

Sécrétion de KCl

_ Cicatrisation ?

- ‘Macula densa/cellules interstitietles

Production de rénine

.- Rétrocontrdle tubuloglomérulaire {réabsorption

sodde)
Cortex, hippocampe, hypothalamus

- Maintien du débit sanguin cérébral ?
" Figvre (synthése de PGE, dans les vaisseaux
- perfusant I’ hypothalamus si stimulation par LPS

ou IL-1)
Devcloppemcnt, maturation et adaptation céré-
brale 2 !'environnement

Neurotransmission ?

" Mémorisation

Apoptose neuronale en cas d’activité synapti-

" que médiée par N-méthyl-D-aspartate (cf. mala-

die d'Alzhetmer) ?
Défense et plasticité cérébrale ?

" Fiévre (synthise de PGE,)
* Moelle épinitre (neurones sensoriels ou cellu-
* les non neuronales 7)
- Transmission nociceptive

Activité pro-inflammateire

Acnvne proa]gesw.nte (sensibilisation des

récepteurs périphériques) N
En cas de 1ésion osseuse : remodelage (osteo-
blastes et cellules médullairés) ?

Ovulaiion (rupture de follicule)

: Nldatmn

Contractions utérines (PGF,.) i
Favorise a transformation des cellules épithé-

liales précancéreuses en cellules malignes

Effet ant1~apoptot1que

COX-1 est exprimée constitutionnellement et de
facon ubiquitaire. Elle exerce un role régulateur dans
différents processus physiologiques, tels que la cyto-

protection  gastrique, 1’hémostase  primaire,
I’homéostasie vasculaire et I’ hémodynamique rénale.

Inversement, la COX-2 est une enzyme essentiel-
lement inductible, qui n’est exprimée a 1’état basal

que dans de rares tissus comme la prostate et le cer-
veau. Le géne de COX-2 posséde dans sa région pro-
motrice des éléments de réponse a des facteurs de
transcription activables par les facteurs de croissance
et les cytokines pro-inflammatoires, ce qui explique
son caractére inductible dans certaines circonstan-
ces, COX-2 participe ainsi & la régulation de diffé-
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rentes réponses physiologiques sous contréle hornio-
nal (ovulation, nidation, travail utérin, métabolisme
osseux, métabolisme hydrosodé) et est exprimée de
fagon quasi ubiquitaire en situation iaftammatoire.
De méme, "expression de COX-2 augmente dans le
systeme nerveux central en réponse a différents sti-
mulus périphériques, expliquant son role dans la
transmission de la douleur et la fievre.

VERS UNE NOUVELLE CLASSIFICATION
DES ANTI-INFLAMMATOIRES NON
STEROIDIENS

[.a découverte des isoenzymes des COX a conduit &
reconsidérer totalement la « théorie de la COX » de
Vane et de proposer la « théorie des COX » avec la
dichotomie suivante ; une COX constitutive, COX-1,
Jouant un réle physiologique (gastroprotection, agré-
gation plaquettaire, régulation de I'hémodynamique
rénale...) et une COX inductible, COX-2, jouant un
role dans la mitogenése, la reproduction, I'inflam-
mation et la douleur. Cette hypothése a conduit
I"industrie pharmaceutique & synthétiser des molécu-
les inhibant sélectivement COX-2 dans ['espoir
d’obtenir des anti-inflammmatoires puissants, mais res-
pectant Ia synthése via COX-1 des prostanoides phy-
siologiques, c’est-a-dire devant théoriquement pos-
séder une tolérance digestive et rénale accrue et
n’étant pas douées de propriété antiagrégante pla-
quettaire. Cette « théorie des COX » a conduit & pro-
poser une nouvelle classification des AINS, faisant
appel 2 la notion de sélectivité pour I'une ou 1’autre
COX, s’appuyant sur des critéres enzymatiques,
pharmacologiques et cliniques. Les quatre catégories
proposées par le groupe international d’étude de
COX-2 {8] sont :

— les inhibiteurs sélectifs de COX-1 correspondant
a I'aspirine a faible posologie ;

— les inhibiteurs non sélectifs des COX correspon-
dant i la majorité des AINS classiques, qui, donnés
au long cours chez les sujets ayant une polyarthrite
rhumatoide, par exemple, entrainent I'apparition a
terme d’un ulcere dans pres de 20 % des cas et entrai-
nent un satgnement digestif dans 1 2 4 % des cas par
an [9]; '

— les inhibiteurs préférentiels de COX-2 correspon-
dent au méloxicam (Mohic®) et au nimésulide
(Nexen®). La tolérance digestive est améliorée par
rapport aux anti-inflammatoires classiques [10, 11].
Cependant, le risque d’ effet indésirable digestif grave

a type d'ulctre perforant ou de saignement n’est pas
nul avec ces AINS, en particulier-i posologie éle-
vée [12]; _
— les inhibiteurs sélectifs de COX-2: le célécoxib,
qui est commercialisé par Monsanto Searle en par-
tenariat avec Pfizer aux Etats-Unis, au Brésil, au
Mexique, en Argentine et en Suisse sous le nom de
Celebrex® {(commercialisation prévue en France fin -
2000) et le Rofécoxib®, commercialisé par Merk
Frosst au Royaume-Uni et depuis peu en France sous
le nom de Vioxx®, sont les deux représentants de cette
classe. Les premiers résultats concernant Ia tolérance
digestive du célécoxib et du rofécoxib sont trés
encourageants, montrant une fréquence d’ulceres
endoscopiques a4 posologie utilisée dans la poly-
arthrite rhumatoide comparable au placebo et
I’absence d’activité antiagrégante i ces posologies
élevées [13]. Ces résultats confirment I'intérét de
cette nouvelle classification des AINS,

AINS INHIBITEURS SELECTIFS DE COX-2 :
INDICATIONS THERAPEUTIQUES
AVEREES ET POTENTIELLES

Douleur, arthrose et polyarthrite rhumatoide :
seules indications actuellement reconnues

Les AINS représentent une classe thérapeutique de
choix dans le traitement de la douleur, en particulier
postchirurgicale. Dans cette indication, leur action
résulte d’une inhibition de la production de prosta-
glandines qui.ont la propriété de sensibiliser les

- récepteurs nociceptifs périphériques [14] et de favo-

riser la transmission médullaire nociceptive [15]. Or,
cette transmission nociceptive semble tout particu-
ligrement impliquer les récepteurs spinaux du
N-méthyl-D-aspartate (NMDA) par I’activation de
COX-2 [16]. Les inhibiteurs sélectifs de COX-2 sem-
blent capables, tout comme I'indométacine (inhibi-
téur non sélectif de référence dans cette indication),
d’inhiber la réponse centrale [15] et locale [17] & la
douleur. Le rofécoxib a d’ores et déja obtenu sa mise
sur le marché au Royaume-Uni dans le traitement de
différents états douloureux. Cependant, le célécoxib
semble avoir des propriétés analgésiques inférieures
a I'ibuprofene, expliquant gu’il n’ait pas d’autorisa-
tion de mise sur le marché aux Etats-Unis pour cette
indication, '
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L’induction de COX-2 a été observée dans le tissu
synovial de patients en cours de poussée arthrosique
ou de polyarthrite rthumatoide [18, 19]. Les résultats
d’études cliniques avec [e célécoxib et le rofécoxib
suggérent qu’lls peuvent avantageusement rempla-
cer les AINS classiques en raison de propriétés anti-
inflammatoires identiques et d’une tolérance gastri-
que accrue, méme a posologie élevée [20, 21]. Ces
études ont conduit & la mise sur le marché du célé-
coxib dans différents pays dont les Etats-Unis dans
le traitement de I’arthrose et de la polyarthrite rhu-
matoide et du rofécoxib, au Royaume-Uni pour le
traitement de 1'arthrose.

Si ces deux molécules n’ont pas d’autorisation sur
le marché dans le traitement symptomatique de la
fitvre au cours de certaines affections inflammatoi-
res séveres non infectieuses, une étude récente a mon-
tré que le rofécoxib a des propriétés antipyrétiques
équivalentes au diclofénac et a I'ibuproféne [22].

Intérét potentiel des inhibiteurs sélectifs
de COX-2

Systeme nerveux central

Maladies cérébrovascuiaires Ischémiqies

et hémorragiqies

Si I'intérét de ’aspirine dans la prévention primaire
et secondaire de I’accident vasculaire cérébral isché-
mique et de la maladie coronarienne est bien établi,

I'intérét potentiel des AINS en phase aigué de I’acci-

dent vasculaire cérébral hémorragique et ischémique
n’est suggéré que depuis peu.

Parce qu’ils sont capables d’inhiber la production
d’éicosanoides vasoconstricteurs [23], 1'utilisation
d’AINS dans Ia prévention du vasospasme apres une
hémorragic méningée parait séduisante. Les AINS
inhibant sélectivement COX-2, et cela d’autant qu’ils
ne présentent pas d’effet antiagrégant plaquettaire,
pourraient avoir un intérét dans cette indication.
Cependant, aucune étude clinique ne permet a 1’heure
actuelle de conclure a leur efficacité dans cette indi-
cation.

L’ cedeme cérébral vasogénique délétére qui appa-
rait dans les suites immédiates d’un accident isché-
mique cérébral est induit majoritairement par les
prostaglandines [2], les leucotrienes et le throm-
boxane [24]. L'utilisation combinée d’un inhibiteur
de la lipo- et de la cyclooxygénase (BW755C}) lors
de la reperméabilisation vasculaire semble minorer

Foedeme cérébral et les €sions de reperfusion [25].
Donnés en phase aigué de I'infarctus cérébral, les
AINS pourraient permettre d’en réduire la taille [26]
en inhibant la production de médiateurs inflamma-
toires (le glutamate en particulier) qui, en plus d’étre
toxiques pour les neurones avoisinants, induiraient
["expression des COX. Cette hypothése semble
confirmée par deux études qui montrent gue les AINS .
inhibiteurs non sélectifs de COX-2 (indométacine ou
ibuproféne) réduisent la mort neuronale en périphé-
rie de la zone 1schémiée en minorant la production
de radicaux libres et de dérivés de Iacide arachido-
nique [27, 28]. .

Or COX-2 est particulierement surexprimée dans
tes polynucléaires, les cellules vasculaires et les neu-
rones en périphérie de la zone cérébrale ischémiée,
ce qui indigue son réle potentiel dans I’apparition de
I'cedéme périlésionnel [29]. Si les arguments biolo-
giques ne mandquent pas pour suggérer 'intérét des

“AINS et en particulier des AINS inhibant sélective-

ment COX-2 (d’autant plus intéressants que n’étant
pas doués de propriétés antiagrégantes plaquettaires,
ils n’induiraient pas de transformation hémorragique
de la zone ischémiée), aucune étude épidémiologi-
que n’a démontré leur intérét clinique dans cette indi-
cation. ' :

Démence sénile de rvpe Alzheimer

L’action protectrice des AINS envers la démence
sénile de type Alzheimer a été évoquée a travers dif-
férentes études épidémiologiques [30]. Les AINS
semblent réduire le risque de développer la maladie
dans la population générale [31, 32]; et cela de fagon
corrélée avec leur durée d’utilisation [32]. Iis sem-
bient retarder ’Age de début de la maladie dans les
familles & risque et ralentir la dégradation cognitive
des malades [33]. Or, ce risque relatif plus faible est
observé lors d'un traitement par AINS classiques a
posologie anti-inflammatoire (inhibition de COX-1
et COX-2) alors que I’aspirine, 4 posologie antiagré-
gante plaquettaire (inhibition sélective de COX-1)
n’a pas cette propriété, suggérant I’intérét de I'inhi- -
bition sélective de COX-2 dans cette maladie. Cette
hypothése s’appuie aussi sur des données biologi-
ques montrant le rdle proapoptotique neuronal de
COX-2, son effet générateur de radicaux libres neu-
rotoxiques et son rble dans ’activation microgliale,
gui semble cruciale dans le développement de la
maladie. Pourtant, si les AINS semblent réduire le
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risque de développer une maladie d”Alzheimer, pro-
bablement en jouant un rble sur la composante
inflammatoire de a2 maladie, ils n"ont aucune effica-
cité sur le mécanisme causal de la neurodégénéres-
cence [34]. Les études concernant le rofécoxib (deux
études de phase II pour estimer si la molécule est
capable de prévenir ou retarder I'apparition des
symptomes de la démence sénile de type Alzheimer
chez des sujets ayant des troubles cognitifs modérés
ou de retarder I'évolution de la démence sénile de
type Alzheimer quand elle est diagnostiquée) et le
célécoxib (une étude commencée depuis deux ans
évaluant 'intérét de la molécule quand le diagnostic
de démence sénile de type Alzheimer est posé)
devraient permettre rapidement d’évaluer I'intérét
des inhibiteurs sélectifs de COX-2 dans cette indi-
cation.

Autres maladies neurologiqites

Les COX sont impliquées dans une grande variété
de maladies neurologiques.

Les AINS présentent une grande efficacité dans le
traitement des migraines simples [35]. L’expression

de COX-2 induite Tors d’une migraine accompagnée -

de déficits neurologiques {36] peut étre inhibée par
les AINS et'les inhibiteurs de la synthese de NO [37],
suggérant I’ intérét des AINS inhibiteurs sélectifs de
COX-2 dans cette indication.

Les AINS inhibiteurs sélectifs de COX-2 pourraient
avoir un intérét dans certains types de maladies neu-
rologiques traumatiques ot inflammatoires, qu’elles
soient périphériques [38], médullaires ou centrales
telles que la sclérose en plaque [39]. Une autre-de

leur indication potentielle est I’encéphalopathie du
virus de I'immunodéficience acquise (VIH) [40, 41]
ol il existe une augmentation des taux de PGE,, PGF,
et TXB, dans le liquide céphalorachidien, corrélée
par ailleurs & ’altération neurologique [42].

Les COX pourraient participer 4 la physiopatholo-
gie de la maladie de Parkinson en induisant la pro-
duction de radicaux libres toxiques pour les neuro-
nes dopaminergiques. In  vitro, lactivité
hydroperoxydasique des COX peut en effet cataly-
ser I’oxydation de la dopamine en dopamine quino-
nes, cette réaction pouvant étre inhibée par I'indo-
métacine [43, 44]. A notre connaissance, fe role de
COX-2 n’a pas été érudié dans cette maladie.

Adénome et cancer colorectal

Les AINS tels que I'indométacine, le sulindac ou le
piroxicam ont montré leur capacité a réduire le ris-
que de développement d une tumeur colique aprés
induction par différents carcinogénes chez les muri-
dés, I'effet étant suspensif a 'arrét de 'AINS [45],
Plusieurs études chez 'homme ont montré que Ia
prise réguliere d’aspirine ou d’autres AINS entratne
une réduction du risque de cancer colique [46] et une
régression des adénomes existants chez les patients
ayant une polypose familiale [47].

Plusieurs études suggérent que la production de
prostaglandines par COX-2 participe & |a gengse [48]
et & la progression du cancer coligue. Les tumeurs
colorectales expriment en grande quantité COX-2
alors gue la muqueuse saine en est incapable [49].
Les inhibiteurs de COX-2 protégent de la polypose
intestinale les souris prédisposées génétiquement
(délétion du géne antitumoral APC) {50]. Les inhi-
biteurs sélectifs de COX-2 semblent capables in vitro
et in vivo de réduire la crotssance de cellules cancé-
reuses coliques [51, 52}, d'inhiber la tumorogenese
des cellules épithéliales en rédutsant leur adhésion &
la matrice extracellulaire et en favorisant leur apop-
tose [53, 54), et de réduire I'angiogeneése induite par
la tumeur [55].

Le mode d’action des AINS ne s’exerce pas seu-
lement en bloguant la synthése des prostaglandines.
Les AINS peuvent en effet affecter le cycle cellu-
latre des cellules mammaires qui n’expriment pas les
COX et ne produisent donc pas de prostaglan-
dine [56, 57]. Ce mode d’action indépendant des
COX pourrait expliquer que les AINS, tels que le
sulindac et I’aspirine qui inhibent peu ou pas COX-2,
présentent aussi une activité antiproliférative {58].
Les AINS pourraient induire I'apoptose cellulaire
tuthorale par des mécanismes indépendants de p53,
et partiellement indépendants d’APC [59, 60].

Les AINS semblent enfin jouer un rdle dans la sur-
veillance immune antitumorale. PGE,, qui est expri-
mée en grande quantité dans le cancer colique, a la
propriété d’inhiber I'expression par les cellules néo-
plasiques des molécules HLA de classe II, qui per-
mettent aux leucocytes de les reconnaitre et de les
détruire. En induisant 1’expression de ces molécules
de reconnaissance, les AINS favoriseraient I’ immu-
nité antitumorale [61]. '

Si Peffet des AINS sur les adénomes coliques est
indéniable [62], le traitement de choix pour le polype
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unique reste actuellement la polypectomie, et le trai-
tement de [a polypose colique familiale reste la colec-
tomie totale en raison des effets indésirables poten-
tiels d'un traitement anti-inflammatoire au long
cours [63]. De plus, le traitement par AINS ne dis-
pense pas de la surveillance endoscopique répétée,
car il n’annule pas totalement le risque de dégéné-
rescence des polypes [64].

Les résultats des études déterminant le rapport
risque/bénéfice, le colt, la posologie et la durée opti-
male de prescription des AINS inhibiteurs sélectifs
de COX-2 dans la chimioprévention des tumeurs
_ coliques, et les résultats de travaux évaluant I'intérét
des AINS en complément du traitement habituel des
tumeurs coliques permettront de mieux situer la place
des AINS inhibiteurs sélectifs de COX-2 dans le trai-
tement préventif et curatif du cancer colique.

Carncers de Pwsophage, de la vessie et autres
cancers :
Plusieurs études épidémiologiques ont montré une
-réduction du risque de développer un cancer de I’ ceso-
phage par les AINS., COX-2 semble jouer un role
dans le développement tumoral et les inhibiteurs
sélectifs de COX-2 semblent pouvoir réduire la crois-
sance tumorale gastrique par induction apoptoti-

que [65, 66]. Une étude est en cours dans cette indi--

cation avec le célécoxib ainsi que dans le cancer de
la vessie.

SiFPexpression de COX-2 semble pouvoir en outre
étre impliqué dans la genése de différents autres can-
cers, en particulier les adénocarcinomes pulmonai-
res [67], pancréatiques [68], hépatiques [69], gastri-
gues [70] et le carcinome i cellules squameuses de
I’cesophage [71], I"intérét des inhibiteurs sélectifs de
COX-2 dans ces indications n’a pas fait 1’ objet d’étu-
des cliniques.

Enfin, une étude récente chez la souris a démontré
une réduction dose-dépendante de la prolifération de
tumeurs cutanées induites par les rayons ultraviolets
sous célécoxib, suggérant I"intérét potentiel des inhi-
biteurs sélectifs de COX-2 dans la prévention des
cancers cutanés chez 1"homme [72].

Intoxication et sevrage éthylique

De fagon plus anecdotique, 1’administration aigué ou
chronique d’alcool tout comme le sevrage d’alcool
induit I’expression de COX-2 dans différentes zones
cérébrales, en particulier corticales chez le rat. De
plus, cette surexpression est accompagnée d’une

hyperexcitabilité des récepteurs NMDA, suggérant
fe r6le de COX-2 dans certains effets aigus et chro-
niques de la consommation alcoolique [73].

RESERVES QUANT A L’UTILISATION DES
INHIBITEURS SELECTIFS DE COX-2

Un certain nombre de réserves doivent cependant &tre
émises avant 1’utilisation larga manu des AINS inhi-
biteurs sélectifs de COX-2, d’autant plus que les nou-
velles molécules bloguent trés spécifiquement
COX-2. En effet, COX-2 intervient dans de nom-
breux processus physiologiques, tels que 'ovula-
tion [74], le remodelage osseux [75], la gros-
sesse [76], ’activité neuronale [77, 78] et rénale [79-
81], et la cicatrisation muqueuse gastrique aprés un
ulcere [82]. Le retentissement sur ces processus phy-
siologiques des AINS inhibant sélectivement COX-2
est en cours d’investigation. Ces données doivent
d’autant plus imposer la prudence que ’absence du
géne codant pour COX-2 entraine chez la souris une

- neéphropathie progressive avec I’age et un décés pré-

maturé [80, 81]. Il n’est pas exclu que, comme dans
le cas des souris déficientes en COX-2, COX-1 puisse
prendre le relais en cas d’inhibition durable de COX-
2 [82}. Enfin, il ne faut pas perdre de vue que cer-
tains des effets indésirables des AINS (réaction

allergique, par exemple) peuvent survenir indépen-

damment de leur niveau de sélectivité pour les COX.
Compte tenu du succes retentissant du célécoxib
depuis sa mise sur le marché (279 millions de dol-
lars de chiffre d’affaires pour le premier trimestre
1999), les autorités de tutelle disposeront bientdt de

“données épidémiologiques suffisantes pour permet-

tre de confirmer ou d’infirmer la meilleure tolérance
digestive et le retentissement sur différentes fonctions
physiologiques des inhibiteurs sélectifs de COX-2.

CONCLUSION

La découverte récente des deux isoenzymes COX-1
et COX-2 constitue une avancée majeure dans la
compréhension des mécanismes d’action des AINS
(inhibition de COX-1 potentiellement responsable de
leur effet antiagrégant et de leurs effets indésirables
gastriques et inhibition de COX-2 responsable de
leors propriétés anti-inflammatoires et analgésiques).
Cette notion de sélectivité pour les isoenzymes de la



Pour la thése de Hubert BLAIN,

Il n’y a pas de page 986.



Les anti-inflammatoires non stéroidiens G987

27 Joshita H. Asano T: Hanamura T. Takakara K. Effect of indo-
methacin and free radical scavenger on cerebral biood flow and
edema after cerebral artery ocelusion in cats. Stroke 1989 1 20 :
788-94. :

38 Patel P, Drummond I, Sane T. Cole D. Kalkman C. Yaksh T.
Effect of ibuprofen on regional eicosanoid production and neu-
ronal injury after forebrain ischemia ip rats, Brain Res 1993 .
614 : 315-24,

29 ladecola C. Forster C, Nogawa S. Clark HB. Ross ME.
Cyclooxygenase-2 immunoreactivity in the human brain fol-
lowing cerebral ischemia. Acta Neuropathol 1999 ; 98 : 9-14.

30 McGeer PL. Schulzer M, McGeer EG. Arthritis and anti-
inflammatory ageats as possible protective factors for Alzhei-
mer's disease : a review of 17 epidemiologic studies. Neurology
1096 : 47 : 425-32.

31 Doraiswamy P. Krishen A, Stallone F. Martin W, Potts N,
Metz A, et al. NSAIDs and cognition in Alzheimer’s disease.

“Neurology 1996 : 47 : 1194 p.

32 Stewart WF, Kawas C, Corrada M. Metter El. Risk of Alzhei-
mer’s disease and duration of NSAID use. Neurology 1997 1 48 :
626-32.

33 Rogers I, Kirby L, Hempelman S. Berry D, McGeer P, Kasz-
naik A, etal. Clinical trial of indomethacin in Alzheimer’s disease.
Neurology 1993 ; 43 : 1609-11.

32 Blain B. Jouzeau I'Y, Blain A. Tréchot P. Touchon J. Netter P. et
al. Maladie d’Alzheimer e1 anti-inflammatoires non stéroidiens
sélectifs de COX-2. Justification et perspectives. Presse Méd
2000 ; 29 : 267-73.

35 Pfaffenrath V. Scherzer S. Analgesics and NSAID in the treat-
meant of the acute migraine attack. Cephalalgia 1995 15 : 14-20.

36 Caggiano-AO. Kraig RP. Eicosanoids and nitric oxide influence
induction of reactive gliosis from spreading depression in micro-
glia but not astrocytess. J Comp Neurol 1996 : 369 : 93-108.

37 Meng W, Colonna DM, Tobin JR, Busija DW. Nitric oxide and
prostaglandins interact to mediate arteriolar dilatation during cor-
tical spreading depression. Am J Physiol 1995 : 269 Suppl H :
176-81.

38 Miyamoto K, Oka N, Kawasaki T, Satoi H, Akiguchi I, et al. The
effect of cyclooxygenase-2 inhibitor on experimental allergic neu-
ritis. Neuroreport 1998 ; 13 : 2331-4.

39 Hofman FM, von Hanwehr R, Dinarello CA, Mitzel SB. Hin-
ton D. Merrill JE. Immunoregulatory melecuies and 11-2 recep-
tors identified in multipie sclerosis brain. ] Immunol 1986 ; 136:
3239.45.

4Q Dickson D, Lee S, Mattiace L, Yen SH, Brosnan C. Microglia
and cytokines in neurological disease, with special reference to
AIDS and Alzheimer’s disease. Glia 1993 ;7 : 75-83.

41 Lipton SA. Aids-related dementia and calcium homeostasis. Ann
N Y Acad Sci 1994 ; 747 : 205-24.

42 Griffin DE, Wesselingh SL, McArthur JC. Elevated central ner-
vous system prostaglandins in humar immunodeficiency virus-
associated dementia. Ann Neurol 1994 ; 35 : 592-7.

43 Hastings TG. Enzymatic oxidation of dopamine : the role of pros-
taglandin H-synthase. J Neurochem 1995 ; 64 : 919-24.

44 Mattammal MB, Strong R, Lakshmi VM, Chung HD, Stephen-
son AH. Prostaglandin H synthetase-mediated metabolism of

dopamine : implication of Parkinsen’s disease. ] Neurochem

1995 ; 64 : 1645-54,

45 Thun MJ. NSAID use and decreased risk of gastrointestinal can-
cers. Gastroenterol Clin North Am 1996 ; 25 : 333-48.

46 Smalley W, Dubois RN. Colorectal cancer and non steroidal anti-
inflammatery drugs. Adv Pharmacol 1997 ; 39 : 1-20.

47 Giardiello FM, Offerhaus GJA, Dubois RN. The role of nonste-
roidal antiinflammatory drugs in colorectal cancer prevention.
Eur I Cancer 1995 : 31 Suppl A : 1071-6.

48 Gustafson-Svard  C. Lilju L Hallbook ©O. Sjodahi R.
Cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 gene expression in
human colorectal adenocarcinomas and in azomethare induced
colonic tumours in rats. Gut 1996 ; 38 ; 79-84.

49 Kutchera W. Jones DA, Matsunami N, Groden J, McIntyre TM.
Zimmerman GA. White RL. Prescott SM, Prostaglandin H syn-
thase 2 is expressed abnormally in human colon cancer : ovi-
dence for a ranscriptional etfect. Proc Natl Acad Sci USA 1996 ;
93 1 4816-20.

50 Oshima M, Dinchuk JE. Kargman SL, Oshima H, Hancock B,
Kwong E. Trzaskos JM. Evans JE TFaketo MM. Suppression of
intestinal polyposis in Ape716 knochout mice by inhibition of
cyclooxygenase 2 (COX-2). Cell 1996 : §7 : 803-5.

51 Reddy BS, Hirose Y, Lubet R, Steele V, Kelloff G, Paulson S,
et al. Chemoprevention of colon cancer by specific
cyclooxygenase-2 inhibitor. celecoxib. administred during diffe-
rent.stages of carcinogenesis. Cancer Res 2000 : 60 : 293-7,

52 Sheng H, Shao J, Kirkland SC, Isaksor P, Coffey R. Morrow J,
et al. Inhibition of human colon cancer cell growth by selective
inhibition of cyclooxygenase-2. J Clin Invest 1997 ; 69 : 2254-9,

53 Tsujit M. Dubois RN. Alterations in cellular adhesion and apop-
tosis in epithelial cells overexpressing prostaglandin endope-
roxide synthase-2. Cell 1995 : 83 : 493-5301. -

54 Kawamori T. Rao CV, Seibert K. Reddy BS. Chemopreventive
activity of celecoxib. a specific cyclooxygenase-2 inhibitor,
against colon carcinogenesis. Cancer Res 1998 ; 58 : 409 p,

35 Tsujit M. Kawano 5. Tsuji §. Sawacka H. Hori M. Dubois RN.
Cycloaxygenase regulates angiogenesis induced by colon cancer
cells. Cell 1998 : 93 : 703-16.

56 Hanif R, Pittas ‘A. Feng Y. Koutsos ML Staiano-Coico L,
Shiff SJ. et al. Effects of nonsteroidal antiinflammatory drugs on
proliferation and on induction of apoptesis in colon cancer ceils
by a prostaglandin-independent pathway. Biochem Pharmacol
1996 ; 52 : 237-45.

57 Thompson HJ. Jiang C. Lu JX. Mehta RG. Piazza GA.
Paranka NS, et al. Sulfone metabolite of sulindac inhibits mamary
carcinogenesis. Cancer Res 1997 : 57 : 267-71.

58 Piazza GA, Alberts DS, Hixson LI, Paranka NS. Li H, Fina T, et
al. Sulindac sulfone inhibits azomethane-induced colen carcino-
genesis in rats without reducing prostaglandin levels, Cancer Res
1997 ; 57 - 2809-15.

59 Elder DJE. Hague A, Hicks DJ. Paraskeva C. Differential growth
inhibition by the aspirin metabolite salicy!ate in human colorec-
tal tumor cell lines : enhanced apeptosis in carcmoma cell lines.
Cancer Res 1996 ; 56 : 2273-6.

60 Morir PJ, Vogelstein B, szler KW. Apoptosis and APC in ¢olo-
rectal tumorigenesis. Proc Natl Acad Sci USA 1996 193 : 7950-4.

61 Arvind P, Qiao L. Papavassiliou ED, Goldin E, Koutsos M,
Rigas B. Aspirin and aspirin-like drugs induce the expression of
HLA-DR in HT2% colon adenocarcinoma cells. Int § Oncol
1996 ; 8: 1207-11. _

62 Waddell WR, Loughry RW. Sulindac for polyposis of the colon.
§ Surg Oncol 1983 ; 24 - 83-7.

63 Giovannucci E, Egan KM, Hunter DI, Stampfer M, Col-
ditz GA, Willett WC et al. Aspirin and the risk of colorecla[ can-
cer in women. N Engl ] Med 1995 ; 333 ; 609-14.

64 Thorson AG, Lynch HT Smyrk TC. Rectal cancer in FAP patients
after sufindac [tetter]. Lancet 1994 ; 343 : 180 p.

65 Zimmermann KC, Sarbia M, Weber AA, Borchard F, Gab-
bert HE, et al. Cyclooxygenase-2 expression in human oesopha-
geal carcinoma. Cancer Res 1999 ; 59 ; 198-204.

66 Sawaoka H, Kawano S, Tsuji S, Tsujii M, Gunawan ES, et al.
Cyclooxygenase-2 inhibitors suppress the growth of gastric can-
cer xenografts via induction of apoptosis in nude mice. Am J
Physiol 1998 ; 274 (6Ptl) : G1061-7.

67 Wolff H, Saukkonen K, Anttila S. Karjalainen A, Vaino H, Ris-
timaki A. Expression of cyclooxygenase-2 in human lung carci-
noma. Cancer Res 1998 ; 58 : 4997-5001.



988 H. Blain et al.

68 Okami J, Yamamoto H, Fujiwara Y. Tsujie M, Kondo M, et al.
Overexpression of cyclooxygenase-2 in carcinoma of the pan-
creas. Clin Cancer Res 1999 ;5 : 2018-24.,

69 Shiotz G. Okubo M, Noguchi N. Oyama K, Takano Y, et al.
Cyclooxygenase-2 expression in hepatocellular carcinoma. Hepa-
togastroenteroly 1999 ; 46 : 407-12.

70 Uefuji K, Ichikura T, Mochizuki H, Shiromiya N. Expression of
cyclooxygenase-2 protein in gastric adenocarcinoma. J Surg
Oncol 1998 ; 69 : 168-72.

71 Ratnasinghe D, Tangrea J, Roth MJ, Dawsey S, Hu N, et al.
Expression of cyclooxygenase-2 in human squamous celf cargi-
noma of the esophagus; an immunohistochemical survey. Anti-
cancer Res 1899 ;19 : 171-4,

72 Fisher SM, Lo HH, Gordon GB, Seibert K. Kelloff G, Lubet RA,
Conti CJ. Mol Carcinog 1999 ; 25 : 231-40.

. 73 Knapp DJ, Crews FT. Induction of cyclooxygenase-2 in brain
during acute and chronic ethanol treatment and ethanoi
withdrawal. Alcohol Clin Exp Res 1999 ; 23 : 633-43.

74 Richards IS, Fitzpatrick SL, Clemens JW, Morris JK., Alliston T,
Sirois J. Ovarian cell differenciation: a cascade of multiple hor-
mones, cellular signals, and regulated genes. Rec Prog Hormone
Res 1995 ; 50 : 223-54.

75 Pealbeam CC, Fall PM, Alander CB. Raisz LG. Differential
effects of nonsteroidal antiinflammatory drugs on constitutive and
incucible prostaglandin G/H synthase in cultures bone cell. J
Bone Miner Res 1997 ; 12 - 1198-203.

76 Chakraborty I, Das SK, Wang I, Dey SK. Developmental expres-
sion of the cyclooxygenase- 1 and cyclooxygenase-2 genes in the
peri-implantation mouse uterus and their differential regulation
by the blastocyst and ovarian steroids. ] Mol Endocrinol 1996 ;
16 :107-22.

77 Yamagata K, Anderasson KI, Kaufmann WE, et al. Expression
of a mitogen-inducible cyclooxygenase in brain newron: regula-
tion by synaptic activity and glucocorticoids, Neuron 1993 ; 11 :
371-86.

78 Chen J, Marsh T, Zhang JS, et al. Expression of cyclooxyge-
nase Z in rat brain following kainate treatment. Neuroreport
1995 ;6 : 245-8.

79 Harris RC, McKanna JA, Akai Y, etal. Cyclooxygenase-2 is asso-
ciated with the macula densa of rat kidney and increases with
salt restriction. J Clin Invest 1994 ;94 : 2504-10.

80 Morham SG, Langenbach R, Loftin CD, et al. Prostaglandin syn-
thase 2 disruption causes severe renal pathology in the mouse.
Cell 1995 ; 83 : 473-82.

8] Dinchuk JE, Car BD, Focht RJ, et al. Renal abnormalities and an
alterated inflammatory response in mice lacking cyclooxyge-
nase 2. Nature 1995 ; 273 : 406-9. :

82 Kirtikara K, Morham SG, Raghow R, Laulederkind SI,
Kanekura T, Goorha S, et al. Compensatory prostaglandin E2
biosynthesis in cyclooxygenase i or 2 nuff cells, J Exp Med
1998 ; 187 : 517-23.



Anti-inflammatoires non stéroidiens
sélectifs de la cyclooxygénase-2
pour la maladie d'Alzheimer

Justification et perspectives
H. Blain, JY. Jouzeau, A. Blain, B. Terlain, P Tréchot, J Touchon, P Netter, C. Jeandel

- m Une pathologie cérébrale dégénérative a
compuosante inflammatoire probable : En
témoigne la présence, au pourtour des plagues
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séniles matures et des dégénerescences neuro-
fibrillaires, de cellules astragliales activées synthéti-
sant des médiateurs inflammatoires {fractions du
complément, cytokines et prostaglandines. en parti-
culer) potentielement neurctoxiques.
. m Emploi des anti-inflammatoires non-sté-
- roidiens (AINS} : Sa justification théorique, bien
" qu'actuellement non formellement démontrée, |
: repose sur les résultats de plusieurs études épidé-
miologiques montrant un nsque relatif plus faible
de développer une maladie dAlzheimer (MA)
chez les patients traités au long cours par AINS,
qui sont des inhibiteurs non sélectifs de la bio-
i transformation de |'acide arachidonique en prosta-
glandines par les cyclo-oxygénases 1 et 2 (COX).
m Emploi d'inhibiteurs sélectifs de COX-2: Sa
justification théorique repose :
— sur les résultats d'études épidémiclogiques
montrant un risque relatif plus faible de dévelop-
per une MA lars d'un traiternent par AINS clas-
siques & posologie ant-inflammatoire {inhibition
de COX-1 et COX-2) alors que l'aspinine, & poso-
i logie anti-agrégante plaguettaire (inhibition sélec-
tive de COX-1) n'a pas celte proprigte,
- sur les résultats d'études fondamentales,
- sur [observation d'une moindre prévalence d'ef-
fets indésirables digestifs graves avec les inhibiteurs
sélectifs de COX-2 qu'avec les AINS classiques, sug-
gérant |a possibilité de leur preseripticn au fong
cours dans cette indication potentielle,
m Considérations & prendre en compte :
COX-2 aurait une ambivalence fonctionnelle
dans le cerveau
—1a production de prostaglandines via COX-2
pourrait participer a la physiologie neuronale et
I'expression de COX-2 est associée au dévelop-
pement cérébral,
— Les AINS classiques ne réduisent pas la forma-
tion des plagues séniles et des dégeénérescences
nevrofibrillaires dans la MA. Cea suggere qu'ils
agissent sur la composante inflammatoire de la
maladie (activation microgliale) mais quiils nont
aucun effet sur le mécanisme causal de la
neurcdégénérescence.
-~ Lutifisation prophylactique des inhibiteurs sélectifs
de COX-2 peut étre prise en considération sur la
base de leur bonne tolérance digestive aprés
& mois d'utilisation aux USA mars doit étre confir-
meée  plus long terme.
Les études clinigues de l'efficacite d'une inhibition
sélective de COX-2 dans Ja MA sont en colrs avec
le célecoxib et le rofécoxib.

Presse Med 2000 ; 29:267-73
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Alzheimer's disease and non
steroidal ant-inflammatory drugs
with selectivity tor cyclo-oxygenase-2:
Rationale and perspectives

m Possible inflammatory mechanisms: Alzhei-
mer's disease (A0) is a degenerative disease of the
brain including possibly inflammatory mechanisms,
as illustrated by the presence of activated micreg/ial
cells in the penphery of senile plaques and neurof-
brillary tangles and the subsequent release of pro-
inflammatory mediators with neurotoxc polency,
M Rationale for NSALD use: Although not
firmly demonstrated, the rationale for the prescrip-
tion of non steroidal antHinflammatory drugs
{NSAIDS) as neuroprotective agents i AD lies an
epidemiclogical data having shown a reduced risk
of developing AD in patients on long-term therapy
with NSAIDs {non selective cyclo-oxygenase [COX)
inhibitors),

M Rationale for the use of selective COX-2
inhibitors: The rationale for the presciption of
selective COX-2 inhibitors as neuroprotective drugs
in AD lies on:

— Epidemiological data having shown a reduced
nisk of developing AD in patients treated with anti-
inflammatory doses of classical NSAIDs (inhibition
of COX-1 and COX-2) but not with antithrombotic
doses of asplan (selective inhibition of COX-1),

— Celiular experiments,

— Demonstration of a better gastro-intestinal (GI)
safety profile with selective COX-2 inhibitors than
with classical NSAIDs in short-term studies, allowing
a possible long-term use in AD.

M Before prescribing: COX-2 may have an
ambivalent functionality in the brain since the basal
production of prostaglandins through CO%-2 may
participate in neuronal homeastasis whereas the
expression of COX-2 is asscdated with brain deve-
lopment. Classical NSAIDs are ineffective i redu-
aing the formation of senile placue and neurofibrl-
lary tangles in AD, which is consistent with an ability
to reduce inflammation assodiated with activation
of microglia but illustrates their failure to suppress
the degenerative process. Prophylactic use of selec-
tive COX-2 NSAIDs can be considered on the basis
of their good G! safety after 6 months of marketing
in United States but need to be confirmed for a
longer time.

W Current trials: Clinical studies focusing on
both the prevention and the slowing down of early
AD are under way with two recently faunched
selective COX-2 inhibitors, celecoxib and rofecoub,

H Blain, LY. Jouzeau,
A. Blain er al.

a maladie d’Alzheimer (MA) est une
L pathologie cérébrale dégénérative, res-
ponsable de I'affaiblissement progressif de
I'ensemble des fonctions cognitives, condui-

sant a terme a une perte totale de ’auto-
nomie des sujets atteints, L'avancée en dge,
qui représente le principal facteur de risque
de 1a MA, rend compte de I'augmentation
préoccupante de son incidence dans les pays
industrialisés.

La MA est caractérisée par 3 types de

1ésions histopathologiques prédominant dans
Fhippocampe, 'amygdale et diffusant pro-
gressivement au cortex cérebral associatif :
les dégénérescances neurofibrillaires (DNF),
les plaques séniles neuritigues et la réduction
synaptique. Les DNF sont des enchevétre-
ments neurofibrillaires intraneuronaux
constitués de filaments en double hélice
{« paired helical filaments » ou PHF). Leur
principai constituant est la protéine tau anor-
malement phosphoryiée, dont les propriétés
fonctionnelles, comme 'assemblage et la
stabilisation des microtubules du cytosque-
lette neuronal et le transport axoplasmigue
des protéines synthétisées dans le corps cel-
lulaire, sont altérées. Les plaques séniles
neuritiques extracellulaires (diffuses oo
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ou fibriliaires) et les dépdts amyloides vas-
culaires sont tous 2 constitués majoritaire-
ment d'un peptide B-amyloide (A#)) définm
par sa conformation plissée en feuillets 3 et
issu du catabolisme d'un précurseur pro-
téique romme APP (Amyloid Protein Pre-
cursor). La réduction synaptique semble inti-
mement hée A la présence de DNF et de ["ac-
tivation astrogliale au sein des plaques neuri-
tiques. '

$i la physiopathologie de la maladie
1 demeure encore inconnue. 1’analyse des
constituants des plagues séniles et des DNF
plaide en faveur de la participation de
phénomenes inflammatoires qui peuvent
étre 4 'origine ou au contraire la consé-
quence de la neurodégénérescence. Cette
hypothése est corroborée par I"observation
d’une réduction pessible du risque de déve-
lopper ta maladie chez les consommateurs
au long cours d'anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS).

Les AINS empéchent [a liaison de "acide
arachidonique (issu de hydrolyse des phos-
phelipides membranaires par les phospho-
lipases A2 (PLA2) au site actif des cyclo-
oxygénases (COX) et inhibent amnsi la pro-
duction de prostaglandines (PG) [1].
Lidentification récente de 2 isoenzymes de
la cyclooxygénase a permis une grande
avancée dans la compréhension des effets
thérapeutiques et indésirables des AINS. En
effet, si la production basaie de PG via
COX-1 joue un réle dans 1'agrégation pla-
quettaire et dans I'homéostasie rénale et
digestive, la production stimulée de PG viu
COX-2 sous 'effet de médiateurs de I"'in-
flammation, d hormones ou de facteurs de
croissance participe aux processus inflam-
matoires. Cette dichotomie a conduit 1'in-
dustrie pharmaceutique & chercher des molé-
cules mhibant sélectivernent COX-2, dans le
but d*obtenir des AINS aussi efficaces mais
bénéficiant d une tolérance digestive et peut-
étre rénale accrue. Deux molécules inhibant
preférentiellement COX-2 sont actuellement
commercialisées en France [meloxicam
{(Mobicy et nimésulide (Nexen)]. D autres
molécules dont le célécoxib et le rofécoxib.
qui sont des inhibiteurs sélectifs de COX-2,
viennent d'obtenir leur autorisation de mise
sur le marché respectivement aux Etats-
Unis, au Brésil, au Mexique. en Argentine.
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en Suisse, en Allemagne et en Suéde sous le
nom de Celebrex et aux Etats-linis et au
Royaume-Uni sous le nom de Vioxx [2, 3].
Parce gue COX-2 pourrait jouer un rdie phy-
siopathologique dans la MA et que les inhi-
bitewrs sélectifs de COX-Z semblent présen-
ter une meilleure tolérance digestive que les
AINS classiques, seu] compatible avec une
prescription au long cours, cette nouvelle
sous-classe d’AINS (les coxib) pourrait pré-
senter un intérét thérapeutique en interve-
nant sur la composante inflammatoire de Ia
MA. IIs sont cependant dénués d’action sur
I"prigine de la dégénérescence neuronale.
Les études en cours concernant 1'intérét du
célécoxib et du rofécoxib dans la prévention
et I’évolution de la MA seront, a ce titre,
déterminantes,

INFLAMMATION ET MALADIE
D’ALZHEIMER. LES DIFFERENTS
INTERVENANTS |

De nombreuses études suggérent que la MA
est une pathologle dégénérative chronique a
composante inflanmatoire [4]. La présence,
chez les sujets atteints de MA, de cellules
inflammatoires. gu’il s’agisse de macro-
phages (microglie activée/macrophages) et
d astrocytes activés, dans les plaques séniles
neuritiques et les vaisseaux mais également
dans certaines zenes hippocampiques
dénuées de plagues séniles plaide en faveur
de cette hypothése [51. Les cellules micro-
gliales trouvées dans les plagques séniles neu-
ritiques de la MA, contrairement a celles
présentes dans les plaques séniles de sujets
normadx, sont activées comme 1’atteste
Pexpression & leur surface de glycoprotéines
du complexe d"histocompatibilité, de récep-
teurs du complément et de cytekines [6]. La
microglie activée synthétise notamment des
malécules inflammatoires telles que les pro-
téines activées du compiément [ 7], certaines
cytokines [interleukine (IL)-1, IL-6, Tumor
Necrosis Factor o (TNFa), Interferon y
(IFNv)} [8-12], des protéines de la phase
aigué de Plinflammation. du moneoxyde
d’azote (NO), des prostaglandines [12]. des
protéases et certains de leurs inhibiteurs
naturels. Or, ces molécules. trouvées en
concentrations &levées dans le cerveau des

patients présentant une MA [7, 13, 14],
pourraient étre douées de propriétés neuro-
toxiques {15].

Les protéines du complément

La fraction Clg du complément est présente
dans les plaques séniles matures de la MA et
2 la surface des neurones contenant ou non
des DNF. Le systéme du complément
semble pouveir étre activé directement (sans
liaison 4 un anticorps) par AB et ses frag-
ments activés interagissent avec les récep-
teurs présents a ia surface des cellules
microgliales pour induire la formation
d’anion superoxide toxigue pour le neurone
[16]. Ce mécanisme est corroboré par 1'cb-
servation dans les neurites entourant les
plaques séniles et les DNF, du complexe
d’attagque de l2 membrane qui pourrait étre
a Porigine d’un afflux calcique intracel-
lulaire et d’une opsonsation des protéines
complémentaires, conduisant & la dégra-
dation progressive de ces neurites. Les pro-
téines qui régulent "activité du complément
telles que le C1 inhibiteur, la vitronectine. Ja
clustérine et la protectine sont également
présentes en grande quantité dans le cerveau
des malades et 1"équilibre qu’elles assurent
vis-a-vis du complément joue probablement
un rble important dans la physiopathologie
de la maladie [17].

Les cytokines et les protéines
de la phase aigué de I'inflammation
Les cytokines pro-inflammatoires telles que .

e TNFa, I'lL-1c et I'TL-6 sont présentes

dans Penvironnement des plagues seéniles et
leur concentration est élevée dans le cerveau
et le liquide céphalorachidien des patients
atteints de MA [18]. U'IL-6, synthétisée par
les astrocytes activés, semble stimuler la
synthése du précurseur amyloide APP [19]
tandis que le Transforming Growth Factor B
(TGFB) favoriserait plutdt son dépdt sous
forme de protéine A} [20]. Le TNFo serait
responsable d’une démyélinisation [21].
L'11.-1p serait capable de favoriser Ia trans-
formation des plagues diffuses en plaques
matures [22], ce qui suggére qu'un antago-
niste de I'IE-18 (1]-1ra) pourrait avoir un
intérét thérapeutique dans la MA [23. 24].
L'IL-6 est également un inducteur puissant
de 1a synthese de protéines de la phase aigué
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de Pinflamination telles que I'a F-antichy-
motrypsine, le composant P et la Protéine C
Réactive, qui sont trouvées en grande quan-
tit¢ dans le cerveau des malades [13]. Lo 1-
antichymotrypsine et I’a-2 macroglobuline
pourraient favoriser la dégradation de ["APP
en A, mais aussi, en raison de leurs pro-
priéiés inhibitrices de protéases, inhiber
ta dégradation de la substance amyloide
[25-27].

La présence de cellules T dans le tissu
cerébral des malades suggére la participation
de I"immunité 4 médiation cellulaire dans la
géneése de la MA [28]. Cette hypothése est
confortée par ’augmentation de la réponse
cytotoxique des cellules Naturel Killer des
patients vis-a-vis de I’IL-2 et des [IFN Bet v
[29]. '

Le stress oxydatif
L’apoptose neuronale induite par AB
tmpligue la liaison de AP & la membrane
neuronale par P'intermédiaire de récepteurs,
dont celui pour les produits terminaux de
glycation (RAGE) [30]. Ces récepteurs
' RAGE sont largement exprimés 4 la surface
des neurones de I’hippocampe et du cerve-
let. Ils pourraient permettre la liaison de AP
aux cellules gliales, ce qui aurait pour consé-
quence de provoquer leur migration par chi-
miotactisme et leur activatior, pour conduirs
a la production d’espéces radicataires neuro-
toxiques et de cytokines [317. Le rble impor-
tant de [a microglie et du stress oxydatif dans
la toxicité neuronzle de AP est confirmé par
la réduction de la toxicité de AS en présence
d’anti-oxydants tels que la vitamine E [32].

Réle des prostaglandines

Plusieurs études épidémiologiques ont sug-
géré ure possible protection par les AINS
vis-4-vis de la MA {33, 34]. En effet, la
consommation chronique d”AINS est asso-
cide a une diminution du risque de dévelap-
per la maladie dans la population générale
[35-37]. Cet effet protecteur apparent est
correlé a la durée de prescription des AINS
[36]. Ces derniers freineraient Ia détériora-
tion cognitive chez les sujets atteints de MA
[38] et retarderaient ’age de début de la
maladie dans les familles & risque. Ces
études sont & rapprocher d’un possible effet
protecteur vis-a-vis de la MA de la dapsone,
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antibiotique utilisé dans la lépre et doué
d’une activité anti-inflammatoire, anti-LTB,
(leucotriene B4) et antiradicataire [39].
Ainsi, a 2 ans, le risque relatif de dévelop-
per une MA en cas de consommation quoti-
dienne d’AINS est estimé & 0,4 [36]. Libu-
proféne et d’autres AINS (inhibiteurs de la
COX-1 et de COX-2 a différents degrés)
sont plus efficaces que 1'aspirine & poso-
logie anti-agrégante plaquettaire (inhibition
trés sélective de COX-1 a faible posologie),
suggérant que ["action thérapeutique des
AINS est davantage liée 4 leur activité inhi-
bitrice sur COX-2 que sur COX-1 [37].

Si une expression basale de COX-2 est
observée dans les neurones et les astrocytes,
COX-2 n’est exprimée dans la glie ou la
microghe qu’en cas d’activation par I'[L-1,
le TNFa, le lipopolysaccharide (LPS), le B
Fibroblast Growth Factor (FGF), ou le NO
[40-42]. COX-2, contrairement 8 COX-1 est
surexprimée dans les régions cérébrates
affectées par la MA et cette expression de
COX-2 rend les neurones plus sensibles 4 la
tocicité de AP (43, 44]. Ces résultats sugge-
rent que la production de prostaglandines
(PG) par les cellules inflammatoires (astro-
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cytes et microglie) via COX-2 pourrait parti-
ciper a la phystopathologie de la MA.

HYPOTHESES PHYSIOPATHO-
LOGIQUES ACTUELLES (fig. 7)

Antiinflammatoires non stéroidiens,
prostaglandines et glutamate
Laltération d’un neurone induit la libération
présynaptique de glutamate, 'activation des
récepteurs NMDA [45, 46] puis Iactivation
des phospholipases A2 qui libérent "acide
arachidonique {47}. I’acide arachidonigue
ainsi produit sert de substrat 8 COX-2 qui le
transforme en PGG; et PGHa, qui sont des
précurseurs des PG. Ces PG (la PGE; et la
prostacycline en particulier} pourratent sti-
muler les asirocytes et la microglie [48] qui
produisent alors des médiateurs potentiel-
lement neurotoxiques (cf supra) mais égale-
ment inhiber la recapture du glutamate, ce
qui pourrait conduire & la dégradation neu-
ronale vig les récepteurs NMDA,

Ce mécanisme explique qu'un inhibitenr
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o

+ Facteurs environnementaux
+ Facteurs généligues

+ Phosgphorylation de Tau

» Destabilisation du eytasquelette
neuronal

« Dégénérescences neurofibrillaires

\ * Dépdts de AR
» plagues séniles neuritiques

anti-protéases

Activation

astrocylaire ot (-t
)/"‘_'_ misrogliale

. Produciion
el ¢ L6, TNF
Lot

ehivanon

+ Production radicalaire
+ NO

maladie d'Alzheimer.

amyioide.

Mort neuronale

Figure 1. Implication possible de la cyclooxygénase 2 (COX-2} dahs la physiopathologie de la

NMDA : N-Méthyl-D-Aspartate ; TNFo: Tumor Necrosis Factor o; 1L : interleuking ; NO : Monoxyde
d'azote; IFNy: interférony; o Ca2+: entrée cefulaire de caldium ; PG : prostaglandine ; A% : protéine

complamentaira
+ Production
ragdicalaire

Inkibitian de
|2 recapture
du glulamate

i

La Presse Médicae — 269



‘MISE AU POINT

un effet neuroprotecteur et que le prétraite-
ment par un antageniste du récepteur du
PAF puisse inhiber 'induction, par une crise
comitiale ou I'injection d’acide kainique, de
COX-2 dans I’hippocampe [49, 50]. Cette
régulation explique également gue les inhi-
bitenrs de phospholipases A2 inhibent ia
production des eicasanoides lors de la crois-
sance neuritique induite par Nervous Growth
Factor (NGF) {517 et que I'indométacine,
inhibiteur de COX, inhibe I'induction de ¢-
fos par les neurones hypocampiques en cul-
ture stimulés par le NMDA [52]. Ceci
explique enfin [’expression cérébrale accrue
des phospholipases A2 dans la MA.

Cette hypothése a conduit le groupe

" menant I« Alzheimer’s Disease Cooperative
Study » & etudier I*intérét des corticoides, qui
sont des bloqueurs des PLA2 mais égalernent
des inhibiteurs de COX-2 {cf infiw) dans la
MA. Les résultats de cette étude devraient
étre disponibles d’ici peu [53].

Cette hypothése a conduit a proposer que
les AINS pourraient exercer leur action pro-
tectrice potentielle vis-a-vis de la MA, d’une
part en réduisant la production de PG et
d’autre part, en favorisant Ia recapture du glu-
tamate, inhibant de ce fait la neurotoxicité
médiée par I"activation des récepteurs NMDA,
Ce dernier mécanisme permettrait de rappro-
cher les AINS des molécules qui en modulant
Feffet des récepteurs NMDA seraient capabies
d’améliorer les capacités mriésiques des
patients présentant une MA [547.

Antiinflammatoires non stéroidiens
et espéces radicalaires

De nombreux travaux suggérent un réle
physiopathologique des espéces radicalaires
dans la dégénérescence neuronale de la MA.
Les radicaux libres sont synthétisés principa-
lement viu Je métabolisme mitochondrial
mais également lors de la biotransformation
de I'acide arachidonique en PG par les COXs,
la reéaction d’oxydation étant inhibée par les
AINS. COX-2 pourrait ainsi favoriser la mort
neuronale en induisant la production radica-
laire [43]. Cette hypothése rendrait compte de
la reduction de la production des espéces radi-
calaires et de I'effet protecteur sur les neu-
rones hippocampiques d'un prétraitement par
I'indométacine dans un modéle d'ischémie
cérebrale transitoire {53]. Cette hypothése
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refoint celle exposée précédemment, puisque
COX-2 favorise la production de radicaux
libres qui contribuent eux-mémes & la libéra-
tion présynaptique de glutamate.

Antiinflammatoires non stéroidiens
et cytokines

La production d’11.-1 B est accrue dans le cer-
veau des malades souffrant de MA [56]. IL-
113 semble capable d’atténuer 1 activité méta-
bolique des neurones hippocampiques {57]
mais aussi d’activer les astrocytes, comme
I"indique la surexpression  leur surface ¢’une
cytokine neurotrophigue dénommée S100 3,
qui pourrait favoriser la croissance de neurites
dystrophiques [58}. Or, COX-2, qui ést expri-
meée constitutivement dans le neurone [59],
est aussi exprimée de fagon dose-dépendante
dans les astrocytes stimwlés par I'IL-1B. En
plus d’inhiber I’activité astrocytaire de COX-
2, Jes AINS pourrajent avoir un réle inhibiteur
direct sur certains effets de I'IL-1 B. Ce méca-
nisme a été suggéré pour expliquer la capa-
cité de I'indomeétacine d’inhiber la transfor-
mation d’APP en peptides amyloides sous
effet de IL-18 [60].

Les plagues séniles des sujets sains ne.

contiennent pas d’IL-6, alors qu°elle est
exprimée dans les plaques avant I’apparition
de la pathologie neuritique [61] ainsi que
dans les plaques matures de la MA. Plu-
sieurs études réalisées chez des souris trans-

géniques surexprimant 1'JL-6, sous le -

contrdle d’un promoteur spécifiquement
cérébral, suggerent son rdle dans iz ghose et
la neurodégénérescence [62, 63]. Or, la pro-
duction exagérée d’IL-6 pourrait 8tre médiée
par les PG, puisque {a PGE2 synthétisée par
les cellules microgliales [64] est capable de
stimuler la production d’IL.-& par des cel-
lules d’astrocytome humains ou des neu-
rones corticaux [65]. Cet effet stimulant de
PGE2 est également observé pour la pro-
duction &'TL-6 induite par 1L-1 [65]. Les
inhibiteurs de COX et en particulier de
COX-2 pourraient ainsi réduire la synthése
d’iL-6 par la microglie et les astrocytes.
Cette hypothese est renforcée par 1’observa-
tion, en présence d’un inhibiteur mixte de
lipoxygénase et de cyclooxygénase {tenl-
dap). d’une inhibition de la synthése d*1L-6
induite par IL-18 dans des cellules d"astro-
cvtome {62].

Antiinflammatoires non stéroidiens
et apoptose

Une crise épileptique, provoquée par une
injection d’acide kainique chez le rat,
entraine 'expression de COX-2 et I’appari-
tion conjointe de caractéristiques morpholo-
giques d’apoptose cellulaire dans "amygdale
et I’hippocampe, Cette observation a fait
poser 'hypothése que 1 expression de COX-
2 pourrait étre associée A Papaptose neuro-
nale et que les AINS sélectifs de COX-2
pourraient s’opposer & la mort neuronale
programmee [66]. Cet effet pro-apeoptotique
potentief de COX-2 contraste avec son acti-
vité anti-apoptotique dans la muqueuse colo-
rectale. En effet, Ja transfection transitoire de
COX-2 dans les cellules épithéliales diges-
tives s’accompagne d’une résistance a
"apoptose et COX-2 est surexprimée dans
les polypes de patients porteurs de polypose
familiale, ainsi que dans les tissus cancéreux
colorectaux. Linhibition sélective de COX-2
offrirait cependant des potentialités théra-
peutiques dans ces 2 circonstances, en réta-
blissant un certain niveau d’apoptose en pré-
sence d’une prolifération cellulaire exagérée
{polypose familiale) et en diminuant *apop-
tose en présence d’une dégénérescence cel-
lulatre accrue {maladie d’Alzheimer) [67].

QUESTIONS EN SUSPENS
ET ELEMENTS DE REPONSE

L'utilisation au long cours
d'inhibiteurs sélectifs de COX-2
n‘est-elle pas dangereuse ?

Si les PG produites par les COX-2 dans les
astrocytes et la microglie activée semblent
jouer un réle dans I'inflarmmation cérébrale
observée dans Ia MA, COX-2 semble jouer
un: role tout aussi important dans lz physio-
logie cérébrale, comme 1"indiquent son
expression basale et la production de PG en
dehors de toute stimulation dans les astro-
cytes [68], les neurones (en particulier cor-
ticaux et hippocampiques) {40, 41, 69, 70],
les cellules non parenchymateuses des vais-
seaux sanguins et ies feptoméninges [71].
Laction locale des eicosanoides est rendue
probable par Ia présence dans le cerveau de
récepteurs des PG et du thromboxane [72].
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Les PG issues de COX-2 pourraient inter-
venir dans la nociception, ie cycle veille-
sommeil, et dans la régulation de "axe hypo-
thalamo-hypophysaire [73]. En outre, les PG
participent 4 la régulation de {a libération
synaptique des neurotransmetteurs, a la neu-
reprotection et la plasticité neurconale. En
effet, la PGE2 (PG la plus représentée dans
le cerveau) et la prostacycline produites dans
le cerveau en cas d’agression semblent

capables de protéger le neurone contre Phy--

poxie, le glutamate et les molécules toxiques
produites par ia microglie [74-77], De
méme, I'expression de COX-2 augmente
dans les neurones corticaux en cas d’activité
synaptique, de crise comitiale [49], en cas
d’ischémie-reperfusion [46, 78] et en cas
d’inflammation périphérique (injection intra-
veineuse ou intrapéritonéale de lipopoly-
saccaride) [79].

Outre son réle dans la physiologie céré-
brale du sujet adulte, COX-2 sembie étre un
acteur essentiel du développement cortical
{66, 80], ce qui pose le probléme de 1'utili-
sation d’inhibiteurs de COX-2 chez ’enfant
ou la femme enceinte. En effet, contraire-
ment 4 COX-1 dont [’expression est faible
chez ’animal nouveau-né et augmente pour
atteindre un pic chez "adulte, COX-2 est
exprimé en grande quantité dans le cerveau
des animaux nouveau-nés (en particulier
dans le néocortex, les structures limbigues et
les microvaisseaux) pour diminuer au stade
adulte [80, 81}. Le réle de COX-2 semble
d’ailleurs différent chez ["animal en déve-
loppement ou adulte. Ainsi, COX-2 est
exprimée dans ke corps cellulaire et dans les
dendrites les plus proximales du neurone
chez 1’animial jeune alors qu’elle est expri-
mée dans les dendrites distales et la mocile
(sites post-synaptiques) chez 1'animal adulte.
Lexpression néonatale élevée de COX-2
explique la présence de niveaux ¢levés de
PG dans le sang et le cerveau a cette période.
La contribution des COXs dans le dévelop-
pemernt neuronal est confortée par I'obser-
vation de troubles mnésiques chez le pous-
sin traité par AINS [82].

Pourtant, si les craintes d’effets indési-
rables neurclogigues semblent légitimes au
vu des résultats de ces études, aucun effet
indésirable majeur n’a été observé avec les
AINS classiques (inhibant COX-1 et
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COX-2) chez I'enfant et aucun événement
indésirable neurologique majeur n'a jusqu’a
présent él¢ rapporté sous inhibiteur sélectif
de COX-2. Comme cela a ¢té décrit récem-
ment par Kirtikara ef of. chez les souris défi-
cientes en COX-2, COX-1 pourrait étre sur-
exprimée en cas d’inhibition prolongée
de COX-2 et compenser la production
défaillante de PG physiologiques [83].

COX-2, neuroprotectrice

ou neurctoxique ?

Alors que toutes les études suggéraient un
role pathologique de la production astro-
ghale de PG pro-inflammatoires, 2 équipes
ont surpris la-communauté scientifigque en
démontrant une réduction de la production
cérébrale des PG et du thromboxare dans la
MA et une diminution de |'expression
neuronale de COX-2 dans les régions
atteintes par le processus neuro-dégénératif
{néo-cortex mais pas putamen), en particu-
lier dans les grands neurones hippocam-
piques particuliérement atteints dans la MA
[59, 84]. La diminution de [’expression neu-
ronale de COX-2 pourrait étre autant la
conséquence de la dégénérescence neuro-
nale (les neurones en moindre nombre expri-
ment moins COX-2) que sa cause {ta dimi-
nution d’activité neuronale de COX-2 pour-
rait induire une moindre activité cellulaire,
comme 'indique la perte des margqueurs
synaptiques dans certaines régions céreé-
brales [85] et conduire, & terme, a I’apoptose
neuronale).

De ces observations est née I"hypothése
d’une ambivalence fonctionnelie de COX-2,
Jjouant un role physiologique et neuroprotec-
teur quand elle est produite 4 1'état basal par
les neurones et les astrocytes et neurotoxigque
quand elle est produite par les cellules astro-
gliales activées commie c’est le cas dans la
MA. Cette ambivalence fonctionnelle pour-
rait étre expliquée en partje par la nature des
PG produites via COX-2 par les cellules
astro-gliales activées au cours de ia MA. En
effet, PGDy, PGE;, et PGF,,, semblent avoir
une action modutatrice sur la neurotrans-
mission alors que la prostacycline semble
faciliter 1a neurotransmission excitatrice
dans I'hippocampe. Une autre explication
est I'expression de récepteurs différents sur
les cellules neuronales et astrocytaires par
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rapport aux cellules neurorales en voie de
degénérescence et aux cellules astro-gliales
activées. En effet, une méme PG (par
exemple PGE,) est capable d'induire une
entrée de calcium cellulaire via le récepteur
EP1, une augmentation du taux intracel-
lulaire d’AMPe vig EPZ cu une diminution
du taux d’AMPc vie EP3. Enfin, la présence
en grande quantité de substances suscep-
tibies de moduler lactivité de COX-2 dans
la MA pourrait constituer une autre explica-
tion au réle tantdt neuro-protecteur tantdt
neurotoxique de COX-2. Ainsi, la produc-
tion microgliale de NO et &’1FNy {16, 86]
serait capable de moduler I"expression de
COX-2 par la microglie et fes neurones [12],
Si la NO synthase est présente en grande
quantité dans le cortex. ’hippocampe et
["amygadale {40], le role du NO n’est pas
clairement défini. Certains auteurs suggérent
que le NO et 'IFNy inhibent {a production
de PG par COX-2 et pourraient faciliter a
neurotranstiission neurotoxique, entrainer la
mort neuronate [371, induire une démyélini-
sation [88], limiter la réaction immunitaire
[89] et perturber la régulation de fonctions
gliales contrélées par 7 AMPc [90]. D’autres
auteurs ont proposé que des concentrations
faibles de NO pourraient activer ies COXs
alors que des concentrations élevées les inhi-
beraient. Si I’interaction entre le NO et
COX-2 est complexe et demeure mal
connue, la balance entre la production de PG
et celle de NO semble aussi importante dans
I'induction que dans la limitation de la réac-
tion inflammatoire, de la réponse immuni-
taire et de la neurcdégénérescence [91].

Les inhibiteurs de COX-2 inter-
viennent-ils sur le mécanisme causal
de la neurodégénérescence ?

Si les AINS semblent réduire le risque de

développer une MA, probablement en
jouant un rdle sur la composante inflamma-
toire de la maladie, I'étude de Mackenzie
suggére qu’'ils n’ont pas d’efficacité sur le
mécanisme causal de la neurcdégéné-
rescence [92, 93]. En effet, les AINS rédui-
sent Pactivation microgliale, sans pour
autant réduire la formatien des plaques
séniles et des dégénérescences neurofibril-
laires qui sont étroitement liges & P'appari-
tion des troubles cognitifs. e
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CONCLUSION

De nombreuses études confirment le role
important joué par I’inflammation (par
I’intermédiaire des astrocytes et de la micro-
glie activés) dans la physicpathologie de la
MA. Aucune donnée ne permet pourtant
d’établir avec certitude si I’inflammation est
1a cause ou la conséquence de [a neuro-
dégénérescence. Les AINS prescrits au long
cours semblent réduire le risgue de dévelop-
per une MA, en particulier en réduisant la
production de PG neurotoxiques, suggérant
que la composante inflammatoire de la
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LE REVERS DE LA MEDAILLE DES AINS

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) constituent

une des classes thérapentiques les plus atilisées dans le monde,
que ce soit dans le contexte de la prescription médicale ou de
celui de I"automédication. Leurs propriétés antipyrétiques,
antalgiques et anti-inflammatoires en font un traitement symp-
tomatique par excellence, ce qui explique leur succes d’estime
auprés du public et leur large prescription dans les situations
~ cliniques les plus diverses (arthrose, rhumatisines inflamma-
toires, douleurs dentaires, dysménorrhées, etc.). De plus,
" aspirine demeure un des traitements les plus efficaces dans la
prévention des accidents thrombo-emboliques, en raison de ses
propriétés inhibitrices de I’activation plaquettaire a faible
posologie. Les AINS sont cependant considérés comme “une
arme A double tranchant”™ (7} puisqu’ils forment également une
des classes pharmacologigues les plus fréquemment citées
pour leurs effets indésirables, dont certains sont potentielle-
ment graves. On estime ainsi que les AINS sont responsables
d’environ 260 000 hospitalisations et 26 000 décs par an dans
le monde, avec une contribution prépondérante des effets indé-
sirables digestifs graves (ulcéres gastroduodénaux, complica-
tions graves de type hémorragies or perforations) {2). Méme
s7il existe des facteurs de risgue bien identifiés (dge avance,
antécédent d’ulcére gastroduodénal, posologie élevée d’AINS,
hypoperfusion rénale, efc.), les effets indésirables digestifs et,
a un moindre degré, rénaux demeurent 12 principale limitation
de l'utilisation prolongée des AINS classiques en rhumato-
logie (3). 7

Les effets indésirables des AINS ne sont pas cbligatoirement
lids 2 leur mécanisme d’action et nombre d’entre eux semblent
relever de mécanismes immunoallergigues (par exemple cuta-
nés, hépatiques) ou, plus rarement, toxiques (par exemple pho-
totoxicité) {4). Dans ce contexte, la structure et/ou Ja réactivité
chimigues de 'AINS peuvent jouer un réle primordial, ce qui
permet d’expliquer, au moins partiellement, la vartabilité de
fréquence de certaing effets indésirables entre les molécules.
En revanche, une des principales caractéristiques des effets
indésirables digestifs des AINS serait de dépendre majoritaire-
ment de leur mécanisme d’action (). En effet, on sait depuis

* Laboratoire de pharmacolagie et UMR CNRS-UHP 7561,
faculté de médecine de Nancy, 54505 Vandceuvre.
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Linhibition sélective de la cyclo-oxygénase de type 2 :
une nouvelle vision des anti-inflammatoires non stéroidiens

les travaux de Vane (6) que les AINS diminuent la biosynthese
des prostaglandines en inhibant la cyclo-oxygénase (COX),
enzyme capable de biotransformer 1'acide arachidonique issu
des phospholipides membranaires. Dans la théorie de la double
agression proposée par Scheen et Vender (7}, Iinhibition systé-
mique de 1a biosynthése des prostaglandines par les AINS.
serait prépondérante dans la sprvenue des lésions gastroduodé-
nales car elle provoquerait, entre autres, une diminution de la
sécrétion gastrique de bicarbonates et de mucus et une réduc-
tion du flux sanguin sous-muqueux (stase microcirculatoire).
Cet effet systémique, observé quelle que soit la voie d admi-

‘nistration de I’ AINS, serait moins impliqué dans la survenue

des effets indésirables intestinaux (8). Cependant, lors d’une
administration orale de I"AINS, un effet writant local, dépen-
dant des propriétés physicochimiques de la molécule (caractére
acide notamment) s’y ajouterait, conduisant & une rupture de la
barriere muqueuse par plusieurs mécanismes : séquestration
jonique responsable d’une accumulation tissulaire, découplage
de la phosphorylation oxydative. source d’un épuisement éner-
gétique cellulaire, complexation avec les phospholipides
amphiphiles du mucus diminuant Peffet de bammére protectrice
(5, 7, 8). Comme la production exagérée de prostaglandines en
situation pathologique participe également i la réaction inflam-
matoire (vasodilatation, augmentation de lz perméabilité capil-
laire, etc.), au processus algogéne (sensibilisation des nocicep-
teurs périphériques, transmission spinale et supraspinale des
influx} et & la fievre (dérégulation du thermostat hypothala-
mique) (9), on a cru, jusqu’a la découverte de 2 isoenzymes de
la COX, en I'impossibilité de dissocier les effets thérapen-
tiques des AINS de certains de leurs effets indésirables.

DELA DECOUVERTE DE DEUX ISOENZYMES DE LA COX
AU DEVELOPPEMENT D’AINS SELECTIFS DE COX-2

La recherche sur les AINS a bénéficié d'un nouvel élan dans
les années 1990, aprés la découverte d'une activité COX asso-
ciée aux phénomeénes de prolifération cellulaire, pouvant étre
stimulée par les médiateurs pro-inflammatoires, comme les
endotoxines bactériennes, et supprimée par les glucocorti-
coides (10}. La principale conséquence de cette découverte fut
de démontrer que I"activité COX, que ’on attribuait
jusqu’alors 3 une enzyme unique dans 1’organisme, recouvrait
en fait deux enzymes possédant des régulations bien distinctes.
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Tres rapidement, un nouveau géne fut cloné et il fut dénommé
COX-2, le terme COX-1 étant, dés lors, réservé & la COX
exprimée constitutionnellement dans tous les tissus. Dans les
dix années qui ont suivi, de nombreux travaux ont permis de
préciser que ;

— COX-2 est peu exprimée naturcllement dans I’organisme, a
P’exception de certaines régions du cerveau et du rein notamment ;
— COX-2 apparait dans tous les tissus et tous les types cellu-
latres sauf les thrombocytes, sous Paction de médiateurs de

I'inflammation (cytokines pro-inflammatoires par exemple),

d’hormones ou de facteurs de croissance (9).

Cela a conduit 3 un nouveau concept basé sur I'existence
d’une dichotomie entre une COX-1 constitutionnelle, ayant un
réle physiologique majeur (gastroprotection, régulation de
I'hémostase et de Fhémodynamique énale, etc.) et une COX-2
inductible, ayant un rdle physiopathologique essentisl {mitoge-
nése, inflammation, reproduction) (figure I). I’opposition
entre la “bonne” COX-1 et la “mauvaise” COX-2 est trop

manichéenne pour étre parfaitement exacte, d’avtant que la

participation de COX-2 dans certaines régulations physiolo-
giques, comme 1’ équilibre hydro-électrolytique (11), et celie de
COX-1 dans quelques processus pathologiques, y compris
Iinflammation et/ou I"hyperalgie (12}, ont éié suggérées.
Cependant, il est désormais bien établi que COX-2 est majon-
tairement respensable de la production exagérée de prostaglan-
dines en situation inflammatoire et que COX-1 supporte
Iessentie] de la production basale de prostaglandines gastro-
protecirices {3, 10). Par conséquent, la plopart des propriétés
thérapeutiques des AINS, 4 I’exception de leur effet antithrom-

botique potentiel, sembient liées & I'inhibition de COX-2 et .

Phospholipides membranaires

Acide urcchic{mique

«

COX-1 COX-2
Consfitutionnelle Inductible
(régulation) {adaptation)
AINS Inhibiteurs sélectifs
H c[ussiques ['] H de COX-2
Production basale Production stimulée

d'eicosanoides d'eicosanoides

v v

Physiologie+

Physiologie+++
Pathologie+++

Pathologie-

Figyre 1. Théorie des, COXs ef points d'impact des AINS.

La lettre de I'hépato-gastroentéroiogue - ne 2 - vol. IV - avril 2001

certains de leurs effets indésirables (digestifs notamment)
paraissent imputables 2 1'inhibition de COX-1.

Cette théorie des COXs a généré un effort intensif de la part
de Iindustrie pharmaceutique, pour trouver des molécules
susceptibles d’inhiber COX-2, sans inhiber COX-1. Ces
recherches ont conduit & la commercialisation du premier
inhibiteur sélectif de COX-2 (agrément du célécoxib par la
FDA {Food and Drug Administration] le 31/12/98), environ
10 ans aprés la découverte de cette enzyme, ce qui, compte
tenu des contraintes inhérentes au développement des médi-
caments, constitue un délai extrémement court. Ces tfravanx
ont également fourni des bases explicatives fondamentales &
I'inhibition distincte de COX-1 et COX-2 :

— les études cristallographiques aux rayons X (1~ cristallisation
de COX-1 ovine en 1994 et de COX-2 humaine en 1996) ont
révélé I"existence de différences structurales subtiles entre ces
enzymes {/3) : canal hydrophobe contenant le site actif COX
plus large dans COX-2 que dans COX-1 ; existence d’une
poche latérale supplémentaire dans le stte actif de COX-2 ; dif-
férences entre quelques acides aminés jouant un role discrimi-
nant dans I’encombrement stérique du site actif ;

— I"analyse des cinétiques d’inhibition des COXs par les AINS
a confirmé la singularité du mécanisme d’action de I’aspirine
{seul AINS bloquant irréversiblement les activités COXs) et a
révél€ la possibilité d’inhiber COX-2 plus durablement (inhibi-
tion d’interaction lente ou lentement réversible) que COX-1
(inhibition compétitive simpie ou rapidement réversible) (14).
Paraliélement, de nombreuses méthodes biologiques (enzymes
purifiées, lignées cellulaires, etc.) ont été développées pour le
criblage des médicaments, sur le principe de la comparaison
du pouvoir inhibiteur des molécules sur des systemes simpli-
fiés exprimant majoritairement et/ou exclusiverment COX-1 ou
COX-2 (15). L’ensemble de ces travaux a permis de définir la
notion de sélectivité des AINS, exprimée initialement sous la
forme du rappert des valeurs de CI,, (concentration inhibant
Factivité enzymatique de 50 %) vis-i-vis de COX-2 et
de COX-1 (sélectivité pour COX-2 traduite par un rapport
élevé si indice Cpyox/Crapcoxs OU UR rapport faible si indice
Crscox/ Crspcox.)» L2 premitre conséquence a été 1'établisse-
ment d'une nouvelle classificarion des AINS, selon leur sélec-
tivité d’inhibition des 1soenzymes de la COX, et non selon leur
structure chimique (/6). La prise en considération du pouvoir
inhibiteur des molécules sur les tissus cibles (articulation
inflammatoire, moquense gastrique, etc.) dans les modéles ani-
maux (I7), et du niveau d’inhibition des isoenzymes sanguines
{COX-1 plaguettaire, COX-2 lencocytaire), aprés prise orale
du médicament chez 'homme (18), est venue compléter la
définition de la sélectivité des AINS pour les COXs (79). Sur
la base de ces critéres de sélectivité, on distingue désormais
3 catégories dAINS : ‘

— les inhibiteurs non sélectifs des COXs (la majorité des
AINS classiques) qui inhibent 4 la fois COX-1 et COX-2 aux
posologies recommandées, 4 1'exception des posclogies anti-
thrombotiques d’aspirine (inthibition sélective ou préférentielle
de COX-1 selon la posologie) ;
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— les inhibiteurs préférentiels de COX-2 (comme Je méloxicam
Mobic® et le nimésulide Nexen®) dont la sélectiviié d'inhibition
sur COX-2 n’apparait gu'aux posologies minimales recomman-
dées ;

— les inhibiteurs sélectifs de COX-2 (comme le célécoxib
Celebrex® et le rofécoxib Vioxx®), parfois dénommés “inhibi-
teurs spécifigues de COX-2" ou “anti-COX-2” par abus de lan-
gage ou anglicisme, qui n’inhibent pas significativement COX-
1 aux posologies maximales recommandées.

17 est important de souligner I'intérét des études cliniques, qui
seules, permetient d'établir Ja sélectivité aux posologies répon-
dant A des critéres d’efficacité et en tenant compte des proprié-
tés pharmacocinétiques des produits (19). Toutefois, on ne dis-
pose actuellement que d’une sélectivité clinique vis-a-vis des

COXs sanguines, ce qul est pertinent par rapport aux enzymes .

tissulaires (pouvoir inhibiteur comparable d'un AINS sur la
COX-1 plaquettaire et sur une biopsie gastrique [20]), mais ne
rend pas compte des différences de concentrations pouvant
exister entre les compartiments, central (circulation sanguine)
et périphériques (muqueuse gastrigue par exemple).

PROPRIETES GENERALES DES NOUVEAUX AINS INHIBI-
TEURS SELECTIFS DE COX-2

Ces nouveaux AINS constituent la sous-classe des coxibs,
selon la nomenclature de 'OMS qui propose les segments-
clefs devant étre utilisés dans la dénomination commune inter-
nationale (DCI) des médicaments. Ils possédent des structures
chimiques qui les distinguent nettement de celles des AINS
classiques, notamment par la présence de plusieurs cycles aro-
matiques s’organisant en une volumineuse structure tfcy-
clique, par I'absence de fonction acide carboxylique ou éno-
lique et par la présence de groupements sulfonamide
(célécoxib, Laboratoires Searle-Pharmacia) ou méthylsuifone
(rofécoxib, Laboratoires Merck) (figure 2). Ces caractéris-
tigues structurales jouent un role discriminant essentiel dans la
sélectivité des molécules puisqu’elles leur permettent de péné-
trer dans le site actif {canal hydrophobe large) de COX-2 sans
pouvoir pénétrer dans le site actif (canal hydrophobe étroit) de
COX-1. De plus, I'encombrement stérique provoqué par ces
melécules et I'absence de fonction acide carboxylique, respon-
sable du positionnement des AINS classiques dans le site cata-
Iytigue de COX-2, favorisent un changement de conformation
(déformation) de ’enzyme et conduisent & une inhibition
durable de COX-2. En corollaire, aucun des AINS classiques
ne posséde les pré-requis structuraux pour assurer une inhibi-
tion sélective de COX-2, méme si tous les inhibiteurs sélectifs
brevetés par I'industrie pharmaceuntique n’ont pas nécessaire-
ment une structure proche de celle des coxibs commercialisés
(21). Les caractéristiques structurales des coxibs ont également
des conséquences pharmacologiques directes puisque, si
I’absence de fonction acide supprime théoriquement certaines
potentialités irritantes locales vis-a-vis de la muquense diges-
tive (voir 17 paragraphe), elle réduit considérablement I’hydro-
solubilité des molécules. Ces propriétés physicochimiques
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Figure 2, Structure chimigue des coxths (inhibiteurs sélectifs de COX-2),

concourent donc & la meilleure tolérance digestive des nou-
veaux AINS administrés par voie orale, mais nécessitent de
développer des pro-médicaments comme le parécoxab, qui est
la prodrogue d’un autre iphibiteur sélectif en développement,
le valdécoxib (Laboratoires Searle) (22), pour obtenir des
formes pharmaceutiques injectables. D”autre part, I’absence de
fonction acide des coxibs leur supprime la capacité de se fixer
avec une forte affinité sur certains sites particuliers de la molé-
cule d’albumine (23), forme majoritaire de transport des AINS
dans I’organisme, ce qui réduit les risques d’interactions médi-
camenteuses avec des médicaments acides, comme les anticoa-

‘gulants oraux ou les sulfamides hypoglycémiants, qui sont

défix€s de leur proi€ine de transport par les AINS classiques.
Enfin, la présence d’une fonction sulfonamide pose la question
d'une éventuelle réactivité croisée chez les patients ayant des
antécédents dallergie aux sulfamides. _

Chez I"homme, la biodisponibilité du célécoxib et du rofécoxib
apres administration orale serait respectivement de 65 et 93 %.
Le temps nécessaire pour atteindre la concentration plasma-
tique maximale {Tmax) est, en moyenne, de 2 i 4 heures pour
le célécoxib et de 2 & 3 heures pour le rofécoxib, avec cepen-
dant une grande variabilité interindividuelle pour. cette molé-
cule. Leur abserption est fatblement diminuée par la présence
d’anti-acides {réduction d’environ 10 % de I"aire sous la
courbe [ASC] des concentrations plasmatiques en fonction du
temps) et est légtrement retardée (décalage du Tmax de 142
heures), mais elle est parfois favorisée (augmentation de 10 2
20 % de I’ASC du célécoxib) par un repas riche en graisses.
Les coxibs sont fortement fixés aux protéines plasmatiques
(97 % pour le célécoxib, 87 % pour le rofécoxib), y compris a
1’albumine {mals avec une faible affinité), mais ils ont un
volume de distribution apparent élevé (300 2 600 1 pour le
célécoxib, environ 90 1 pour le rofécoxib) par rapport aux
AINS classiques, ce qui pourrait refléter leur plus grande lipo-
solobilité. Le franchissement des barrigres feetoplacentaire et
hémato-encéphalique et le passage dans le lait ne sont docu-
mentés que chez I'animal. Les coxibs sont majoritairement
métabolisés dans le foie (seulement 1 4 2 % éliminés sous
forme inchangée dans les urines et 3 % [célécoxib) & 14 %
[rofécoxib] dans les selles) par des réactions d’oxydation,
d’hydroxylation, de réduction et de glucuronoconjugaison
condulsant & des métabolites inactifs. Le CYP2C9, enzyme
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pour laquelie il existe un polymorphisme génétique, est princi-
palement responsable de l2 métabolisation du célécoxib, alors
que la contribution des cytochromes P450 est actuellement peu
documentée pour le rofécoxib. 1l faut cependant noter que les
variations du métabolisme hépatique seront la principale
source d’interaction médicamenteuse avec les coxibs. Ainsi,
I"administration concomitante d’inducteurs enzymatiques
comme la rifampicine (célécoxib, rofécoxib), le phénobarbital ou
la carbamazépine (célécoxib), diminue significativement les
concentrations plasmatiques de coxibs. De méme, I"administra-
tion concomitante de fluconazole, inhibitenr puissant du
CYP2C9, augmente significativement les concentrations plas-
matigues de célécoxib, alors qu’aucune modification des para-
meétres pharmacocinétiques des coxibs n’est observée en pré-
sence de kétoconazole, un inhibiteur puissant du CYP3A4. A
I'opposé, les coxibs ont des potentialités inhibitrices sur le
CYP2DG6 (célécoxib) et le CYPIA2 (rofécoxib) et sont suscep-
tibles d’augmenter les concentrations plasmatiques de médica-
ments qui sont leurs substrats (warfarine, tacrine, théophyliine
par exemple pour le rofécoxib, antidépresseurs tricycliques et
sérotoninergiques, neuroleptiques, pour le célécoxib). La demi-
vie d’élimination est de & 2 12 heures pour le célécoxib et
-d’environ 17 heures pour le rofécoxib, bien que cette dernidre
puisse varier de 9 4 21 heures selon la posologie admnistrée
(24, 25).

Les coxibs sont autorisés dans de nombreux pays, avec un suc-
cés commercial évident aux Etats-Unis (26), et sont désormais
disponibles en France (depuis le 21/04/2000 pour le rofécoxib,
avant 1a-fin de I'année pour le célécoxib). I est important de
souligner que, suite aux décisions de la FDA (Food and Drug

Administrarion), le célécoxib et le rofécoxib ont des indications

différentes aux Etats-Unis :

* célécoxib : traitement symptomatique de Ja polyarthrite rhu-
matoide (PR) chez I'adulie et de 1’arthrose (OA) (posologies
recommandées = 200 i 400 mg/jour en 2 prises pour la PR ;
200 mg/jour en 1 ou 2 prises pour I'OA).

« rofécoxib : traitement de la douleur aigué chez "adulte, dysmé-
norrhées primaires, traitement symptomatique de 1’arthrose
(posologies recommandées = 12,5 4 25 mgfjour en 1 prise dans
I arthrose, prise initiale de 50 mg/j dans le trattement de Ja dou-
leur).

En France, les indications du célécoxib seront identiques & celles
des Etats-Unis alors que le rofécoxib n’est actuellement indiqué
que dans le traitement symptomatique de I'arthrose. Les essais
+ cliniques ont montré que le célécoxib et le rofécoxib sont, aux
posologies précomisées et dans les indications retenues, signifi-
cativement plus actifs que le placebo et anssi actifs que les AINS
non sélectifs de référence (naproxine, ibuprofene, diclofénac,
nabumétone selon les cas) {25, 27-29). Les essais ont cependant
été réalisés essentiellement chez les patients arthrosiques ou
polyarthritiques, alors que les données demeurent peu nom-
breuses dans les autres modeles de douleurs (douleurs dentaires
ou postopératoires par exemple}, notamment en ce qui concerne
la comparaison avec le paracétamol (25, 30). En outre, I'inci-
dence des ulcérations gastro-intestinales (évaluation endosco-
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pique et/ou importance des pertes fécales de sang) au cours des
émdes cliniques & court terme (12 ou 24 semaines} est équiva-
lente & celle observée avec le placebo et stenificativement plus
faible que celle observée avec des AINS non sélectifs. De plus,
les premiers résultats de la surveiilance postmarketing du célé-
coxib aux Etats-Unis montrent que, aprés 6 mois de commercia-
lisation, la fréquence des effets indésirables graves, et notam-
ment celle des déces imputables & des incidents digestifs, est
environ 3 fois plus faible que ce qui est généralement observé
chez des patients prenant régulizrement un AINS classigue (37).
On peut cependant souligner que la réduction de I'incidence des
complications gastro-intestinales majeures pourrait &tre plus
modeste pour une durée de traitement de un an par le rofécoxib
(32). D’avtre part, bien que non négligeable, I'incidence cumu-
Iée des troubles dyspeptiques cliniques observée avec les inhibi-
teurs sélectifs de COX-2 est inférjeure 4 celle des AINS compa-
rateurs. Ironie du sort, un débat existe actuellement pour
déterminer si une différence de sélectivité d’inhibition de COX-
2, entre le rofécaxid et le célécoxib, pourrait expliguer un profil
différent d’effets indésirables digestifs entre ces molécules.

CONCLUSION

L’amélioration de la tolérance digestive semble |'avancée thé-
rapeutique la plus marquante de cette nouvelle génération
d’AINS. Elle permettra peut étre d'élargir le domaine d’utili-
sation des AINS classiques, sous réserve que d’autres effets
indésirables (rénaux, cardiovasculalres) ne viennent pas limi-
ter leur presciption prolongée. En ce sens, 'extension d’indi-
cation du célécoxib aux Etats-Unis (décembre 1999), dans la
prise en charge de Ia polypose familizle (800 mg en 2 prises
quotidiemmes [33]}, peut étre considérée comme 1’opportunité
de bénéficier des propriétés chimiopréventives des AINS (34),
dont I'utilisation dans le cancer rectocolique était jusqu'alors
limitée par le risque d’effet indésirable digestif grave. Des
études évaluent actuellement I'intérét des AINS sélectifs de
COX-2 comme complément de la chimiothérapie anticancé-
reuse (30), bien que 1'effet chimiopréventif des AINS ne
semble pas pouvoir étre étendu i I’ensemble des cancers (35).
Des essais cliniques sont également en cours dans la préven-
tion et Je ralentissement de la progression de la maladie &’ Alz-
heimer {30). Cette utilisation est justifiée, i la fois par des
études épidémiologiques, suggérant que les AINS prévien-
draient ou ralentiraient la progression des symptOmes, mais
awssi par les nombreuses manifestations inflammatoires asso-
ciées a Pactivation des astrocytes et de la microglie au cours
de la maladie (36). Il faut cependant rappeler que les AINS
inhibant sélectivement COX-2 ont des effets indésirables qui
peuvent relever des particularités structurales des inhibiteurs
(réactions allergiques par exemple} ou de I'inhibition de
COX.-2 elle méme {effets indésirables rénaux par exemple), et
que 'ensemble de ces effets ne sera pas corrigé par une
absence d’inhibition de COX-1. Ainsi, la confirmation du rdle
de COX-2 dans le maintien de 1"homéostasie ténale, chez les
patients en situation d’hyperfusion. pose le probléme de la
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tolérance des inhibiteurs sélectifs au loag cours (rétention
hydrosodée et potassique, réduction de Ia filtration gloméru-
laire ?) et notamment lorsqu’il existe une hypertension arté-
rielle. D ailleurs, des études sont en cours pour comparer les
effets tensionnels du célécoxid et du rofécoxib chez les
patients arthrosiques hypertendus {37). Les nouveaux AINS
inhibiteurs sélectifs de COX-2 font donc actuellement I’ objet
des précautions d’emploi usuelles des AINS et partagent la
plupart de leurs contre-indications. Leur apport thérapeutique
réel (indice bénéfice/risque) sera mieux défini lorsque des
essals cliniques ciblés sur I'étude de certains effets indési-
rables auront été réalisés (risques thrombo-emboliques notam-
ment) et que les systemes de pharmacovigilance auront, avec
un recul plus conséquent, recueilli des données incluant des
patients potentiellement % risque (sujets dgés traités an long
cours par exemple),
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111. ETUDE EXPERIMENTALE

III.1. Contexte général de I’étude

La découverte récente des 2 iso-enzymes COX-1 et COX-2 constitue d.onc une avanceée
majeure dans la compréhension des mécanismes d’action des AINS (inhibition de COX-1
responsable de leur effet anti-agrégant plaquettaire et de leurs effets indésirables digestifs et
inhibition de COX-2 résponsable de la majorité de leurs propriétés anti-inflammatoires,
analgésiques et anti-pyrétiques). Cette notion de sélectivité pour les 1s0-enzymes de la COX a
logiquement conduit 4 proposer une nouvelle classification des AINS, faisant appel & des
critéres enzymatiques (étude des pouvoirs inhibiteurs sur enzymes isolées, lignées cellulaires ou
sang total), pharmacologiques (étude des pouvoirs inhibiteurs aprés prise d’AINS dans le sang
total ou dans d’autres tissus cibles) et cliniques (étude du pouvoir inhibiteur de 1’activité
plaquettaire aux posologies utilisées en thérapeutique et fréquence des effets indésirables
digestifs). Les études cliniques avec les inhibiteurs sélectifs de COX-2 montrent une réduction
significative des effets indésirables digestifs sévéres pour une efficacité thérapeutique
équivalente & celle des AINS classiques et confirment Pintérét de cette nouvelle classification,
La description récente de nouvelles indications avérées (polypose intestinale familiale) et
potentielles des coxibs, tant dans le domaine oncologique (cancer colo-rectal en particulier)
que neurologique (démence sénile de type Alzheimer en particulier) explique I'intérét croissant
© pour cette classe thérapeutiqﬁe. Cependant, parce que COX-2 intervient .dans nbmbreux
processus physiologiques tels que I'homéostasie rénale, la vasodilatation et I'ihibition de
’agrégation plaquettaire, ou pathologiques tels que la cicatrisation de 'ulcére gastrique ou la
résolution des probeséus inflammatoires (coliques en particulier), il est possible qu’il faille &

I’avenir produire des molécules:
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— inhibant suffisamment COX-2 pour qu’elles possédent des propriétés inﬂamrﬁatoires
significatives, sans supprimer totalement la production dépendante de COX-2 de PGI; et de la
15-déoxy PGIJ, contribuant 4 la résolution de la phase tardive de P’inflammation, la régulation
de ’hémostase, du tonus vasculaire et de ’homéostasie rénale.
— épargnant suffisamment COX-1 pour ne pas entrainer d’effet indésirable gastrique séveére
tout en réduisant la production dépendante de COX-1 de PG potentiellement inflammatoires.
Bien que les effets thérapeutiques ou indésirables des AINS ne soient peut-étre pas
exclusivement lids & leur pouvoir inhibiteur sur les COXs, ces nouvelles connaissances
suggérent la nécessité de disposer a 'avenur d’outils précis pour évaluer le niveau d’inhibition
des 2 COXs par les molécules en développement.
Si la méthode sur sang total représente le « gold standard » aétuel pour mesurer le pouvoir
inhibiteur des AINS sur les COXs, il reste a déterminer:
— st la précision de cette méthode est suffisante pour déterminer assez finement le profil
.d’inhibition des COXs permettant d’apporter des indications utiles sur les effets thérapeutiques
ou indésirables cliniques a attendre des molécﬁles développées.
— si les courbes in vitro d’ichibition des COXs en fonction des concentration d’AINS
permettent, pour un AINS donné, de prédire & partir de ..sa concentration sanguine au pic et 4
I’équilibre, le niveau d’inhibition réellement mesuré ex vivo apres prise orale de ’AINS. Si
cette extrapolation est possible, la seule réalisation des études in vitro sur sang total
permettrait d’esﬁmer avec pi‘écision le niveau d’inhibition des COXs par les AINS en
connaissant leur concentration sanguine au pic et & I’état d’équilibre pharmacocinétique, ce qui

permettrait de se passer d’études cliniques plus contraignantes.
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II1.2. Objectifs

L’objectif de I'étude était de comparer chez le volontaire sain, en utilisant le systéme sang total,
le pouvoir inhibiteur de 3 AINS ayant une efficacité clinique similaire et un profil d’inhibition
des COXs différent dans pIusieufs systémes in vitro: 'ibuproféne (inlmbiteur réputé préférentiel
de COX-1), le diclofénac (possédant un profil d’inhibition équilibré entre les 2 iso—enzyrﬁes) et
le ﬁlélomcam (inhibiteur réputé préférgntiel de COX—Zj afin de déterminer:

— la vartabilité des mesures d’inhibition in vitro et ex vivo (variation intra- et interindividuelle)

avec le systéme sang total

—> s1 les résultats obtenus par la méthode sang total in vitro permettent de prédire de mameére
acceptable les résultats obtenus par la méme méthode ex vivo, c’est & dire aprés prise orale
d’AINS, et ceci & des moments ayant une pertinence pharmacocinétique (pic sérique aprés

prise unique ou répétée de médicament)

— si pour le méloxicam, I'inhibition préférentielle dé COX-2 observée in vitro dans différents
modeles est également observée ex vivo en situation thérapeutique (7,5 mg/)

— Pimportance de la fixation protéique et pour I'ibuproféne, de l-’inveréion chirale, dans la
mesure du pouvoir inhibiteur des AINS sur les COXs

En effet, en raison de la forte fixation protéique des AINS (>90%), et en particulier a
Palbumine, il est important de savoir si les résultats in vifro et ex vive obtenus sur sang total
chez le sujet sain éont extrapolables aux situations inflammatoires (polyarthrite rhumatoide)
dans lesqueﬂés I"albuminémie est signiﬁcativemént diminuée. Parce que la fraction libre des
médicaments augmente significativement en condition inflammatoire, les résultats in vitro et ex
vivo seront analysés en considérant les concentrations libres, seules actives, et les

concentrations totales des médicaments.
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—> si le profil d’inhibition des COX sanguines a des répercussions sur le pouvoir inhibiteur des

AINS sur les prostaglandines urinaires (PGE;, PGF,,)

I11.3. Descriptif de I’étude

IIL.3.1 Caractéristiques de I’étude

I s’agit d’un essai croisé, a 6 bras, randomisé (attribution aléatoire des traitements par table de
permutation) et ouvert (anonymat au niveau des dosages). L’étude a été réalisée dans le
Service de Rhumatologie Clinique du CHU de Nancy disiaosant d’un agrément pour la
réalisation d’études de recherches biomédicales sans bénéfice individuel direct. Les dosages de
TXB,, de PGE2 et de médicaments ont été réalisés dans le Département de Pharmacologie
Clinique du CHU de Nancy, UMR 7561,. Centre National de la Recherche Scientifique-
Université Henri Poincaré Nancy I, Vandceuvre-lés-Nancy. Cette étﬁde a €té supportée par un

financement (971016) de ’AFSSAPS et sa promotion a été assurée par le CHU de Nancy.

II1.3.2 Nombre de sujets nécessaires

. Le nombre de sujets inclus a été retenu en tenant compte des données de la littérature relatives
aux fluctuations des taux sériques de TXB, produit au cours de la coagulation [17, 32], des
taux plasmatiques de PGE; produite apres stimuIatibn par une endotoxine bactérienne [17] et
de préstaglandines urinaires [32, 231]. Ces résultats suggérent que, chez le sujet sain, les
parameétres sanguins ont un ceefficient de variation de 10 a 30 % et que les parameétres urinaires
ont un ceefficient de variation de 20 & 40 %. Si 'on considére comme significative une
réduction de la production d’eicosancides d’au moins 50 %, que I'on choisit un risque o de
premiére espéce de 5 % et un risque de seconde espece 3 de 5 %, le nombre minimal de sujets

nécessaires pour cette étude, calculé selon la formule de POCOCK, est de 21.

61



II.3.3 Choix des AINS et de leur posologie

Les AINS testés ont été sélectioﬁnés en raison

— de leur efficacité comparable dans la polyarthrite rhumatoide et/ou les poussées congestives
d’ arthrose,

— de leurs différents proﬁis de sélectivité pour les iso-enzymes de COX dans les systémes in
vitro: inhibition préféreﬁtielle de COX-1 pour l’ibuprc.)fér_le, inhibition équilibrée des 2 iso-
enzymes pour le diclofénac, inhibition préférentielle de COX-2 pour le méloxicam,

—>» de leur appartenance aux 3 principales classes bhimiques d’AINS (arylpropioniques,
arylcarboxyliques, oxicams)

— de Ieﬁr demi-vie différente: demi-vie courte pour 'ibuproféne et le dicioféﬁac ou demi-vie
longue pour le méloxicam.

La posologie sélectionnée corres.pond 4 la moitié de leur posologie maximale 'recommapdée
[42, 43, 50], ce qui correspond en pratique clinique a4 une posologi.e anti-inflamematoire
d’entretien utilisée dans les études cliniques des AINS dans I'arthrose. Les sujets ont pri_s
successivement dans un ordre aléatoire du diclofénac 75 mg LP (Voltaréne), un le matm
(Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France), ou‘du méloxicam 7,5 mg (MOBIC®), 1 le matin
(Beehringer Ingelheim, Biberach, Allemagne) ou de I'ibuproféne 400 mg (BRUFEN®), 1 le
matin, 1 4 midi et 1 le soir (400 mg) (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France). L’observance a
été contrdlée par un appel téléphonique, le comptage du nombre de comprimés restants et le

dosage de I’AINS consommé. |

I11.3.4. Choix des fenétres thérapeutiques entre 2 traitements successifs

Les fenétres thérapeutique ont été adaptées aux caractéristiques pharmacocinétiques des

produits: demi-vie de I’ibuproféne de 2 h , du diclofénac de 3 h, soit une fenétre de 2 jours
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aprés traitement par ibuproféne ou diclofénac; demi-vie du méloxicam de 20 h, soit une

fenétre d’au moins 5 jours apres traitement par méloxicam.

IIL3.5. Choix des temps de mesures du pouvoir inhibiteur sur les COXs aprés prise orale

Les mesures du pouvoir inhibiteur sur les COXs apres prise orale des AINS ont été réalisées a

des moments déterminés en fonction des données pharmacocinétiques de la littérature:

— pour les dosage sanguins : - au -pic de concentration (2 h 30 apres la prise d’ibuproféne, 3 h
30 apres la prise de dicldfénac, 5 h 30 aprés prise de méloxicam) et - & 1’état d’équilibre
pharmacocinétique (aprées 2 jours de traitement pour l’iBuproféne, 3 jours de traitement pour le
diclofénac et 5 jours de traitement pour fe méloxicam) et au pic (2 h 30 aprés la derniére prise
d’ibuproféne, 3 h 30 apres la derniére prise de diclofénac, 5 h 30 aprés la derniére prise de

méloxicam).

—> pour les dosages urinaires : - Les mesures des eicosanoides urinaires ont été réalisées la
veille de chaque traitement (soit 3 recueils) et a I’état d’équilibre pharmacocinétique soit
apres 2 jours de traitement par ibuproféne, 3 jours de traitement par diclofénac et 5 jc.mrs-‘de
traitement par mélo;d-cam. |

Les 6 groupes de 4 sujets sont donc répartis conume suit:

Meéloxicam (6]) / Wash-out (7j) / Touproféne (3j) / Wash-out (2j) / Diclofénac (4j): 4 sujets
Méloxicam (6) / Wash-out (. 7]). / Diclofénac (4j) / Wash-out (2j) / Ibuproféne (3j): 4 sujets
Ibuproféne (3j) / Wash-out (2j) / Méloxicam (6j) / Wash-out (7j) /Diclofénac (4j): 4 sujets
Tbuproféne (3j) / Wash-out (2j) / Diclofénac (4]) / Wash-out (2j) / Méloxicam (6j): 4 sujets
Diclofénac (4j) / Wash-out (2j) / Touproféne (3)) / Wash-out (2j) / Méloxicam (6)): 4 sujets
Diclofénac (4j) / Wash-out (2j) / Méloxicam (6j) / Wash-out (7]} / Ibuproféne (3]): 4 sujets

Les durées des différentes séquences correspondent au temps de traitement + 1 jour
supplémentaire pour les recueils des urines de référence.
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médicamenteuses et de recueils de sang et d’urines dont un exemple est montré ci-dessous

Prélévements Posologie
Urines 24 h -
Sang: 7h - 8h (Ty) 75mga8h
Sang: 13h - 14 h (Tp)
- 7,5mga8h
- 75mgasdh
- 75mga8h
Sang: 13h - 14 h (TP 75mgash
Urines 24 h
WASH-QUT WASH-OUT

Prélévements

Pasologie

Urines 24 h -
Sang: 11h - 12h (Ty) 400 mgal2h
Sang: 145 - 15h (Tp) 400 mga20h
- 400mgas8h .
- 400 mga 12h
- . 400 mga20h
Sang: 10h - 11 h (T  400mga8h
Urmes 24 h
WASH-OUT WASH-OUT

Prélévements Posologie
Urines 24 h -
Sang: 7h -8 (Tg) 75mgadh
Sang: 11h - 12h (Ty)
- T5mga8h
Sang: 11h - 12h (Ty) 75mga8h
Urines 24h

Tableau 4: Exempie de protocole remis aux sujets du groupe 1 dont la
séquence de prise des AINS est: méloxicam / ibuproféne / diclofénac T: état

basal (absence de médicament) ; T, aprés prise unique de médicament (effet inhibiteur an

pic plasmatique ; T¢ état final (effet inhibiteur & 17état d’équilibre).

Pour chaque groupe a été éditée une feuille récapitulative des horaires et jours de prises
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II1.4. Sujets et méthodes

IM.4.1. Critéres démographiques et d’inclusion de la popu!ation étudiée

Ont été inclus dans I’étude 24 sujéts de sexe masculin, ambulatoires, d’4ge moyen 23 * 2 ans,
de taille moyenne 1,80 + 0,08 m et dont le poids moyen était dans les 20% des valeurs idéales
définies par la Metropolitan Life Insurance (poids moyen de 68,8 kg; extrémes, 52,0 4 96,0
kg). 11 s’agissait de sujets en bonne santé d’aprés 1.’interrogat0ire. N’ont pas été inclus les
sujets ayant ﬁne pathologie aigué ou chronique, en particulier hépatique et rénale, une allergie
aux AINS et/ou des antécédents d’ulcére, de perforation , de saignement ou de chirurgie 4
I'estomac ou au duodénum et/on présentant des douleurs ou une malfonction gastro-
' intestinaies qui pourrait interférer avec ’absorption du médicament (y compris diarrhée).
Etaient aussi exclus les sujets pfésentant des troubles de la coagulation ou recevant des
traitements interagissant avec ’hémostase, ayant une consommation tabagique supérieure & 10
cigarettes par jour, ayant participé a tout autre essai clinique ou pharmaceutique dans les trois
mojs précédant I’étude ou pendant un délai imposé par un essai antériepr supéﬁeur a trois
mois, les sujets ayant eu une perte sanguine de 400 ml ou plus dans les trois mois précédant
I’étude (don du sang), les sujets ayant atteint le plafond d’indemnités de 25 000 Francs (3810
Euros) au cours des douze dernieré mois ou atteigﬁant ce plafond lors du versement de
Pindemnité prévue dans cette étude.

Les sujets ont énsuite bénéficié d’un examen médical. Etaient exclus, les sujets dont la pression
artérielle systolique n’était pasrcomprise entre 100 et 140 mm Hg et diastolique entre 50 et 90
mm Hg. Etaient exclus, les sujets dont la fréquence cardiaque n’étatent pas comprisé entre 45
et 100 battements par minute, aprés un repos en décubitus de cing minutes. Pour pouvoir étre
inclus dans I'étude, les sujets devaient avoir un électrocardiogramme sans anomalie et des

capacités mentales, culturelles et intellectuelles suffisantes pour comprendre les consignes et
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souscrire a un tel protocole en toute indépendance. Avant inclusion définitive, les sujets ont
bénéficié d’un bilan biologique qui devait étre normal, incluant sérologie HIV; et HIV,
négative, antigéne Hbs négatif, sérologie HCV négative, NFS, ionogramme sanguin, dosage

des transaminases et de la protéine C réactive normaux.

Les sujets ne devaient prendre, aucun médicament pendant une période s’étendant de 2
semaines avant le début de 1’étude jusqu'a la fin de I"étude, et en particulier pas d’aspirine ou
d’AINS. En cas de prise médicamenteuse, ils s’engageaient a en informer I’investigatéur
principal,'qui.déciderait alors d’une sortie de ['étude. Par ailleurs, les sujets devaient étre |
affiliés & un régime de Sécurité Sociale. L’étude a été approuvée par le Comité d’Ethique de
Nancy et tous les sujets ont signé un consentement 'éclairér(cf.. annexes).

Les caractéristiques d’éligibilité de chaque volontaire préssenti pour entrer dans Pessai, qu’il
ait été inclus définitivement ou non ont été conservés par I'investigateur. Pour préserver la
confidentialité liée a ces données, les volontaires n’ont été ideﬁtiﬁés que par leurs initiales et
leur date de naissance. Pendant toute la durée de l’étude,-les volontaires ont disposé d’un
muméro de téléphone qui leur a permis de joindre a tout moment Jes investigateurs en cas
d’effets indésirables. Pour ne pas déséquilibrer I’analyse statistique de !’étude, toute sortie
prématurée aurait été remplacée par une nouvelle inclusion, 'mai-s aucun événement n’a été
signalé.

L’ensemble des données a été regroupé dans un cahier d’observation élaboré pour I’étude.

IM.4.2. Etude du pouvoir inhibiteur des AINS ex vive
Les échantillons sanguins ont été obtenus par ponction veineuse au pli du coude et, soit
- immédiatement aliquotés et incubés au bain-marie & 37°C (étude sur COX-1), soit maintenus

dans la glace jusqu’a manipulation (étude sur COX-2).
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— Mesure du pouvoir inhibiteur sur COX-1 plaguettaire

Avant chaque traitement, aprés prise unique et a I’état d’équilibre, 2 aliquotes de 1 ml de sang
total ont €té mcubées 1 heure a 37°C au bain-marie dans un tube en verre. Le sérum a été
recueilli par centrifugation et conservé a -20°C jusqu’aux dosageé du TXB, par
immunoenzymologie et du médicament étudié par CLHP.

Cette méthode a été retenue aprés réalisation d’études chez le rat et chez I’homme visant &
comparer la production de TXB; mduite par la formation de thrombine au cours de la
coagulation spontanée (1 h & 37° C) et la productidn étimulée de TXB: par I’ionophore
calcique A 23187 (50 pM a37° C pendant 30 ou 24 h d’incubation, et méme 30’ ou 1 h aprés
23 h 30 ou 23 h de pré-incubation) comme indicateur de l’activité de COX-1. La production de
TXB, par le ionophore calcique s’est avérée moins reproductible chez un méme sujet que la
production de TXB; lors de la coagulation spontanée. Bien que le temps d’activation de COX-
1 soit plus court {quelques munutes de coagulation) que cehn de COX-2 (24 heures), nous
avons opté pour la iaroduction de TXB, pendant la coagulation, en raison, non seulement, de
sa meilleure reproductibilité mais aussi parce qu’il s’agit d’un processus physiologique qui est
d’ailleurs la méthode la plus souvent employée dans la littérature, ce qui autorise la

comparaison de certains résultats.

— Mesure du pouvoir inhibiteur sur COX-2 leuﬁocytaire

Avant chaque traitement, apréé prise unique, et a I’état d’équilibre, 2 aliquotes de 1 ml de saﬁg
total ont été recueillies sur 10 Ul d’héparinate de sodium et préincubées 15 minutes & 37°C
en présence de 10 pg/ml d’aspirine (inactivation de la COX-1 plaquettajr:a)j Le sang a
ensuite été incubé 24 heures a 37°C en présence de 10 pg/ml de LPS d’Escherichia coli
(026.B6). Les plasmas ont été recueillis par centrifugation et conservés a -20°C jusqu’au

dosage de la PGE, par immunoenzymologie.
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Cette méthode a été retenue aprés avoir réalisé des études visant & comparer les résultats de la
production d’eicosanoides sériques (TXBQ ou plasmatiques (PGE;) par ELISA aprés dilution
appropriée des échantillons (du 1/5° au 1/200%) dans du tampon ETA et aprés déprotéinisation
des prélévements par 1'acétonitrile ou le méthanol ou encore éprés extraction des médiateurs
- sur des mini-colonnes chromatographiques (Sep-pak®, Millipore, France). La ditution avec le

tampon EIA s’est évérée étre la méthode la plus simple et la plus reproductible.

— M ésure des eicosanoides urinaires

Les urines de 24 h ont été recueillies dans des bidons sans conservateur et les aliquotes ont été
conservées a -20°C jusqu’au dosage 'des eicosanoides par immunoenzymologie. (Cdscade
Biochem Limited, Bershire, Royaume-Uni pour PGE2; Correlate-EIA, Assay'Designs Inc.,
Ann Arbor, USA pour PGF,,). Si la prostaglandine F,, est préférée 4 la prostaglandine E,
dont les taux urinaires sont fluctuants chez ’homme, en particulier en raison d’une production
s.éminale, nous avons cependant effectué les 2 dosages. Les taux de prostaglandine E2 et Fa,
ont été corrigés par la créatininurie par dosage colorimétrique (Procédure n° 555, Sigma
Diagnostics, France) pour tenir compte de la capacité excrétrice répale. La diurése a été

mesurée extemporanément avant congélation des échantillons.

— Dosage des médicaments

La recherche .d’une prise ocbulte d’AINS et le dosage de la concentration totale du
médicament étudié, et éventuellement de ses métabolites, ont été réalisés par &ﬁalyse
chromatographique (CLHP) aprés extraction d’un échantillon de plasma acidifié (Lapicque et

al, J. Chromatogr., 1989, 496:301-20).
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Le systéeme chromatographique est composé d une pompe de type 510 avec un détecteur UV a
longueur d’onde variable de type 486, associé a une anglyse de type informatique effectuée 2
Paide du logiciel Millenium de Waters Associates (St Quentin en Yvelines, France).

Pour le dosage proprement dit, on ajoute aux échantilfons de plasma ou de serum (200 uL) 1
ng d’acide (benzoyl-4-phenyl)-2-butyrique (Specia, Vitry, France) uﬁlisé comme standard
interne. L’ensemble est ensutte extrait avec de I’éther diéthylique (3 mL) aprés acidification
avec 0,1 mL d’acide chlorhydrique IM. Aprés eévaporation sous flux 'd’azote, les extraits sont
repris par 100 pL de phase mobile constituée d’acétonitrile et d’acide acétique & 0.3%, volume -
pour volume, puis chrématographiés dans les conditions suivantes: débit de. I ml/min,
séparation sur colonne C18 (100 X 8 mm de diamétre interne) insérée dans un module de
compreésio.n RCM-10 (Waters), détection des pics a 230 nm pour le diclofénac, 280 nm pour
P’ibuproféne et 360 nm pour le méloxicam.

Pour I'ibuproféne, les concentrations des énantiomeéres R- et S- ont ¢té mesurées en utilisant la
méme méthode légérement mc_)diﬁée. Les extraits secs ont été déri\}atisés selon la méme
méthode que pour le kétoproféne en ajoutant 100 pL de triéthylamine & 50 mM dans de
["acétontrile, puisl SOpL d’éthylchloroformate a 60 mM (Merck) dans de 1’acétonitrile pendant
30 secondes puis 50 pL de L-leucinamide 4 IM dans 1M de triéthylamine dans du méthanol
pendant 2 minutes & fempérature ambiante (Presle-1998). La réaction a été stoppée en ajoutant
50 uL d’eau distilée. Les échantillons ont ensuite été chromatographiés et €lués en utilisant la
phase mobile suivante (Na,HPO,4 50 mM ; acétonitrile ; triéthylamine) ou le pH a été ajusté a
7.0 avec de I’acide phosphorique. Les énantiomeéres ont été détectés a une longueur d’onde de

223 nm.
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> Fractions libres des AINS

Les fractions libres des AINS ont été déterminées par la méme méthode HPLC aprés dialyse 4
I’équilibre. L équilibre de dialyse a été obtenu sur un appareil Dianorm (Braun ScienceTec, Les
Ulis, Frénce), équipé de cellules de 1 mL et de membranes Spectrapor 2 (limites 12 & 14 kDa),
& 37°C dans un bain thermostaté. Les échantillons de 1 mL ont été dialysés pendant 3 heures
- contre 1 mL de tampon phosphate a 67 mmol/L. (pH 7), ce temps pen:riettaut d’atteindre
I’éqﬁﬂibre pour tous les AINS. Les échantillons collectés ex vivo aprés prise d’ibuproféne ét.in '
vitro avec les AINS ont été anaiysés aprés addition de 20 ug/mL de diclofenac, ou de

méloxicam ou d’ibuproféne racémique.

— Biologie de routine
Un dosage sérique de la protéine C-réactive, de la créatinine, des enzymes hépatiques et une
NFS avec compte plaquettaire ont été réalisés tout au long de I'étude, afin de vérifier I’absence

d’effet indésirable biologique des AINS.

I11.4.3. Etude du pouvoir inhibiteur des AINS in vitro

— Mesure dy pouvoir inhibiteur sur COX-1[180]

Avant toute prise ¢’ AINS, le volume sanguin suivant est prélevé: 34,5 ml dont 2,5 ml sur
complexon pour NFS. Pour mesurer le pouvoir inhibiteur sur COX-1, des aliquotes de 1 ml de
sang total sont incubées 1 heure a 37°C au bain-marie dans des tubes en verre et .en présence
de différentes concentrations d’AINS. Les AINS ont été dilués dans du DMSO (Sigma, Saint-

Quentin Fallavier, France) puis déposés dans les tubes sous un volume de 5Sul de fagon a

obtenir des concentrations théoriques finales de 10" 4 10”° M aprés ajolit de 1 ml de sang. Pour -
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chaque sujet, une série de 22 aliquotes a été.répartie comme suit: quatre aliquotes sans
médicament, six aliquotes avec ibuproféne (concentratioﬁs finales de 10* a 10° M), six
aliquotes avec méloxicam (concentrations finales de 10* & 10° M), six aliquotes avec
diclofénac (concentrations finales de 10™ & 10° M). Aprés incubation, les sérums sont recueillis
par centriﬁlgation & 2000 tours/minute pendant 10 minutes et conservés a -20°C jusqu’au
dosage immunoenzymatique du TXB,. (métabolite stable du TxA,) (Cascade Biochem Limited,
Bershire, Angleterre). Un tube sec de 10 mi permet de réaliser le dosage des protéines sériques

et le screening des AINS (vérification de I’absence de prise occulte).

— Mesure du pouvoir inhibiteur sur COX-2 [180]

Avant toute prise d’AINS, le volume sanguin suivant est prélevé: 27 m! dc;nt 2,5 ml recueillis
sur complexon et 24,5 ml sur héparinate de sodium (10 Ul pour 1 ml de sang). Pour mesurer le
pouvoir mhibiteur sur COX-2, des aliquotes de 1 ml de sang total hépariné (10 1U d’héparine
Choay, France) sont préincﬁbées 15 minutes 4 37°C en présence de 10 ug/ml d’aspirine
(Sigma, Saint-Quentin fallavier, France) pour inactiver Ia COX-1 plaquettaire, Les échantillons
sont ensuite incubés -24 heures 4 37°C en présence de 10 ug/inl de LPS (Escherichia coli
026.B6) (Sigma, saint-Quentin fallavier, France) et soit de DMSO seul (5 pl), soit de 5 pl
d’une solution de DMSO contenant différentes concentrations d’AINS pour obtenir des
concentrations finales de 10™ 2 10° M aprés ajoit de 1 ml de sang. Pour chaque sujet, une
série de 22 aliquotes a été préparée comme suit: quatre aliquotes sans médicanﬁent, Six
aliquotes avec ibuproféne (concentrations finales de 10* a 10”7 M), six aliquotes avec

-9

méloxicam ({concentrations finales de 10* a 107 M), six aliquotes avec diclofénac

(concentrations finales de 10" 4 10° M). Aprés incubation de 24 heures, les plasmas sont

recueillis par centrifiugation de 2000 tours/minute pendant 10 minutes et conservés a -20°C
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jusqu’au dosage immunoenzymatique de la prostaglandine E; (PGE,;) (Cascade Biochem

Lirmted, Bershire, Angleterre).

—» Dosage des médicaments

Nous évons dans un premier temps, vérifié par dosage que la quantité d’AINS présente dans
les tubes préaliquotés permettait d’obtenir de mamére reproductible des concentrations
sanguines finales théoriques de 10™ 4 10° M par ml de sang total.

Les concentrations d’AINS sériques, aprés coagulation spontanée pour COX-1, et
plasmatiqﬁe, aprés incubation de 24 heures avec le LPS pour COX-2, ont été déterminées par
la méme méthode chromatographique que pour I'étude ex vivo. Cette mesure _
chromatographique des AINS ajoutés de maniére exogene (quantité connue) a permis
d’évaluer la ca_pacité des AINS 2 se répartir entre les globules rouges et le plasma ou le sérum.
En raison des limites de détection de la méthode chromatographique, les concentratioﬁs
plasmatiques des AINS ont été mesurées pour les échantilions contenant au moins 1 pmole/l
d’ AINS et le facteur de correction calculé sur les 3 plus importan_tes concentrations ( 10° M ;
1.0'5 M, et 10* M) a été appliqué & 'ensemble des concentrations (10* M 107 M). Dans
I’hypothese ou les AINS ne rentrent pas dans les globules rouges, le facteur correctif suivant
[100/(100 - hématocrite)] devratt étre utilisé pour conveﬁir les concentrations sanguines
totales en concentrations plasmatiques. Les fractions libres des AINS sont déterminées par la

~ méme méthode apreés dialyse & I’ équilibre.

1I1.4.4. Analyse statistique
L’inhibition de TXB; et de PGE, par les AINS a été calculée sous la forme de pourcentage du
niveau de base chez un méme sujet. L’inhibition des COXs a été modélisée en utilisant

I’équation mathématique analogue 2 la function de Hill: Y = [a-d/(1+(X/c)’] + d, ot X and Y
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représentent la concentration molaire et le pourcentage d’inhibition des AINS respectivement;
a, b, c et d sont les paramétres de 1’équation [48].

Le lissage des résultats expérimentaux a été réalisé par la mimimisation de la fonction objective,
définie comme la somme des déviations au carré entre la réponse prédite et expéfimentale. Le
meilleur lissage a été observé pour un potds a 1/Y. Cette équation é été utilisée pour obtenir
des courbes sigmoides ayant pour abscisse la concentration de ’AINS et en ordonnée la
réponse en terme d’inhibition de la production de TXB; pour COX-1 et de PGE, pour COX-2
afin de calculer les ICs et les ICx (cdncentrations d’AINS inhibant 50% ou 80% de la
production de TXB; pour COX-1 et de PGE; pour COX-2). Le lissage a été réalisé pour
chaque AINS chez chaque patient (24 courbes, 24 ICso et 24 ICq, permettant de définir une
moyenne des 1Cs; et des ICgq). La moyenne des niveaux d’inhibition pour chaque concentration
d’AINS a permis de construire une courbe d’inhibition moyenne et de calculer des ICsg et 1Cq
moyennes pour COX-1 et COX-2.

Apres avoir exclu un effet séquence par une analyse multivariée de type ANOVA, les résultats
ex-vivo ont été combinés sans différencier la séquencé. Pour cha(jue AINS, les comparaisons
entre prise unique (concentration maximale ou pic) et répétée {concentration équilibre
maximale ou pic—équilibre) en termes de concentratiﬁn plasmatique des AINS et d’inhibition
des:COXs ont été réalisées avec le test 7 de Student. La limite de significativité statistique a été
retenue a 5%. |

A partir des courbes in vitro d’inhibition des COXs selon la concentration d’ AINS dans le sang
total des AINS et du facteur de correction érythroplasmatique propre a chaque AINS, des
courbes ont été reconstruites individuellement pour les concentrations plasmatiques des AINS
A Taide de ces courbes plasmatiques et en considérant les concentrations plasmatiques
mesurées aprés prise unique ou répétée des AINS, nous avons déterminé des valeurs
théoriques d’inhibition de la synthése de TXB; pour COX-1 et de celle de PGE; pour COX-2.
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Ces valeurs théoriques ont été calculées a la fois & partir des courbes d’inhibition individuelles
et moyennes pour les concentrations mesurées au pic et & I’équilibre. Elles ont ensuite été
comparées aux niveaux d’inhibition réellement mesurées ex-vivo aux mémes temps, en utilisant
les intervalles de confiance 4 95% de la différence relative centrée [(théorique - observée) /

observée], les intervalles [-0.25 ; +0.25] étant choisis comme significatifs.

II1.4.5. Annexes
111.4.5.a. Note d’informations destinées aux sujets

Monsieur,

Nous vous proposons de participer a une étude visant & comparer la sélectivité d’action, sur les
- cyclooxygénases (COXs), de trois anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) bien connus et
largement utilisés en thérapeutique, le diclofénac (Voltaréne® LP), le méloxicam (Mobic®) et
I'tbuproféne (Brufen®). Ces molécules vous seront administrées par voie orale, aux posologies
recommandées (indications de [’autorisation de mise sur le marché) pour obtenir un effet anti-
inflammatoire au long cours. '

Pourquoi réaliser cette étude ? :

Le but de cette étude est d’étudier le mécanisme d’action de médicaments, les AINS, en
considérant que la cible (cyclooxygénase ou COX) sur laquelle ils agissent existe sous deux
formes trés différentes dans I’organisme. Ainsi, une forme appelée COX-1 serait toujours
présente et produirait des substances (prostaglandines) participant au bon fonctionnement de
lorganisme. En revanche, lautre forme appelée COX-2 serait présente en situation
pathologique et produirait un excés de prostaglandines participant aux maladies. Sur la base de
ces différences, il semble possible de séparer les effets bénéfiques des AINS sur les maladies de
leurs effets indésirables sur I"organisme. En effet, leurs effets bénéfiques (diminution de la
douleur par exemple) seraient dus majoritairement a4 une action (diminution d’activité) sur
COX-2 tandis que leurs effets indésirables digestifs ou rénaux seraient dus majoritairement &
une action (diminution d’activité) sur COX-1. Des cultures de cellules humaines ou animales
ont été utilisées pour étudier la diminution d’activité de COX-1 et de COX-2 par les AINS.
Ceci a permis de comparer les médicaments selon leur action préférentielle (ou «sélectivitén)
sur COX-1 ou COX-2. Cependant, aucune culture de cellules ne reproduit la complexité de
I’organisme, de sorte que 'on ignore actuellement les niveaux de diminution d’activité de
COX-1 et de COX-2 lorsque les AINS sont prescrits chez 'homme. C’est pourquoi nous
souhaitons comparer 3 AINS qui ont, dans des cultures de cellules, des comportements
différents vis 4 vis de COX-1 et de COX-2 afin de vérifier si ces différences sont retrouvées
chez ’homme en situation de prescription médicamenteuse.

Comment se déroule Iétude ?
Cette étude, d'une durée totale de 23 jours, comporte 6 visites, dans le service de

Rhumatologie (Hopital de Brabois, 56M€ étage).
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Lors de votre premiére visite, nous vous demanderons de remplir un questionnaire
(age, taille, poids, tabagisme, antécédents médicaux, affiliation 4 un régime de sécurité sociale)
et vous bénéficierez d’un examen clinique avec prise de la pression artérielle, mesure de la
fréquence cardiaque, électrocardiogramme, au terme duquel votre médecin vous proposera de
participer ou non & cette étude.

En particulier, nous ne pourrez pas participer & cette étude si vous présentez des
antécédents: d'allergie avérée aux AINS (notamment survenue de crises d'asthme apres prise
d'aspirine), d'ulcére gastroduodénal, de hernie hiatale ou dhémorragie digestive ou une
insuffisance hépatocellulaire ou rénale sévéres ou que vous étes porteurs dun lupus
érythémateux disséminé. De la méme maniére, vous ne pourrez pas participer & cette étude si
vous bénéficiez d'un traitement par I'un des médicaments suivants qui sont une source
potentielle d'interaction médicamenteuse: autre AINS, aspirine, anticoagulants oraux,
héparines, sulfamides hypoglycémiants, sels de lithium, ticlopidine, methotrexate, diurétiques,
antihypertenseurs (f3-bloquants, inhibiteurs de lenzyme de conversion de I'angiotensine),
digoxine. -

En cas de participation & cette étude, nous réaliserons un prelevement urinaire et
sanguin afin de contrbler ’absence de prise récente d'anti-inflammatoires. L'étude consiste &
prendre successivement les trois traitements par anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)
selon un ordre défini au hasard. Les AINS seront pris par voie orale, accompagnés d un grand
verre d’eau, selon les schémas posologiques suivants: un comprimé a 7,5 mg de méloxicam a 8
h pendant 5 jours; un comprimé a 400 mg d’ibuproféne 4 8 h, 4 12 h et a 20 h pendant 2 jours
puis un comprimé a 400 mg d’ibuproféne a 8 h le troisieme jour; un comprimé a 75 mg de
diclofénac & 8 h pendant 3 jours. Entre deux traitements successifs sera réalisée une fenétre
thérapeutique (période d’arrét de toute prise médicamenteuse) de 7 jours aprés traitement par
le méloxicam, de 2 jours aprés traitement par ibuproféne et diclofénac.

Un recueil des urines de 24 heures vous sera demandé avant chaque traitement anti-
inflammatoire (soit 3 recueils) et aprés 5 jours de traitement par méloxicam, 4 jours de
traitement par ibuproféne et 3 jours de traitement par diclofénac (soit 3 recueils). Nous aurez
" une prise de sang avant chaque nouveau cycle thérapeutique (soit 3 prélévements), au pic de
concentration sanguine du médicament (5 h 30 aprés la premi¢re prise de méloxicam, 2 h 30
aprés la premiére prise d'ibuproféne, 3 h 30 apres la premiére prise de diclofénac) (soit 3
prélevements) et 4 I'état d'équilibre pharmacocinétique de chaque anti-inflammatoire (aprés S
jours de traitement par méloxicam, 2 jours de traitement par ibuproféne et 3 jours de traitement
par diclofénac) (soit 3 prélévements). L’ensemble de ces prélévements correspond donc & 6
recueils d'urines de 24 heures et 9 prises de sang représentant un volume total de 125 ml
collectés sur une durée d’environ 3 semaines.

Indemnité de participation a I'étude
Votre participation jusqu'au terme de cette étude sans bénéfice individuel direct vous
vaudra le versement d'une indenmité de 2000 Francs. -

- Quels sont les risques ou les effets secondaires ?

La tolérance et l'efficacité de ces 3 anti-inflammatoires non stéroidiens sont
parfaitement connues. Ces 3 médicaments sont habituellement bien tolérés, d'autant que les
doses administrées dans cette étude sont celles recommandées par le laboratoire, que la durée
de traitement est courte (5 jours pour le méloxicam, 2 jours pour I'ibuproféne et 3 jours pour
le diclofénac) et quune période d'élimination totale de l'anti-inflammatoire précedent est
respectée entre chaque cycle thérapeutique. Cependant, quelques effets indésirables peuvent
survenir tels que. manifestations digestives (nausées, vomissements, gastralgies, dyspepsie,
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salgnements mineurs, troubles du transit), quelques réactions dhypersensibilité
dermatologiques (rash, éruptions, prurit, cedéme), de rares manifestations respiratoires
(asthme), neurologiques (céphalées, étourdissements, vertiges), troubles de la vue, hépatiques
(augmentation transitoire des transaminases), rénales (insuffisance rénale), hématologiques
(agranulocytose, anémie hémolytique). Comme pour tous les anti-inflammatoires non
stéroidiens, la survenue de ces effets indésirables est fréquemment associée & une prise
prolongée d’AINS ou & Pexistence d'un terrain particulier qui sera dépisté lors de linclusion.
Ces effets indésirables seront sytemathuement recherchés au cours des visites médicales
prévues dans I'étude.

Que deviennent les informations recueillies dans cette étude ?
Les informations provenant de cet essai ont pour objectif de valider une methode
d'évaluation biologique des AINS commercialisés ou en passe de [’étre.

7 Toutes les informations recueillies dans votre dossier medical et en rapport avec l'essal
seront traitées de fagon confidentielle et feront l'objet d'un traitement informatique auquel vous
pourrez avoir accés par l'intermédiaire du médecin.responsable.

Votre identité restera couverte par le secret médical. Les résultats de cette étude
pourront paraitre dans des publications ou étre présentés a des congres, en respectant, bten
entendu, I'anonymat des personnes.

Quels sont vos droits ?

Tl est bien entendu qu'a n'importe quel moment de I'étude, vous pourrez décider de ne
plus y participer.

Si vous subissez un dommage en relation directe avec votre participation a l'essai, votre
traitement médical serait pris en charge par le CHU de Nancy (H&pitaux de Brabois),
promoteur de cet étude. :

Le CHU de Nancy, promoteur de cet étude a souscrit un contrat d'assurance,
- conformément aux textes en vigueur, répondant aux critéres de garantie définis pour les
recherches biomédicales et la protection des patients.

Une déclaration de cette essai a été effectuée auprés du Ministére de la Santé.

Conformément & la législation en vigueur, le protocole de cette étude a regu l'avis
favorable du Comité Consultatif de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale
de Nancy, lors de sa délibération du 19 aotit 1997 .
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[T 4.5.b. Formulaire de conseniement éclairé écrit
Lettre PATIENT: |__ |
CONSULTATION D'ADMISSION DANS L'ETUDE

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE ECRIT DE

Monsieur: NOM = Prénom =

né le: rf

Adresse:

Le Docteur Hubert BLAIN m'a proposé de participer a I'étude:

Sélectivité d'inhibition des cyclooxygénasés (COXS) par les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINSj in vitro et en conditions de prescription

1l m'a précisé que je suis libre d'accepter ou de refuser ma participation a cet essal.

Afin d'éclairer ma décision, j'ai lu et bien compris les informations qui se trouvent dans ce
document et pris, en particulier, connaissance de l'absence de bénéfice individuel direct, de la
~nature et Ja posologie des médicaments administrés et de la possibilité de survenue d'effets
indésirables.

Mon consentement’ ne décharge en rien les inv'e.sﬁgateurs de cette étude de .leurs
responsabilités. Je conserve tous mes droits garantis par la loi.

Je consens librement a participer a ['étude ci-dessus mentjonnée.

Je me réserve le droit, a touf moment, d'interrompre ma participation a cette étude en en
fournissant les raisons au médecin responsaf)le, sans que cela ne me porte préudice et sans
supporter aucune responsabilité.

J'accepte que, compte tenu des nécessités de la recherche, les données enregistrées 4 F'occasion
de cet essai puissent faire l'objet d'un traitement informatisé par Ie promoteur ou pour son
compte. Les données recueillies démeureront strictement confidentielles. Je n'autorise leur
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consultation que par la personne mandatée & cet effet par le Médecin ci-dessus mentionné et

éventuellement par un représentant des autorités de la Santé tenu au secret professionnel.

A tout moment, je pourrai demander des informations complémentaires et exercer mon droit

de rectification auprés du Médecin ci-dessus dénommé qui a recueilli mon consentement

éclairé et écrit.

Fait a , le

Signature du patient

Signature du médecin

Nom:

Adresse:

Tél: Fax:
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IIL.5. Résultats

OL.5.1. Observance, tolérance
Aucun effet indésirable n'a été rapporté au cours de I'étude. Les 24 volontaires ont poursuivi
I’étude jusqu’a son terme. Les données clinico-biologiques des patients inclus et les séquences

de prises des AINS apparaissent dans le tableau 5.

Patient Age (ans) Poids (kg)  Taille (cm) Séquence

B 23,3 52 172 - Ibu/Diclo/Melox
C 26.7 72 180 Diclo/Thu/Melox
D 24,3 58 160 Melox/Diclo/Ibu
E 23,3 96 193 Diclo/Tbu/Melox
F 24,3 61 170 Ibw/Melox/Diclo
G 20,6 65 169 Melox/Ibu/Diclo
H 25,7 78 189 Diclo/Ibu/Melox
I 24.6 78 194 I'bu/Diclo/Melox
J 25,6 67 175 Ibu/Diclo/Melox
K 239 75 180 Melox/Diclo/Ibu
L 21 : 55 179 Ibu/Melox/Diclo
M 21 66 184 Diclo/Tbw/Melox
N 19,5 75 180 Melox/Tbu/Diclo .
0 20,7 59 171 Melox/Diclo/Ibu
P 20,3 59 184 Diclo/Melox/Ibu
Q 21 70 184 Melox/Ibu/Diclo
R 22,5 70 178 Tbu/Melox/Diclo
S 24 82 187 Ibu/Melox/Diclo
T 22 65 180 " Melox/Diclo/Ibu
U 21,7 65 . 183 Diclo/Melox/Tbu
AY 21 65 179 Diclo/Melox/Ibu
W 24,3 79 190 Tbuw/Diclo/Melox
Y 21,1 73 184 Melox/Tbu/Diclo
Z 22 : 67 177 Diclo/Melox/Ibu

Tableau 5: Données démographiques des sujets
L’observance, qui a été contrdlée par un appel téléphonique des sujets, s’est avérée excellente

d’apres les dosages effectués sur les échantillons plasmatiques.
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Aucune variation significative des parameétres biologiques étudiés (enzymes hépatiques,
créatininémie, protéine C-réactive, hématocrite, numérations sanguine et plaquettaire) n’a été

observée au cours de ’étude.

ITL.5.2. Dosage des médicaments — relations sang total/plasma

Le dosage des médicaments sur les échantillons de I'é¢tude in vitro a permis de confirmer
I'impossibilité de quantifier les molécules en degd de 10 ° M, ce qui n'est pas rédhibitoire
~compte tenu des ICs; bien supérieures des AINS, de valider directement les fortes

concentrations utilisées (10'4M a 10_6M) et de montrer que les 3 AINS ne se répartissent pas

uniformément entre les compartiments piasﬁatique et cellulaire. Sil’on considere que les.AIN S
sont confinés dans 1’espace extra-cellulaire et que I’hématocrite est de 45 % (valeurs utilisées
par certains auteurs pour corriger les concentrations d’ATINS sur sang total en concentrations
plasmatiques), le facteur rde transformation des concentrations sanguines en concentrations
plasmatiqﬁes devrait étre égal 2 1.85 (100/100 — hématocrite). Si ’hématocrite moyen était
bien égal a 44 % dans notre étude, les concentrations mesurées dans le plasma ont permis de
caleuler des facteurs de correction égaux & 1,65 + 0,24 pour I’ibuproféne, 1,34 + 0,20 pour le
diclofénac et 1,49 = 0,13 pour le méloxicam. Bien que peu différen£s les uns des autres, ces
facteurs correcteurs montrent que les 3 AINS ne se 'répartissent pas éxactement de la méme
fagon entre le plasma et les cellules in vitro.

Le dosage total des médicaments sur les échantillons de I'étude ex vivo a permis de montrer
qu'aucun des patients n'a consommé de fagon occulte d'autres AINS que ceux a I'étude, de
vérifier que les cqncentrations plasmatiques mesurées aprés prise unique ou répétée (voir
Tableau 6) sont comparables aux données pharmacocinétiques de la littérature, ce qui conﬁrme‘

que les temps de prélévement que nous avons choisis sont assez proches des Tmax.

80



Le dosage total des médicaments sur les échantillons de l'étude ex vivo a permis, en outre, cie
confirmer que le méloxicam a un comportement distinct des 2 autres AINS d’un point de vue
pharmacocinétique, avec un facteur d’accumulation de 1,8 (augmentation des taux circulants
entre prise unique et répétée). Par ailleurs, une mauvaise observance a été suspectée sur
seulement 4 prélévements pour lesquels I'absence ou des taux anormalement bas de
meédicament ont €té mesurés aprés prise unique (patients G et T aprés prise de diclofénac) ou

répétée (patient D aprés prise de diclofénac, patient Z aprés prise d’ibuproféne).

DICLOFENAC IBUPROFENE MELOXICAM

Concentration | Concentration Concentration Concentration Concentration Concentration
Prise unigune Prise répétée Prise unique Prise répétée Prise unigne Prise répétée

ng/mL pg/mL pg/mL ug/mL ng/mL ng/mL

038+0,35 | 027=0,18 | 240+8,0 148£59 | 062+0,13 | 1,09+037

Tableau 6: Concentrations plasmatiques mesurées apreés prise orale unique ou répétée d’ AINS.

Le dosage de la fraction libre des médicaments (in vitro pour tous les AINS, ex vivo
directement sur les échantillons - plasmatiques pour l'ibuproféne et sur des échantillons
surchargés ex vivo pour les autres AINS) a permis de montrer que la fraction libre est identique
in vitrb et ex vivo pour I'ibuproféne, ce qui est compatible avec une participation comparable
des énantioméres dans ces 2 circonstances, et de confirmer que la fraction libre évolue de fagon
paralléle 4 la concentration totale, ce qui n’est pas surprenant chez des volontaires sains mais’
suggére que la fixation protéique est Iinéé,ire aux concentrations rencontrées. De plus, la
fraction libre de S-(+)-ibuproféne augmente de fagon proportionnelle au rapport des
concentrations totales des 2 énantioméres S-(+)/R-(-), ce qui suggere qu’il refléte davantage

'inversion chirale (transformation unidirectionnelle du R-(-) en S-(+) via la formation de thio-
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ester du ccenzyme A) que la fixation stéréosélective des énantioméres sur les protéines
plasmatiques.

Le dosage stéréosélectif de I'ibuproféne ex vivo a permis de montrer que le rapport des 2
énantiomeres [S-(+)/R-(-)] varie beaucoup entre les individus (valeurs extrémes de 0,87 4
3,89), rce qui met en évidence la variabilité de cette inversion chirale. De plus, le rapport des 2
énantioméres [S-(+)/R-(-)] augmente avec la répétition de la prise du médicament (1.45 % 0.41
vs 2.18 £ 1.03), ce qui souligne la prépondérance du réle deA I’énantiomére S-(+) a Pétat

d’équilibre.

I.5.3. Mesure du pouvoir inhibiteur iz vifro: courbes dose-réponse

— L'étude de la production d’eicosanoides in vitro montre qu’il existe un.e variabilité intra-
individuelle de 26 18 % pour COX-1 et 18 % 13 % pour COX-2, sur la production basale des
TXB, (COX-1 plaquettaire, 391+ 153 ng/mL) ou stimulée de PGEZ (COX;Z leucocytaire, 77 £
28 ng/ml) d’eicosanoides mesurée en 3 circonstances chez tous.les mdividus. En outre, i
existe une variabilité inter-individuvelle de 39 % pour COX-1 e1;, 36 % pour COX-2, sur la
- production basale (COX-1 plaquettaire) ou stimulée (COX-2 leucocytaire)} d’eicosanoides.

Les pouvoirs inhibiteurs réspectifs sur les COXs varient d'un individu & l'autre dans ce systéme,
comme I'illustre la variation des ICsq observée sur une méme a_f:tivité enzymatique (tableau 7).
En corollaire, ie profil de sélectivité des AINS vis-a-vis des COXs varie beaucoup d'un individu
a lautre dans ce systéme, puisque [’écart-type est supérieur a la moyenne des indices de

sélectivité pour les 3 AINS.
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DICLOFENAC IBUPROFENE MELOXICAM
PATIENT ICs; COX1 | ICs COX2 | IC5 COX1 | IC;, COX2 | ICs, COXI ICs, COX2
M) M M M] [M] M]

B 1,08 107 8,46 10° 4,45 107 1,35 107 4,70 107 6,55 107
C 2,56 107 7,82 10° 2,52 10° 5,76 10°° 2,54 10% 1,82 107
D 1,87 107 3,98 107 4,69 10° 723 10 419 10° 6,12 107
E 411107 5,55 10" 4,11 10° 6,82 10 2,68 10° 2,63 107
F 1,44 107 7,19 10° 8,30 10°° 1,65 107 1,1710° 5,87 107
G 9,51 10 1,72 10° 3,97 107 2,51 10° 6,7910° 6,95 107
H 8,88 107 1,44 107 1,84 107 4,22 10° 9,6710° 517107
I 2,45 107 6,69 10™ 1,6710° 1,70 10° 1,08 10° 1,79 107
J 7,36 107 3,15 10° 5,78 10°° 2,82 10° 8,19 107 1,23 167
K 4,55 10% 1,12 107 5,59 10° 6,08 107 1,2910° 4,22 10°°
L 1,30 107 2,60 10° 6,04 10° 9,84 107 2,07 107 2,82 107
M 7,28 107 2,20 10° 6,18 10°° 6,42 107 47710 3,10 107
N 1,91 107 1,26 10° 1,04 10° . 8,07 10° 1,69 10° 4,81 107
0 1,61 107 1,00 10° 1,83 10° 2,45 10° 8,52 107 7,79 107
P 2,38 107 1,77 107 7.16 107 3,86 107 7,48 107 2,88 107
Q . 5,9410°° 6,08 10™ 9,39 167 6,54 107 5,84 10 7,55 107
R 1,94 107 1,74 107 - 2,24 10°° 3,06 10° 2,49 10° 1,22 10°
S 1,31 107 3,75 107 1,17 16° 1,40 10° 2,49 10° 3,25 107
T 4,38 107 1,40 107 4,09 10° 2,37 107 6,69 10°° 4,11 107
U 7,75 107 8,30 10™ 8,93 10°° 8,58 10°° 2,44 10° 8,41 10"
N 7,97 167 8,96 10° 4,20 10° 1,87 10° 2,12 10° 4,64 107
W 6,02 107 8,59 10 4,14 10° 1,00 107 6,11 10° 1,79 10°
Y 6,11 107 2,64 107 1,52 10° 2,38 10° 416107 1,18 107
Z 4,30 107 2,83 107 1,17 10° 3,93 10° 1,68 10°¢ 3,18 107

moyenne des 3,48 107+ 5,86 10° 6,05 10° 1,99 107 2,64 10° 6,00 107

ICsgs 2,59 107 +50810° | =482 10° |- £24010° +2.49 10°¢ + 8,20 107
moyenne des 0,17 + 0,29 329+514 0,23 + 0,24
ratios d'TCs, 2/1

Tableau 7: Pouvoir inhibiteur des AINS sur les COXs mesuré in vifro chez les 24 volontaires

— Le lissage mathématique & P'aide de ’équation de Hill (cf Figure 1) a permis de distinguer

les 3 AINS, puisque:

- l'ibuproféne inhibe préférentiellement COX-1 (2 a 3 fois plus efficacement que COX-2) alors

que le diclofénac et le méloxicam inhibent préférentiellement COX-2 (4 a

by

efficacement que COX-1) si I’on prend en considération le rapport des ICse,

6 fois plus

- le diclofénac apparait comme un inhibiteur plus sélectif de COX-2 que le méloxicam, si on
prend en considération le rapport des ICg (voir tableau 8) ou si 'on estime, de fagon plus
pragmatique, ce que serait le nivean d’inhibition de COX-1 quand COX-2 serait inhibée de 80
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% (seuil proposé par certains auteurs comme étant le garant d’un effet anti-inflammatoire): 30
% pour le diclofénac, et 51 % pour le méloxicam (pour mémoire, 86 % pour I'ibuprofene),

- le diclofénac est un inhibiteur plus puissant des COXs que le méloxicam (6 & 7 fois sur
COX 1, 8 a 10 fois sur COX-2), bien que les 2 AINS aient des profils de sélectivité assez

proches,

COX-1 COX-2 |COX-2/COX%-1°| COX-1 COX-2 |COX-2/COx-1
AINS :

ICs®  ICy* | ICs®  IC" ICs® ICw° [ ICs® ICsx
},M IIM lJM ]JM ICSQ ICgo !J.].VI _}JM ]JM _HM ICso 'ICS()

Diclo- | 0,35 1,32 | 0,06 0,13
fenac + + + % 6,17 00 ] 025 1,17 | 0,04 0,16 | 6,16 0,3
0,26 0,10 |- 0,05 008

Ibupro| 6,05 27,0 | 15,90 221,0 - _
féne + + * + | 329 819 | 430 4080|1000 7490 | 2,33 184
4.82  15.90 | 24.01 710.0

Mélo- | 2,64 8§92 | 0,60 251
xicam | + + + | 023 028 | 160 1230 031 416 | 0J9 0,34
2,49 8,68 0,82 2,04

Tableau 8: Indices sélectivité des AINS vis-a-vis des COXs calculés in vitro.

Résultats exprimés sous la forme des concentrations inhibant 'activité cyclo-oxygénasique de
50% [IC50] ou 80% [IC80]. (a) résultats obtenus par la moyenne arithmétique =+ écart-type
des valeurs individuelles d’IC50 ou d’IC80. (b) résultats obtenus a partir de 1a courbe dose-
réponse moyenne.

- les indices de sélectivité calculés par le lissage des courbes individuelles ou par la courbe
moyenne sont assez proches (voir tableau 8), ce qui n’est pas surprenant dans la mesure ou
tous les individus ont participé de fagon équivalente a la construction de cette courbe dose-

réponse.

% d*inhibition
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~ Figure 1: Courbes d’inhibition des iso-enzymes sanguines de COXs par les AINS
in vitre. 1a) diclofénac.; 7b) ibuproféne ; J¢) méloxicam (courbes établies & partir des

données recueillies chez les 24 volontaires sains de 1’étude).

II1.5.4. Mesure du pouvoir inhibiteur ex vive
Les résultats de I'étude du pouvoir inhibiteur sur les COXs mesuré ex vive dans le sang total

apres prise orale séquentielle des 3 AINS apparaissent dans les tableaux 9 et 10
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DICLOFENAC IBUPROFENE MELOXICAM
PATIENT | Prise unique | Prise répétée | Prise unique | Prise répétée | Prise unique { Prise répétée
B 6,4 % 793 % 0,9 % . 1,1% 40,3 % 214 %
C 292 % 301 % 49 % 14,5 % 75,9 % 49,6 %
D 4,9 % 558 % 1,5 4,5 % 86,5 % 31,1 %
E 208 % 287 % 8,4 % 6 % 66 % 63,5 %
F 3,8 % 26 % 3,0 % 12,1 % 49,2 % 26,5 %
G 96,9 % 37,9 % 9,3 % 7,9 % 90,0 Ja - 178 %
H 23,8 % 17,2 % 51 % 125 % 62,7 % 54,2 %
I 7,7 % 41,7 % 4,3 % 387% 71,1 % 68 %
J 6,1 % 26,6 % 0,6 % 0,9 % 43,7 % 46,8 %
K 46,2 % 94 % 58 % 2,5% 86,1 % 289%
L 364 % 8,2 % 6,8 % 11,7 % 80,5 % 525 %
M 12,1 % 14,1 % 6,3 % 12,7 % 84 % 723 %
N 28,7 % 34,5 % 7,7 % 15,9 % 69,1 % 21,8 %
O 25,1 % 26,3 % 1,6 7 53 % 83,6 % 47,3 %
P 47,2 % 20,6 % 3,7 % 4,7 % 62,6 % 33,3 %
Q 41,7 % 371% | 21% 6,6 % 57 % 23 %
R 27,5 % 17,6 % 75 % 8,6 % 72,5 % 574 %
S 20,2 % 38,5 % 8,0 % 15 % 36,7 % 88,6 %
T 60,9 % 9,3 % 1,3 % 4.0 7 88,1 % 28,5 %
U 55,8 % 61,4 % 4,0 % 11,0 % 84,2 % 57 %
\ 202% 373 % 25% 2,5 % 925 % 46,1 %
W 58,6 % 3,6 % 0,7 % 0,6 % 64,1 % 72,6 %
Y 9,1 % 20 % 27 % 2,1% 69,3 % 16,8 %
z 29,9 % 12 % 4% 79,7 % 63,9 % 54,1 %
Moyenne 30,72 . 28,88 4,28 10,26 69,98 44,96
+ écart type 22,37 % +18,18 % £2,69 % +15,57 % 16,13 % +19,95 %
Inhibition
moyenne 69,3 % 71,1 % 95,7 % 89,7 % 30,0 % 55,0 %

Tableau 9: Activité résiduelle de COX-1 mesurée aprés prise orale des AINS dans un ordre

aléatoire.

XX % = valeur pour laquelle le dosage du médicament suggére une mauvaise observance
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DICLOFENAC IBUPROFENE MELOXICAM

PATIENT | Prise unique | Prise répétée | Prise unique | Prise répétée | Prise unique | Prise répétée
B 03 % 0,7 % 2,7 % 14 % 40,5 % 98 %
C 34 % 21,4 % 56,6 % 40,5 % 353 % 38,6 %
D 0,2 % 17,1 % 27,6 % 12,2 % 26,6 % 6 %
E 1.2% 0,8 % 5,5 % 6,6 % 10,9 % 54 %
F 0.8 % 2,1 % 9,2 % 29,9 % 27,3 % 94 %
G 19,8 % 0,8 % 20,6 % 318% 15,6 % 98 %
H 08 % 0,3 % 10,2 % 21,4 % 54,8 % 29,2 %
)i 03 % 0,6 % 20,6 % 7 % 35,2 % 14,3 %
] 03 % 0,3 % 17,8 % 121 % 26,4 % 13,9 %
K 24 % 0,2 % 8,7 % 6,7 % 29,3 % 18,3 %
L 04 % 04 % 52 % 21,6 % 38,3 % 7.7 %
M 0,7 % 1,3 % 15,2 % 6,5 % 57,3 % 10,5 %
N 0.6 % . 0,9% 13,7 % 16,2 % 57,1 % 27 %
@) 1,0 % 14 % 4,7 % 7.3 % 25,3 % 13,9 %
P 99 % 0,2% 316 % 46 % 28 % 23,2 %
Q 0.7 % 0,2 % 12,7 % 91 % 36,8 % 5,7 %
R 04 % 03 % 26,5 % 35,5 % 26,9 % 45,6 %
5 2.3 % 50% 124 % 88,3 % 73 % 51,4 %
T 76,2 % 1% 17,5 % 13,5 % 18,8 % 11,3 %
U 1,7 % 0,7 % 8% 56,9 % 17,5 % 6,1 %
v 0.7 % 0,6 % 125 % 17,5 % 40,3 % 55 %
W 0,7 % 04 % 18,5 % 294 % 42,9 % 17,2 %
Y 2,8 % 34 % 29,8 % 16,1 % 38,1 % 19 %
Z 0,9 % 04 % 20,2 % 49,2 % 65,2 % 81%

Moyenne 5,35 2,52 17,0 24,28 36,56 : 16,85

+ écart type + 15,67 % £531 % + 11,69 % +20,47 % +15,81 % +12,89 %
Inhibition
moyenne 94,6 % 97,5 % 83,0 % 75,7 % 63,4 % 83,0 %

Tableau 10: Activité résiduelle de COX-2 mesurée aprés prise orale des AINS dans un ordre
aléatoire. (XX % = valeur pour laquelle le dosage du médicament suggere une mauvaise observance

—> Sil"on ne prend pas en considération les prélévements pour lesquels un défaut d’observance

est note d’apres les taux circulants d’AINS, les niveaux d’inhibition observés sont les suivants:

AINS (posologie)

Inhibition de COX-1 (%)

Inhibition de COX-2 (%)

Prise unique

Prise répétée

Prise unique

Prise répétée

Diclofénac (75mg/}) - 69+22 71+18 95 +16 97 %5
Ibuprofene (400mg £.i.d) 96 £ 3 90+ 16 831712 76 £ 20
Méloxicam (7.5 mg/j) 30+ 16 55+20* 63+16 83+£13*

Tableau 11: Niveau moyen d'inhibition des COXs aprés prise orale d’AINS. Résultats exprimés sous

la forme moyenne * écart-type; * p < 0.05 versus prise unique
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—> Ces résultats montrent clairement que le degré d'inhibition varie d'un patient a l'autre pour
un méme AINS, méme si ces résultats doivent &re interprétés en tenant compte des éventuelles
variations pharmacocinétiques (rétard d’absorption, état de vacuité gastrique par exemple)
puisqu’il s’agit de mesures effectuées a un temps fixe et non d’une cinétique compléte de
I'inhibition. Cette variabilité de réponse inter-individuelle n’est pas attribuable, a priori, & des
différences d’origine hématologique puisque le volontaires sains étaient homogénes en termes
de numérations leucocytaire et plaquettaire et ‘ d’hématocrite, et qu’aucune modification
significative de ces paramétres n’a été observée au cours de l'essai. Les 3 AINS inhibent les
iso—enzymes des COXs avec des profils différents en ce qui concerne:

- la cinétique d’apparition du pouvoir inhibiteur puisqu’ux_l' niveaﬁ d'inhibition quasi identique
est observé aprés prise unique ou répétée de diclofénac ou d'ibuproféne, alors qu’il existe une
augmentation significative du niveau d’inhibition avec la répétition des prises pour le
méloxicam,

- - la selectivité¢ d'inhibition puisqu’une inhibition plus marquée de COX-1 que de COX-2 est
observée pour l'ibuproféng alors qu’il existe une. inhibition équilibrée des 2 COXs mais avec
une efficacité supérieure sur COX-2 pour le diclofénac et une inhibition préférentielle de COX~

2 pour le méloxicam principalement aprés prise unique du médicament.

— Il existe un bonne cohérence entre les inhibitions particulié;‘ement faibles des COXs et les
taux anormalement bas, voire nuls, ' AINS mesurés chez certains patients (patients G et T
apres prise unique de diclofénac ; pétient D aprés prise répétée de diclofénac, patient Z apres
brise répétée d’ibuprofeéne). Il existe cependant chez quelques patients (en 4 occasions dans le
groupe méloxicam), une inhibition faible des COXs malgré des taux circulants d'AINS situés

dans la zone thérapeutique.
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a1.s.5. Valeﬁr prédictive du systéme in vifro vis-i-vis des niveaux d’inhibition mesurés
ex vive:

~»> Le pouvoir inhibiteur des AINS sur les iso-enzymes de COX, mesuré ex vivo, a été comparé
gu niveau d’inhibition attendu, c’est-a-dire mesuré d’aprés les concentrations circulantes
d’AINS en utilisant les courbes dose-réponse obtenues in vitro (cf supra). Les concentrations
d’AINS dans le sang total ont été transformées en concentrations plasmatiques en utilisant des
facteurs de correction égaux & 1.65 = 0.24 pour I'ibuproféne, 1.3.4 & 0.20 pour le diclofénac et
1.49 £ 0.13 pour le méloxicém (cf supra). L’analyse statistique a été réalisée selon le test de la
vaieur. moyenne centrée en utilisant leé intervalles [- 0.20 , + 0.20] ou [- 0.30 , + 0.30] coﬁlme
seuil de signjﬁcativité, comme cela est fait par exemple dans les études de bio-équivalence des
médicaments. L’influence de la fixation protéique (étude du pouvoir prédictif des
concentrations libres d’AINS) et de I'inversion chirale (étude du pouvoir prédictif de
I’énantiomére S-(+)- de I'tbuprofene), a été ¢tudiée pour tenter d’expliquer la variabilité inter-
individuelle des pouvoirs inhibiteurs.

— Lorsque I’on prend e.n considération les concentrations totales d’AINS, le éystéme in vitro
est prédictif des niveaux d’inhibition mesurés ex vivo pour le diclofénac (COX-1 et -2, prise
unique ou répétée }(voir Figure 2a) et I'tbuproféne a I’exception de COX -2 apres prise rép-é.tée
de I’AINS (voir Figure 2b). Dans le cas du méloxicam,le systéme in vifro est prédictif du
niveau d’.inhibition mesuré ex vive sur COX-2 mais jamais du niveau d’inhibition mesuré sur

COX-1, que ce soit aprés prise unique ou répétée de I’ AINS (voir Figure 2c).
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Figure 2: Etude de la valeur prédictive des courbes dose-réponse des concentrations totales
d’AINS établies in vitro vis-a-vis des niveaux d’inhibition des iso-enzymes de COX mesurés ex
vivo. [2a} diclofénac ; 2b) ibuproféne ; 2¢) méloxicam. Inhibition de COX-1 éprés prise unique & ou répétée
* , inhibition de COX-2 aprés prise unique 4 ou répétée * de 1’ AINS].
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—> La valeur prédictive du systéme in vitro n’est pas améliorée lorsque I’on prend en
considération les concentrations libres d’AINS, que ce soit pdur Vintibition de COX-1 par le
méloxicam [Figure 3a] ou Iinhibition de COX -2 par I'ibuproféne aprés prise répétée [Figure
3b]. 3a |

% d’inhibition
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100 oA

80 R ff"/ -
Gpu S [ o)
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o
. ‘_'_,,M"”
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Meloxicam libre (M)

3b
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Figure 3: Etude de la valeur prédictive du .systéme sang totél en ne considérant le pouvoir iﬁhibiteur
sur les COXs que de la fraction libre des AINS. ], .[34) effet inhibiteur du méloxicam sur COX-1
apres prise unique & ou répétée * ; 3b) effet inhibiteur de I'ibuproféne racémigue sur COX-2 aprés
prise unique 4 ou répétée +J.
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— La valeur prédictive du systéme in vitro n’est pas améliorée lorsque ’on prend en
considération la concentration circulante de I’énantiomére S-(+)- de F'ibuproféne [Figure 4],

énantiomeére supportant la quasi totalité du pouvoir inhibiteur de Pibuproféne racémique sur les

COXs.
120 -
- 100
g 80 1
g
s 60
=2
=
£ 40
20 A
0
1 0'10

S-Ibuprofen (M)

Figure 4: Etude de la valeur prédictive du systéme sang total en ne considérant que le pouvoir
mhibiteur du S-ibuproféne sur les COXs: inhibition de COX-T aprés prise unigue & ou répétée * ;

inhibition de COX-2 apres prise unique 4 ou répétée +.

H1.5.6. Mesure du pouvoir inhibiteur des AINS sur les eicosanoides urinaires

~» L'étude du pouvoir inhibiteur des AINS sur les prostaglandines urinaires (PGE,, PGFa) a
été effectuée en comparant les taux de prostaglandines mesurés dans les urines de 24 h avant
chaque séquence de traitement par un AINS (J-1 — JO) et .ceux mesurés a la fin de chaque

séquence (J final — J final+1). Les résultats ont été corrigés par la créatininurie, pour tenir
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compte de la éapacité d’excrétion urinaire et/ou vérifier la pertinence du volume urinaire
recueilli.

—» L’effet des AINS sur la clairance de la créatinine a été étudié & partir du dosage de la
créatininémie en utilisant la formule de Cockcroﬂ et Gault: ClI (ml/mn) = [140 — 4ge] x poids
(en kg) / créatininémie (en pmol/l) x 0.8. Conformément aux données de la littérature, aucun

des traitements par AINS n'a réduit significativement la clairance de la créatinine (tableau 12).
P | g

DICLOFENAC IBUPROFENE MELOXICAM
Avant Aprés Avant Apres Avant Aprés
traitement - traitement traitement traitement - traitement traitement
mL/mm mb/mim mL/min ml/min ml/min - mL/min
100+ 19 106 =20 1023:22 106+ 19 104 £ 19 101 £21

Tableau 12: Evolution de la clairance de la créatinine chez les volontaires sains ayant recu un
traitement oral par ibuproféne (1200 mg pendant 2j) ou diclofénac (100 mg/j pendant 3j) ou
méloxicam (7,5 mg/j pendant 57)

- Leé taux urinaires corrigés de PGE, étaient de 11,7 + 3,0 pug/g en moyenne et n’ont pas
varié significativement entre les 3 séquences de traitement par AINS (13,1 + 6,8 ng/g, 9,2
3,6 ug/g, 12,8 £ 4.9 ug/g). De méme, les taux urinaires corrigés de PGF,, étaient de 10,9+ 1,3
pg/g de créatinine en moyenne et n’ont pas varié significativement entre les 3 séquences de
traitement par AINS (11,6 % 2.8 pg/s, 9,5 = 1,6 ug/g, 11,7 +2,2 ug/e).

— L'excrétion urinaire de la prostaglandine F2o a été légerement diminuée par les 3 AINS (-
34% aprés diclofénac; - 25% aprés ibuproféne ; - 27% aprés méloxicam), sans atteindre
toutefois le seuil de significativité statistique en raison de la grande dispersion des valeurs
(Figure 5). |

;> De méme, I"excrétion urinaire de la prostaglandine E; a été légérement diminuée par les 3

AINS (- 8% aprés diclofénac; - 40% aprés ibuproféne; - 25% aprés méloxicam), sans
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atteindre toutefois le seuil de significativité en raison de la grande variabilité interindividuelle

{Figure 5).
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Figure 5: Variation de I’excrétion urinaire de prostaglandines sous I'effet d’un traitement par
AINS. Les résultats sont exprimés en % de variation des taux urinaires mesurés dans les urines
de 24 h, avant prise d’AINS

I11.6. Discussion

Ce travail est ériginal (et P’était encore plus lorsqu’il a été déposé auprés de I’Agence du
Médicament en 1996) en ce sens qu’il prend en considération plusieurs facteurs déterminants
pour I’appréciation de la sélectivité d’inhibition des COXs par les AINS:

- comparaison de molécules qui ont des profils de sélectivité frés. différents dans plusteurs
systémes d’étude in vitro (enzymes isolées, fractions microsomales, cellules transfectées,

lignéeé cellulaires) ayant une faible pertinence physiopathologique,
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- mesure des pouvoirs inhibiteurs ex vivo chez ’homme, aprés prise orale des AINS a
posologie thérapeutique, en tenant compte des différences pharmacocinétiques entre les
molécules (mesure aprés prise unique et répétée permettant de mettre en évidence une
accumulation éventuelle des molécules),

- étude de la valeur prédictive du systéme sang total par la cbmparaison des niveaux
d’inhibition observés ex vivo avec ceux atteﬁdus d’aprés 'extrapolation des courbes dose-
répomnse a partir des concentrations cifcula.ntes d’AINS.

1l faut d’atlleurs souligner que I’évolution de la notion de "sélectivité" des AINS pour les iso-
enzynﬁes de COX, prenant désormais en compte des données biochimiques (études sur
enzymes isolées ou cellules transfectées), pharmacologiques (études sur les modéles animaux})
et cIiniqués, est venue confirmer I'intérét de notre étude. De méme, de nombreux articles
sqientiﬁques ont conduit, au cours des 2 derniéres années, a un coﬁsensus international
considérant que le systéme sur sang total est le meilleur systeme biologiqué pour établir la
sélectivité des AINS [37, 135, 254], ce qui conforte la légitimité de cette étude. D’autre part,
I'intérét clinique (eﬁrapolation de efficacité anti-inflammatoire et de la toxicité digestive) des
courbes in vitro obtenues sur sang total a ét€ suggéré par plusieurs études qui ont rapporté un
lien plus ou moins étroit entre les ratios de sélectivité des COXs et leur capacité a produire des
complications digestives (37, 254, 121, 248). En outre, cette hypothése a été confirmée par Ja
faible incidence des événements indésirables digestifs graves avec les inhibiteurs sélectifs de
COX~2 [14, 218]. Si, comme les autres systémes in vitro, la méthode sur sang total est limitée
par le fait que le .niveau d’inhibition n’est pas mesuré dans les tissus cibles que sont
Particulation inflammatoire et la muqueuse gastrique, cette méthode préseﬁte I’avantage de

pouvoir évaluer la sélectivité ex vive a des niveaux thérapeutiques d’AINS [175, 176].
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Dans un premier temps, nous avons montré que les courbes dose-réponse, établies in vifro sur
sang total, permettent de distinguer les 3 AINS et que:

- I'ibuprofene inhibe plus efficacement COX-1 que COX-2 (ratio & 2,33), ce qui est compatible
avec son « statut » d’inhibiteur réputé non sélectif de COX dans des études précédentes [179,
1801, |

- le diclofénac inhibe plus efficacement COX-2 que COX-1, ce qui est légerement différent de
son « statut » d’inhibitéur réputé « équilibré » de COX [180],

- le méloxicam inhibe plus efficacement COX-2 que COX-i, ce qui est compatible avec son
« statut » d’inhibiteur réputé « préférentiel » de COX;Z. [176, 179, 180].

Il faut cependant souligner que, dans nos conditions expérimentales, le diclofénac est un
inhibiteur de COX plus puissant que le méloxicam (6 & 10 fois selon l’iso—enzyme considérée)
et qu’il a un profil de séiectivit_é pour COX-2 supérieur 4 celui du méloxicam. Ceci a été
confirmé dep.uis par d’autres travaux utilisant le systéme éang total [176, 179, 180], le |
méloxicam devenant plus sélectif de COX-2 que le diclofénac dans un systéme modifié dans
lequel le temps d’incubation avec les 2 iso-enzymes est identique [254].

Les études utilisant des concentrations de LPS plus élevées (100ug/ml pour augmenter
I'induction de COX-2) [17, 37, 173] ont obtenu des niveau de base de PGE; plus élevés, mais
des .IC50 comparables aux 1Csy de notre étude. De maniére intéressante, les ICsy obtenues dans
des .études utilisant une méthode in vitro sang total m.odiﬁée sont proches des ICsy que n’oﬁs
obtenons, suggéra;it que la méthode in vifro sur sang totale est une methode assez
reproductible. Ces méthodes visant é.obtenir des temps d’iﬁcubation identiques des COXs avec
les AINS (stimulation de COX-2 par le LPS et de COX-1 par I'tonophore calcique A23187
pendant 5 h [80]), soit & mesurer la production d’un méme eicosanoide par les 2 1soenzymes
des COX [266], ne semblent pas cependant optimales. En effet, la stimulation de COX-1 par Ie

 A23187 est moins physiologique que la coagulation spontanée et une stimulation des
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leucocytes pendant 5 h ne procure pas un niveau suffisant d’induction de COX-2 [181].
D’aut;e part, la production de TXB; est un feﬂet moins fidéle de Pactivité COX-2 leucocytaire
que celle de PGE,; [19]. De méme, les modifications apportées par Grossman et collaborateurs
[87], puis par Laufler et collaborateurs [130], ont permis de rendre la méthode pius rapide mais
moins physiologique (utilisation de ionophore calcique) et plus contraignantes (ndmbreuses
manipulations).
On peut donc conclure que, sur les données obtenues in vitro a partir des ICso, le diclofénac est
un inhibiteur aussi sélectif de COX-2 que le méloxicam. Cette notion est d’ailleurs confortée
par le fait que le niveau théorique d’inhibition de COX—l in vitro serait de 30 % pour le
diclofénac et 51% poﬁr le méloxicam lorsque COX-2 est inhibée de 80 %, valeur considérée
comme nécessaire a |’obtention d’un effet anti-inflammatoire.
Dans un deuxiéme temps, nous avons montré que les niveaux d’inhibition des COXs mesurés
ex vivo sur sang total, permettent de distinguer les 3 AINS et que:

- Pibuproféne inhibe plus efficacement COX-1 que COX-2, dés la premiére prise de
médicament,

- le diclofénac inhibe plus efficacement COX-2 que COX-1, dés la premiére prise de
médicament,

- le méloxicam inhibe plus efficacement COX-2 que COX-1, avec une augmentation
| progressive du pouvoir inhibiteur avec [a répétition des prises médicamenteuses.
1l semble important de rappeler que, dans cette étude, I’évolution des pouvoirs inhibiteurs sur
les COXs a suivi celle des concentrations circulantes d’AINS (taux similaires aprés prise
unique et a ’état d’équilibre pour le diclofénac et I'ibuproféne, augmentation de 1.8 fois des
taux de méloxicam a [’état d’équilibre), ce qui confirme que linterprétation aes niveaux
d’inhibition des COXs ex vivo doit impérativement tenir compte des caractéristiques
pharmacocinétiques des médicaments. Ainsi, le pouvoir inhibiteur sur COX-1 doit étre mesuré
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au Tmax (temps que nous approchons dans notre étude) du médicament, ce qui a été démontré
lors des ¢tudes du pouvoir anti-agrégant plaquettaire des’ AINS [196]. Les différences entre les
moments auxquels les prélévements éanguins ont €té effectués apres la prise orale d’AINS (2 h
[49] ou 3 heures [231] pour le méloxicam par exemple) pourraient d’ailleurs étre a [’origine de
résultats contradictoires dans la littérature.

De ménie, nos resultats montrent que, pour un AINS a demi vie longue (méloxicam dans cette
étude), il est primordial de mesurer les niveaux d’inhibition apreés prise répetée du médicament
(état d’équilibre) et, de préférence, apres la derniére prisé du médicament plutSt qu’en activité
résiduelle. |

Les résultats obtenus ex vivo montrent également les limites d’interprétation des indices de
sélectivité rcalculés in vitro puisque: a) U'ibuproféne inhibe tres efficacement COX-2 in vivo, ce
qui contribue trés largement & ses propriétés anti-inflammatoires ; ») 'inhubition modérée de
COX-1 par le méloxicam est associée a une inhibitibn plus modeste de COX-2 qﬁ’avec les
autres AINS, ce qui pose le probléme de la contribution de I'inhibition de cette iso-enzyme
dans les effets thérapeutiques observés dés la posologie quotidienne de 7.5 mg; ¢) le
diclofénac perd la sélectivité pour COX-2 observée in vitro, puisqu’il inhibe l’acﬁvité COX-1
d’environ 70 % deés la pfemiére prise medicamenteuse. Dans nos conditions expérimentales,
nous n’avons donc observé une « préservation » de Pactivité COX-1 qu’avec le méloxicam, et
cet effet s’accompagnait d’une inhibition modérée de COX-2 et était moins marqué a 1’état
d’équilibre qu’apfés prise unique du médicament. Ces résultats sont cohérents avec la
classiﬁcaﬁon du méloxicam comme « inhibiteur préférentiel de .COX—Z », en ce sens qu’il
n’inhibe pas fortement COX-1 a la plus faible posologie (7.5 mg/j) mais qu’il provoquera, sans
ancun doute, une inhibition importante de cette iso-enzyme & une posologie supérieure (15
mg/j). Nos résultats contrastent avec ceux de Stichtenoth qui ont rapporté une préservation

compléte de la production de TXB2 avec 7,5 mgfjour de méloxicam [231]. En dehors du fait
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que le moment de la mesure de Pinhibition des COXs est différent (non au pic de
concentration), ces différences pourraient étre liées au fait que dans cette étude, la production
de TXB, est mesurée aprés stimulation ave 1 M d’acide arachidonique au lieu d’étre mesurée
aprés coagulation spontanée. Or, non seulement ’acide arachidonique exogéne mfluence
fortement I'activité de COX-1 [199], mais 1’agrégationr plaquettaire n’est pas modifiée pour
une inhibition de TXB, égale a 66% dﬁrant la coagulation spontanée [49]. Ces résultats
montrant une dissociation entre la production de TXB; et I’agrégation plaquettaire (il fau’; en
effet uﬁe inhibition au moins égale 4 95% de TXB2 pour obtenir une inhibition de I’agrégation
plaquettaire) [196] suggerent que le choix de la méthodologie pour évaluer I'inhibition de
COX-1 est importante. En effet, si une inhibition de 55% de COX-1 avec le méloxicam peut
étre considérée comme épargnant la synthése de TXB; in vivo, elle ne garantit pas une effet
protecteur de COX-1 au niveau gastrique, puisque les concentrations loéales (gastriques)
d’ AINS aprés prise orale peuvent excéder largement les concentrations plasmatiques.

Ces r'ésultats.d’inhibition des iso—enzymes sanguines de la COX par les AINS ex vivo doivent
égalemenf étre interprétés en considérant que les niveaux d’inhibition tissulaires susceptibles
d’étre rencontrés dans I’organisme peuvent étre beaucoup plus importants, en raison des plus
grandes concentrations locales d’AINS (muqueuse digestive par exempie).r Ceci illustre les
limites latentes de la définition de Ja sélectiv-ité d’inhibition des COXs par les AINS chez
I"'Homme puisque: a) aucune donnée comparant les niveaux d’inhibition dans les tissus cibles
(tissus synovial inflammatoire, muqueuse gastrique par exemple) n’a été rapportée & ce jour ;
b) certaines études animales suggérent que Ies. propriétés pharmacologiqﬁes des AINS ne
relévent pas exclusivement de I'inhibition des COXs, ce qui est compatible avec nos résultats
sur le méloxicam et le diclofénac (équivalence d’efficacité clinique entre 7,5 mg de méloxicam
et 100 mg de diclofénac (Hosie-1996 ; Distel-1996) alors que le diclofénac inhibe plus

efficacement les COXs que le méloxicam 7,5 mg dés la posologie quotidienne de 75 mg).
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L’étude du pouvoir inhibiteur des AINS sur I’excrétion urinaire des prostaglandines E2 et F2q,
qui peuvent étre considérés cémme le reflet de la synthese rénale des prostaglandines [32, 231]
a permis de montrer que:

- les taux urinaires de PG sont trés variables chez I’homme, ce qui résulte peut-étre d’une
contamination par les prostaglandines d’origine séminale [67, 183, 214]. Cependant, PGE, et
* PGF;, sont revenues 4 leur niveau de départ avant chaque prise d’AINS, suggérant que.leur
réduction par les AINS est une bonne estimation de 'inhibition des COXs rénales,

- les 3 AINS n’ont pas modifié la clairance de la créatinine, confirmant que les PG ne jouent
qu’un faible réle dans l’homéoétasie rénale des sujets sains [174]. Cependant, les AIN S ont
inhibé modérément les prostaglandines urinaires, aux posologies administrées (moitié de la’
posologie maximale recommé,ndée), avec un effet plus marqué sur PGFM -que sur PGE,. Ces
résultats sont en accord avec des études antérieures qui ont montré que le méloxicam ne
réduisait pas significativement PGE, urinaire chez les volontaires sams [230, 231] ou chez les
sujets ayant une insuffisance rénale modérée [11],

- il 0’y a pas de lien apparent entre le pouvoir inhibiteur des AINS sur les prostaglandines
urinaires et sur les iso-enzymes sanguines de COX, ce qui refléte probablement une inhibition
de pools différents de prostaglandines (reins pour les métabolites urinaires) mais souligne les
limites d’interprétation de I'inhibition des COXs sanguines par rapport aux niveaux d’inhibition
tissulaires (muqueuse digestive aprés prise orale par exemple). Ces résultats suggerent que la
mesure des iso-enzymes circulatoires des COXs fournit une évaluation plus fine de la
sélectivité des AINS, ce qui est corroboré par le fait qu'une inhibition presque complete de la
synthése de TXB, est nécessaire pour produire une réduction significative de I'excrétion
urinaire de 2-3-dinor-TXB, [196].

Ces résultats montrent également qu’il n’existe pas de lien apparent entre la sélectivité

d’inhibition des iso-enzymes sanguines de la COX par les AINS et leur effet mhibiteur sur
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I'élimination urinaire des prostaglandines, ce qui confirme que ces métabolites sont
principalement le reflet de I'inhibition tissulaire (rénale) de la biosynthése des eicosanoides 4 Ia
différence de la PGE-M ou du 2.3-dinor-TXB,.
Enfin, I’¢tude de la valeur prédictive du systéme sang total a permis de montrer que:
- les courbes dose-réponse effectuées in vitro ont une bonne valeur prédictive pour le pouvoir
inhibiteur du diclofénac ex vivo, une valeur prédictive faible pour le pouvoir inhibiteur de
1’ibi1proféne sur COX-2 a I’état d’équilibre, et .n’ont aucune valeur prédictive pour le pouvoir
inhibiteur du méloxicar_ﬁ sur COX-1,
- les 3 AINS ne se répartissent pas uniformément entre les compartiments plasmatiques et
cellulaires sanguins, ce qui démontré que la transformation des concentrations sanguines en
concentrations plasmatiques ne peut pas étre faite simplement en considérant que les AINS
sont confinés dans P'espace extracellulaire et donc en ne considérant que I’hématocrite
[172,180]). Les différents facteurs de conversion des concentrations .sanguines en
- concentrations plasmatiques, calculés pour les 3 AINS Itestés, ne sont pas dus a leur différence
de caractere acide (ces 3 molécules étaht des acides 'carboxyliques ou énoliques), mais
probablement a des différences de liposolubilité. Bien que les facteurs de correction soient peu
différents dans notre étude, expliquant. qu’ils n’aient influencé que 1égérement les résultats, il
est probable que la prise en considération de la capacité de partition de I’AINS entre globule
rouge et plasma ou sérum serait plus cruciale pour I’étude de molécules non acides comme le
célécoxib [42]. De plus, I'utilisation de I’hématocrite pour convertir les courbes d’inhibition
obtenues in vitro sur sang total en courbes sérigues, au lieu de celles du facteur de correction
exact, serait plus hasardeuse en condition inflammatoire, ou I’hématocrite est modifié
(présence d’une anémie en cas d’inﬂammaﬁion subaigué ou chronique).
- dans le cas de I’ibuproféne, la valeur prédictive des courbes dose-réponse n’est pas améliorée
lorsque P'on prend en considération I’énantiomére S-(+), qui est le principal support de
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I’inhibition des COXs d’apreés les études in vitro [15], et qui peut étre produit par I'inversion
énantiomérique in vivo via la formation de CoA thio-esters [63]. Nous avons observé que le
rapport S-(+)/ R-(-) est trés variable a un temps donné et augmente avec la répétition des prises
d’ibuproféne chez un méme sujet. De plus, la plus faible prédiction des résultats ex vivo par les
céurbes in vitro a .été observée & I’équilibre, quand le rapport S-(+)/ R-(-) est le plus élevé. Ces
résultats suggérent que l’inﬁibition de COX-2 a un niveau plus élevé que celui attendu pourrait
étre 1ié 4 Peffet inhibiteur du S-(-)-ibuprofénoyl-CoA mais également du R-(-)-ibuprofénoyl-
CoA thio-ester sur COX-2 [164].
L’un des points forts de la méthode sur sang total est qu’eile respecte la liaison des AINS aux
protéines_tant in vitro qu’ex vivo [173, 180]. Cqmme cette fixation protéique est tres élevée, et
concerne rﬁajoritairement I’albumine, nous avons cherché- si une variabilité interindividuelle
dans la liaison aux protéines plasmatiques permettait d’expiiquer la faible prédictibilité des
résultats ex vivo par les courbes in- vitro. La valeur prédictive des courbes dose-réponse n’est
cependant pas améliorée lorsque I’on prend en considération la fraction libre des médicaments.
Cecl n’est pas surprenant chez des volontaires sains, pour lesquels les concentrations libres
d’AINS sont le reflet fidéle des concentrations totales, d’autant que les AINS testés ont une
ﬁxation protéique Iinéaire [50]. Cependant, la prise en considération de la concentration libre
d’AINS est intéressante, car elle est la seule & permettre d’appliquer cette approche & des
situations pathologiques au cours desquelles il existe ﬁne hypo-albuminémie, comme les
maladies inflammatoires chroniques. Pour 'ibuproféne, la mesure des concentration libres était
d’autant plus intéressante que la fixation protéique peut étre tant0t linéaire, tant0t non linéaire - -
selon Ia conc.entration totale d’ibuproféne et ce, d’autant qu’il existe une compétition de
fixation & I’albumine entre les énantioméres S-(+) et R-(-) [43]. Nous avons observé que la
proportion du S-(+)-ibuproféne libre, I’énantiomeére qui se fixe le moins fortement a I’albumine
[76], augmentait avec le temps (72% aprés prise unique et 81% apres prise répétée). Cette
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observation est en accord avec I’augmentation du rapport S-(+)/R-(-) entre la prise unique ou
répétée, suggérant que cette augmentation de 1a fraction libre S-(+)/R-(-) est liée & I'inversion
chirale plutét qu’a la liais.on protéique différentielle des 2 énantiomeéres. Cependant, bien que
nous ayons observé une augmentation de la fraction libre | pharmacologiquement active, le
systéme in vitro sous-estime le pouvoir inhibiteur de I'ibuproféne sur COX-2 a I’équilibre,
suggérant une contribution d’autreé métabolites dans I’inhibition de COX-2 éx Vivo.

Il est important de souligner que le faible niveau de prédiction de la méthode in vitro vis-a-vis
des conditions ex vivo n’est pas lié & nos conditions expérimentales. En effet, cette étude a été
réalisée dans des conditions optimales en termes de mesure du pouvoir inhibiteur sur les COXS
[grand nombre de patients {n = 24) alors que la moyenne est d’environ 11 patients dans la
plupart des études publiées [32, 37, 38, 49, 173, 176, 238]; volontaires sains de méme sexe et
appartenant a une tranche d’age homogeéne chez lesquels les variations pharmacocinétiques
sont @ priori minimisées), ce qui montre ['impossibilité d’extrapt_)ler les résultats & des
situations _ physiopathologiques complexes (sujets dgés, polymédicamentation, inflammation
chronique, insuffisance rénale, etc...). Le nombre .important de sujets dans cette étude a été
rendu nécessaire par la confirmation dune grande variabilité intra-individuelle des
concentrations de base de TXB, (COX-1) (26 = 18 %) et de PGE; (COX-Q) (18 £ 13 %), ce
qui est en accord é.vec les données de la littérature (12 =3 % [32], 20 4 30 % [180, 181, 238];
16 £99% [176]; 14 =5 % [.182]). Cette variabilité atteint méme 39 % pour COX-1 et 36%
pour COX-2. De plus, la variabilité inter-individuelle est particuliérement marquée pour
Pinhibition de COX-1 aprés prise de méloxicam, avec des ceefficients de variation de 53%
aprés prise unique et de 36% aprés prise répétée. Cette variabilité a dépassé toutes nos
prévisions et contraste avec la grande homogénéité de inhibition de COX-2 mesurée ex vivo

et celle des taux plasmatiques de méloxicam.
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De maniére étonnante, ’augmentation des concentrations plasmatiqﬁes de méloxicam entre le
pic et le pic-équilibre est proportionnelle 4 I’augmentation du niveau d’inhibition de COX-1
(1,8 fois) [50] alors que ce n’est pas le cas pour le pouvoir inhibiteur de COX-2 (1,3 fois). Une
dissociation similaire a &té rapportée entre les taux circulants de méloxicam et son pouvoir
inhibiteur sur les COXs, aprés ingestion de doses croissantes de méloxicam, bien que ce
phénomene ait ét€ observé de la méme maniere pour COX-1 et COX-2 [176]. Les auteurs
faisaient l’hyﬁothése que cette augmentation progressive de I'inhibition de COX-1 était lide a
un phénoméne d’inhibition cumulative de ’activité plaquettaire. Au contraire, une adaptation
de la COX-1 plaquettaire était proposée par d’autres auteurs ayant observé une inhibition de
COX-1 qui était moins importante.aprés prise répétée de méloxicam que ce qu’ils avaient
projeté & partir d’une prise unique du médicament [238]. Nos résultats, montrant que le niveau
d’inhibition de COX-1 suit le niveau de la concentration plasmatique entre pic et pic-équilibre,
ne confortent aucune de ces deux hypotheéses. Ils suggérent phutdt que I'incapacité des courbes
in vitro a prédire le niveau mesuré d’inhibition mesuré ex vive pour le méloxicam est
attribuable & Iabsence d’inhibition de COX-1 obseﬁée chez certains sujets malgré des
concentrations plasmatiques dans la fourchette thérapeutique. Bien que restant inexpliquée,
cette grande variabilité individuelle explique en partie I’éclatement des valeurs d’inhibition
observé ex vivo, ce qui correspond d’ailleurs & des concentrations piaématiques se situant dans
la partie linéaire des courbes dose-réponse, c’est a dire dans la zone ot une faible variation de
concentration s’accompagne d’une différence significative de Dinhibition des COXs.
L’influence variable des concentrations plasmatiques du meéloxicam sur Pinhibition de COX-1
et de COX-2 pourrait donc refléter une accumulation du méloxicam dans les monocytes.
L’existence de mécanismes d’inhibition différents de COX-1 et COX;Z par le méloxicam
pourrait étre une autre explication, & savoir une inhibition rapide et réversible de COX-1 et une
inhibition d’interaction lente de COX-2 [76].

104



Notre étude réalisée sur un grand norribre de sujets, montre que les moyennes des IC;s,
individuelles sont trés proches des 1Csy calculées & partir de la courbe moyenne d’inhibition aes
COXs, ce qui valide cette derniére. Ainsi, bien que les niveaux d’activité de base pour COX-1
et pour COX-2 soieﬁt plus variables pour la méthode sur sang total in vitro que dans d’s_iutres
systémes cellulaires ou sur enzymes purifiées [147, 173], nos résultats montrent que cette
variabilité n’est pas une limite a la validité des 1Csp obtenues pour COX-1 et pour COX-2
[134], a condition qu’un nombre suffisant de sujets ait été inclus dans I"étude.

Enfin, la faible valeur prédictive des résultats obtenus in vifro vis-a-vis des conditions de
prescription (ex vivo) pourrait relever de différences d’accumulation des AINS dans les cellules
cibles, d’une variabilité de biotransformation entre les individus ou de la contribution de
métabolites, non formés in vitro, dans .le pouvoir inhibiteur mesuré ex vivo [173, 180]. Noué
avons démontré que le diclofénac poSSéde une plus grande sélectivité pour COX-2 que le
meloxicam in vitro, alors qu’il inhibe davantage COX-1 que le méloxicam apres prise unique
ou répétée. Contrairemenf au nimésulide, dont lle niveau de sélectivité pour COX-2 est
surestifné par les courbes in vitro [179] par rapport aux résultats ex vivo [38, 175], en raison
de sa transformation en un métabolite actif non sélectif (4-hydroxynimésulide) [44], les
discordances entre nos résultats in vitro et ex vivo ne peuvent pas étre attribuées 4 un
meétabolisme hépatique plus lent du méloxicam que du diclofénac, puisque leurs métabolites
sont tous inactifs [41, 50]. Comme le méloxicam 7.5 mg /jour est aussi efficace que de plus
fortes posologies de diclofénac dans les études cliniques [50], ce résiltat pose la question de la
contribution d’autres mécanismes que I’inhibition des COXs dans les effets thérapeutiques de

certains AINS.
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H1.7. Conclusions et perspectives

En conclusion, nos résultats montrentlla faible pertinence de I’extrapolation des pouvoirs
iﬂhibiteurs sur les COXs ex vivo a partir des concentrations circulantes d’AINS et des courbes
| dose-réponse €tablies in vitro. Par conséquent, la seule évaluation de I’inhibition des _COXS qui
soit pertinente chez I'Homme, en tenant compte des limites d’interprétation dues aux
~ différences de concentrations en AINS entre les compartiments plasmatique et tissulaires, est la.
mesure effectuée ex vivo 4 des temps permettant I’absorption totale des médicaments.
Les seuls regrets que I'on peut formuler & propos de cette étude, mais qui ne remettent pas en
cause l’iﬁterprétation de I'analyse du systéme sur sang total, sont que la démonstration aurait
été encore plu.s probante en incluant des patients ayant ingéré différentes posologies pour
chaque AINS. En effet, nous ne pouvons éliminer que lle caractére peu prédictif de la méthode
7 Vitro Vis-a-vis deé conditions ex vivo n’ait pas été influencé par la posologie intermédiaire
utilisée pour I'tbuproféne et le dicloﬁ’snacT En 'eﬂ'et, parce que le niveau d’inhibition des AINS
est proportionnel a leurs posologies [176, 238], et que Iévaluation des AINS 2 la moitié de la
posologie maximale recommandée s’accompagne déja d’une inhibition presque compléte de
COX-1 par l'ibuproféne et de COX-2 par le diclofénac dés la premiére prise, I’étude de
posologies plus faibles aurait été pertinente. Ce résultat inattendu a été favorisé par le choix du
moment de prélévement sanguin (an voisinage du pic, c’est .2‘1 dire au fnoment ou la
concentration est la plus élevée) puisque le niveau d’inhibition suit la pharmacocinétique des
AINS [176, 238]. Cependant, i’étude de posologies moindres aurait considérablement allongé
et compliqué le protocole en raison du nombre de bras nécessaire. De plus, I’objectif de notre
étude étéit justement d’évaluer le caractére prédictif de la méthode in vifro aux conditions ex
Vivo vis-a-vis de posologies réellement utilisées en clinique et équivalentes en terme d’efficacité

clinique. Cependant, le manque de prédiction est surtout vrai pour le méloxicam, dont les
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posologies inférieures 4 7,5 mg sont inefficaces [50] et dont la posologie de 7,5 mg/j est auss
efficace que 100 mg/j de diclofénac dans _l’a,rthrose, et non 75 mg comme étudiés dans notre
étude. Des lors, nous pouvons considérer que nous avons étudié les plus faibles posologies
efficaces d’AINS. De plus, comme leé concentrations plasmatiques des AINS étaient nettement -
supérieures 4 leurs ICsp pour COX-2 (28 a 40 fois sur le diclofénac, 8 & 14 fois sur le
méloxicam et 12 a 19 fois sur I'ibuproféne), on peut considérer qﬁ’aux posologie faibles
étudiées, les AINS avaient une efficacité anti-inflammatoire comparable. 11 est donc possible de
conclure que si les mesures in vitro sont trés utiles pour « screener » les molécules susceptibles
d’étre sélectivement inhibitrices de COX-2, la mesure des pouvoirs inhibiteurs ex vivo se révéle
indispensable pour évaluer réellement leur profil de sélectivité pharmacologique. Bien
évidemment, il aurait été intéressant de compléter nos résultats en incluanti des inhibiteurs
« réputés sélectifs de COX-2 » comme le célécoxib ou le rofécoxib (molécules non autorisées
en France a I'époque) ou d’autres inhibiteurs sélectifs de COX-2 en cours d’enregistrement
aupres de la FDA tels que le valdécoxib [236] ou Pétoricoxib [200], qui sont encore plus
~ sélectifs de COX-2 que les précédents. Cependant, puisque la méthode in vitro sur sang total a
montré ses limites dans nos conditions d’étude, on peut considérer légitimement que ces limites
sont applicébles aux autres ATNS et aux autres conditions méthodologiqués (autres posologies
et autres moment de prélévement). Par éonséquent, la mesure des cinétiques d’inhibition des
COXs ex vivo semble la seule méthodologie adaptée et elle peut étre utilisée au cours de
pathologies inflammatoires, sous réserve que l'on prenne en considération les variations de

fixation protéique.
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Aims To assess if the inhibitory potency of nonsteroidal anti-inflammatory dmgs)\
on ¢cyclooxygenase (COX) isoenzymes, when given therapeutically in humans, ¢an be
predicted from their in vitre concentration-response curves using the whole blood
assay.

Methods Twenty-four healthy male volunteers aged 20-27 years were recruited.
Inhibiton of blood COX iscenzymes was determined in vitro before any drug intake
and ex vivo after single and repeated intzke of either 7.5 mg meloxicam once, 400 mg
ibuprofen three times daily or 75 mg diclofenac SR once, taken in a randomized
cross-over design. Production of thremboxane B;. (TXB,) during clottiag and of
prostaglandin E; (PGE,) during endotoxin exposure served as indicators of platelet
COX-1 and monocyte COX-2 activity, respectively. Drugs were determined in
plasma by h.plc., with a chiral separation of ibuprofen and free fractions after
equilibrium dialysis. _

Results Intra-subject varation for COX-1 and COX-2 at baseline was at 26’\1218“/?{
and 18 13'%# respectively, and intersubject vanadon at 39% and 36%, respectively.
The ratios of ICses and, at best, "of ICgs revealed diclofenac and meloxicam as
selective COX-2 inhibitors and tbuprofen as a preferential COX-1 inhibitor in vifro.
However, after oral intake, ibuprofen inhibited ex vive COX-2 by 80% whereas
diclofenac inhibited COX-1 by 70%. Meloxicam inhibited COX-1 from 30 te 55%
depending on the repention of the dose and increase in plasma concentratons.
Using in vitro dose-response curves, the in vivo inhibitory potency of diclofenac was
estimated adequately from its circulating concentration ([—0.18, 0.21] for COX-1
and [—~0.13, ~0.03] for COX-2) but this was not the case for ibuprofen on COX-2
{{—0.14, 0.27]) and meloxicam on COX-1 ([0.31, 1.05]). The limited predictability
of the system was not improved through considering the unbound fraction of the
drugs or the variable chiral inversion of ibuprofen.

Conclusions Assessment of COX-2 selectivity based on in witro studies and
pharmacological modelling has a hmited dlinical relevance. There is a need to
investigpate COX selectivity at therapeutic plasma concentrations of NSAIDs using
the ex vive whole blood assay.

Keywords: COX isoenzymes, enantioselectivity, INSAIDs, protein binding, whole
blood assay

Introduction

The widely 2ccepted mechanism of action of nonsteroidal

Médecine, Avenue de la forét de Haye, BP [84, 54505 Yandceuvre-lés-Nancy anti—inﬁammatory drugs (NSAIDS} 15 to inhibit the con-
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version of arachidonic acid (AA) intd cyclic endoperoxides
by the enzyme cyclooxygenase (COX, prostaglandin
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endoperoxide synthase, PGHS) [1]. Since this last decade,
we know that COX exists in at least two isoforms, COX-1
and COX-2, encoded by separate genes and thought
to participate differently in physiological situations and
disease processes [2, 3]. This new dichotomy, between the
‘mostly physiological’ COX-1 and the ‘mostly patholog-
ical’ COX-2, has generated a lot of studies comparing
NSAIDs for their ability to inhibit both COX enzymes
[4, 5]. A variety of in vitro enzyme and cell-based assay

~ models have been developed for that purpose and to guide

Py
Ly

the discovery of new molecules [4, 5], based on the
assumption that a marked inhibition of COX-2 without
any significant inhibifion. of COX-1 may characterize
INSAIDs with an improved side-effect profile [6]. In these
systems, the selectivity of NSAIDs on COX actwvity is
determined generally by the rato of their ICsy {con-
centradon of the drug inhibiting enzyme activity by
50%) values for COX-1 and COX-2 [4, 5, 7]. As a
consequence, INSAIDs were classified by their relanve
potency on cyclooxygenase isoenzymes rather than by
their chemical structure {8], although this new classifica-
tion was mainly based on in vitro data collected from
miscellaneous biological systems [3]. Unfortunately, each
in vitro assay system has clear advantages but also certain
drawbacks, icherent to the system itself, d.e. its clinical
relevance [9], or related to the way the system has been
manipulated, i.e. the experimental conditons used
(reviewed in [7, 10]).

In an effort to be closer from the therapeutic use of
NSAIDs, an extended classification of cyclooxygenase

inhibitors has been proposed, considering the level of.

COX inhibition at pharmacologically relevant doses
in animal models and humans, in addition to enzymatic
or biochemical assays [11]. From that point of view, the
whele blood assay using thromboxane B, {TXBj) pro-
duction during clotting, as an index of platelet COX-1
activity to endogenously formed thrombin, and prosta-
glandin E, (PGE,} production during LPS stimulation, as
an index of leucocytes COX-2 expression to bacterial
endotoxins [12], has become a widely accepted system
[13]. For in vitro pharmacological studies, this assay takes
advantage of using whole cells that are pathophysiological
targets for INSAIDs, of considering the intracellular
transport of drugs, of providing a physiological plasma
protein level and of checking for inhibiden of both
COX enzymes on a single sample [10]. Of primary
tmportance for estimating the selectivity of NSAIDs
towards COX enzymes, the whole blood assay can also be
used to determine the degree of COX inhibition in vive
after an oral-intake of therapeutic doses of the drug
[12, 14]. As a close correlation has been reported between
the inhibitory potency of NSAIDs on thromboxane syn-
thesis by platelets and COX-1 activity in gastric mucosa
[15], such ex wivo assay has a clear clinical relevance

J Clin Pharmacol 76316-27
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as long as the nssular concentrations of the drug are
constdered.
As an in vitro assay 18 easy to perform and spares time

-in comparison to clinical studies, authors have proposed

to use the in vitre whole blood data for estimating the
expected levels of COX inhibition from the circulating
levels of NSAIDs [10, 12). Such predicting approach is
based on: (i) the use of COX inhibition curves obtained
by the additicn of a range concentration of NSAIDs
to donated blood from™ few healthy subjects; (ii) the
extrapolation of plasma concentrations intc whole blood
concentrations of drugs, assuming that NSAIDs do not
enter red cells and that haematocrit is 45% [10, 12].
However, it has been underlined recently that the ex vivo
whole blood assay is somewhat variable and that the level
of COX inhibition depends clearly on the pharmaco-
kinetics of INSAIDs [11]. As a consequence, an appropriate
number of subjects might be required for a meaning-

ful determination of NSAIDs selectvity {11] and COX

inhibition should be reported at pharmacologically rele-
vant times [14, 16] instead of an arbitrary time following
drug administration [17].

In the present study, we investigated whether the data
obtained with the in vitro whole blood assay provided an
accurate estimation of the COX selectivity of NSAIDs
in clinical use. For that purpose, we enrolled a sufficient
number of healthy volunteers to establish the in virro COX
response curves of ibuprofen, diclofenac or meloxicam,
chosen as non selective to COX-2 selective inhibitors,
respectively {13]. We compared, subsequently, the levels
of COX inhibitdon anticipated from these in vitro assays
to the levels measured ex vivo in the same subjects after
a single or a repeated oral intake of the drugs. Finally, as
protein binding and drmug metabolism may vary in patho-
logical situations as inflarmmation, we investigated the
predicting value of the free concentration of NSAIDs and,
in the case of ibuprofen, the possible contribution of chiral
inversion.

Methods
Subjects

Twenty-four male volunteers {age, 23 12 years; height,
1.8040.08 m; mean-+s.d) were enrolled in this study.
Subjects were within 20% of ideal (Metropolitan Life
Insurance tables) body-weight (mean weighr, 68.8 kg;
weight range, 52.0-96.0 kg) and generally healthy, based
on physical examination and routine laboratory screening,
Subjects with acute or chronic diseases, medical history
of gastromtestinal ulcers or allergy against INSAIDs were
not included. Subjects were not permitted to receive
any other medication (including aspirin or NSAIDs) for
2 weeks before and throughout the duration of the study.

©2002 Blackwell Science Ltd Br ) Clin Pharmacol, 53, [-16
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The study was approved by the Ethics Committee of
Nancy (Nancy, France). Written informed consent was
obtained from all study participants.

In vitro study

The effects of meloxicam (Beehringer Ingelheim,
Biberach, Germany); ibuprofen (Sigma, Samt-Quentin
Fallavier, France) and diclofenac (Sigma, Samnt-Quentin
Fallavier, France) on platelet COX-1 and monocyte
COX-2 activities were assessed after incubating increasing
concentrations of each NSAID with peripheral whole
blood samples drawn from all subjects. Drugs were
dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO; Sigma, Saint-
Quentin Fallavier, France) and wansferred into test tubes
as 5 pl aliquots to provide final concentrations of
NSAID ranging from 107 * m to 107 u after addition
of whole blood.

COX-1 activity was determined as previously described
[12]. Briefly, fresh blood was collected from all volun-
teers, before any drug intake, into vacutainers containing
no anticoagulants. Whole blood aliquots of 1 ml were
immediately transferred into nonsiliconized glass tubes
preloaded with DMSO alone or NSAID and allowed to
clot for 1 h at 37°C. Serum was separated by centrifuga-
tion at 2000 rev min "' for 10 min and stored at —80°C
untit fesagt. Serum TXB, levels were determined with
an immunoassay kit according to the manufacturer’s
procedure (Cascade Biochem Limited, Bershire, UK.

COX-2 activity was determined as previously described
[12]. Briefly, whole blood drawn from the same donors
was immediately divided into 1 mil aliquots in test tubes
containing 10 IU of sodium heparin (Choay, France) and
10 wg of aspirin (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France).
After a 15 min incubation at 37°C to allow aspirin to
inacuvate irreversibly platelet COX-1, blood aliquots
were further incubated for 24 h at 37°C in the presence
or absence of 10 ug ml ™! LPS, derived from Escherichia
coli O55:B5 (Sigma, Saint-Quentin Fallavier, France),
and NSAID or vehicle alone (DMSCQ). Plasma was
separated by centrifugation at 2000 rev min ™~ for 10 min
and stored at —80°C until assay. Plasma PGE; levels
were determined with an immunoassay kit according to
the manufacturer’s procedure (Cascade Biochem Limited,
Bershire, UK).

Ex vivo study

All volunteers received randomly in a cross-over design
7.5 mg meloxicam (Mobic®, Beehringer Ingelheim, Paris,
France) once for 5 days, 400 mg ibuprofen (Brufen®,
Knoll, Levallois-Perret, France} three dmes daily for
3 days or 75 mg of diclofenac SR (V oltaréne®, Novartis,
Rueil-Malmaison, France) once for 3 days. Drug

© 2002 Blackwell Science Ltd Br | Ciin Pharmacol, 53, 1-16
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Clinical refevance of in vitro COX inhibition

regimens, corresponding to half of the maximal recom-
mended dosages [18-20], were chosen to mimic the
clinical practice even if lower doses of NSAIDs would
probably have help to define more precisely their in vivo
selectivity. Study duration was about 24 weeks and
treatmments were separated by adapted wash-out perods of
minus 7 days after meloxicam and 2 days after ibuprofen
or diclofenac. _
Intake of meloxicam or diclofenac was at 08.30 h and
intake of ibuprofen was at 09.00 h, noon and 20.00 h
with a light meal. Drug intake was controlled by feldphone

and absence of occult intake of NSAID was confirmed |

by chromatographic analysis as described below. Periph-
eral venous blood samples were drawn before any drug
adruaistration and after a single or a repeated intzke of
NSAID. Sampling tmes allowed each NSAID to enter
the circulation importantdy [18-20}: 5.5 h after melox-
icam, 2.5 h after ibuprofen and 3.5 h after diclofenzc.
Samples were assessed for TXB, and PGE; production
in whole blood, as described above, and relative changes
after drug intake were expressed as percentage of predose
levels. Blood samples were also used for the determination
of NSAIDs concentradon in plasma.

C-reactive protein and creatinine serum levels, liver
function tests, platelets and blood cells counts were
controlled throughout the study.

Plasma drug concentrations

Total plasma concentrations of meloxicam, diclofenac and
racemic ibuprofen were determined by high-performance
liquid chromatography (h.p.l.c.) as described elsewhere
with minor modifications [21]. The h.p.l.c. system con-
sisted of a Model 510 pump, a Model 486 variable
wavelength u.v. detector and a computer loaded with
the Millenium software, all from Waters Associates
(St Quentin en Yvelines, France). Briefly, plasma or
serum samples (200 pl} were added with 1 pg of (benzoyl-
4-phenyl)-2-butyric acid (Specia, Vitry, France) as internal
standard, then extracted with diethyl ether (3 ml) after
acidification with 1 M hydrochloric acid (0.1 ml). After
evaporation under a nitrogen stream, the dry residues were
dissolved in 100 wl of the mobile phase (acetonitrile-0.3%
acetie acid [50:50, v/v]) and chromatograph_%d iso-
cratically in the following conditions: 100 X 8 mm internal
diameter reversed-phase Radial Pak C;3 end-capped
column enclosed in a RCM-10 compression module
(Waters), 1 ml min™! of flow rate, peak detection at
230 nm for diclefenac, 280 nm for ibuprofen and 360 nm
for meloxicam.

In the case of ibuprofen, R- and S-enantiomers were
evaluated using the same methodology with the follow-
ing modifications. The dry residues wgre derivatized, as
described previously for ketoprofen [22]§by adding 100 ul
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of 50 mm triethylamine in acetonitrile, then 50 pl of
60 mum ethyl chloroformate (Merck) in acetonitmile for
30 s followed by 50 pl of 1 m t-leucinamide in 1 M
triethylammine in methanol for 2 min at room tempera-
ture. The reaction was stopped by addition of 50 ul
distilled water. Derivatized samples were then eluted
isocratically using the following mobile phase (NaHPO,
50 mm-acetonitrile-triethylamine [58:42:0.02, v/v],
where pH was adjusted at 7.0 with orthophosphonc
acid) and enantiomers were detected at 223 nm.

The total plasma concentration of NSAIDs was deter-
mined both in the ex vive and the in vitro study. For the
later, the chromatographic measurement of drugs added
exogenously served to assess the ability of NSAIDs to
partiion in blood cells. Due to the limits of detection
of the chromatographic method, plasma NSAIDs con-
centrations were detected over 10 7° M only and the mean
correcting factor calculated on the three highest doses was
subsequently applied to the emtire conceniration range.
If NSAIDs did not enter into red cells, the following
dividing factor [100/{100 —haematocrit)] had to be used
for transforming whole bloed into plasma concentrations.

Protein binding

Unbound fractions of NSAIDs were determined by
equilibnum dialysis with subsequent h.p.1c. analysis. Equi-
libdum dialysis was performed on a Dianorm apparatus
(Braun ScienceTec, Les Ulis, France), equipped with 1 ml
cells and Spectrapor 2 membranes (cut-off 12-14 kDa),
at 37°C in a thermostat-controlled bath. Samples (1 ml)
were dialysed for 3 h against 1 ml of 67 mmol 17" phos-
phate buffer pH 7, a time sufficient to reach equilibration
for each NSAID. Samples collected ex wive after ibuprofen
intake and samples added in vitre with NSAIDs were
analysed after a subsequent addition of 20 ug ml™! of
either diclofenac, meloxicam or racemic tbuprofen.

Statistical analysis

Data were expressed as mean+s.d. or s.e. mean when
specified. Inhibition of whole blood TXB, and PGE,
production by NSAIDs was calculated as the percentage
of baseline levels in the same patdent. The inhibition
of COXs was modelled using the following equa-
tion mathematically analogous to the Hill function:
Y={a—-d/{1+(X/c)b]+d, where X and Y represent
the molar concentration of NSAID and the percentage
of inhibition, respectively; a, b, ¢ and d are the parameters
of the equation [23]. Fitting of the experimental data
to this model was carried out by minimization of the
objective function, defined as the sum of square devi-
ations between predicted and experimental response. The
best fit was with a weight at 1/Y. This equation was used
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to fit the sigmoidal concentration-response curves and to
estimate the ICsq and [Cyo values from the values of
the parameters. Fitting was made with all drugs, both for
each patient and for mean curves, allowing to calculate
individual and mean ICs for COX-1 and COX-2.

Having excluded a sequence or carry-over effects by
a multivariate aNoOva, the ex vive whole blood data were
combined regardless of the treatment sequence. For each
NSAID, statistical comparisons (plasina drug concentra-
tion, COX inhibition) between single and repeated intake
were done using the Student’s paired t-test. The statistical
level of significance was chosen at 5%.

Based on the individual fitting of COXs inhibition
in whole blood and the determination of a plasma-

‘to-whole blood correcting factor for each NSAID, in vitro

sigmoidal concentradon-response curves were recon-
structed for plasma NSAIDs concentration. Using these
plasma concentration-COXs inhibition curves and the
circulating levels of NSAIDs measured after single and
repeated intake, we determined the theoretical levels of
COX-1 and COX-2 inhibition. These theoretcal levels
of COXs mhibition were calculated on individual and
mean concentration-response curves. Lheir comparison
with the level of COX inhibition really observed ex-vive
was performed using the 95% confidence interval of
the centred relative difference [(theoretical —observed)/
observed] to the intervalfs’ [—0.25, +90.25] chosen for
statistical significance.

Results
In vitro study

Plasma PGE; and serum TXB. averaged 77.2+28.4
ng ml~ ! (mean+s.d., n=24)and391.2+ 152.6 ng m! ™",
respectively, at baseline. Intra-subject coefficients of
variation, determined on three different measurements
of basal COX activities (before each treatment phase
of the clinical study), averaged 18+13% for PGE; and
261+ 18% for TXB,. The mean 1Csy values for COX-1-
and COX-2 calculated from the individual dose—response
curves (individual 1Csp) showed that tbuprofen inhibited
COX-1 more efficiently than COX-2 (IC5(COX-2/
COX-1=3.3) whereas diclofenac and meloxicam
inhibited COX-2 with a higher potency than COX-1
(IC5eCOX-2/COX-1=0.16 and 0.23, respectively)
(Table 1). Similar data were obtained from the medn
dose-response  curves showing 1C50COX-2/COX-1
ratios of 2.3 for ibuprofen, 0.16 for diclofenac and 0.19
for meloxicam. In all case, diclofenac was approximately
one order of magnitude more potent than meloxicam
for inhibiing COX activities (6—7-fold on COX-1 and
8-10-fold on COX-2). The overall COX selectivity of
NSAIDs was unchanged when considering the ICgqs
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ratios, although diclofenac appeared slightly more selective
for COX-2 than meloxicam in this case (Table 1).

Ex vivo study

Tolerability of the medications

The 24 volunteers completed the study in accordance

with the study protocol. Neither serious nor minor
- adverse events were observed or reported. Liver func-

tion tests, serum creatinine and C-reactive protein levels

{<5mg 1_1), haematocrit, platelet and blood cell counts

did not vary significantly over study duration.

Plasma concentration of NSAIDs

Measurement of plasma drug concentrations after 2 single
and a repeated intake are shown in Table 2. Drug
monitoring confirtned the good compliance of the patients

Clinical relevance of in vitro COX inhibition

(only four abnormally low NSAIDs concentrations over
144 assays) and the lack of any occult intake of NSAID
over study duraton. Plasma drug concentrations were
similar after a single and a repeated oral intake for both
tbuprofen and diclofenac while a 1.8-fold increase ‘in
plasma concentration was noted for meloxicam at steady
state (P<0.05).

Inhibition of COXs activity

The relative changes of prostanoid formation after NSAID
intake are shown in Table 3. Ihuprofen inhibited almost
completely COX-1 activity after a single and a repeated
intake whereas COX-2 inhibition averaged 80% at cor-
responding times. Diclofenac reduced COX-1 activity
by about 70% and COX-2 by about 96% whatever treae-
ment duration. In contrast, a significant increase (P < 0.05)
in COX inhibition was observed after a repeated intake
of meloxicam, which was more marked on COX-1

" Table 1 In vitro potencies of diclofenae, ibuprofen and meloxicam to inhibit the synthesis of prostanoid by human whole bloed COX isoenzymes.
Data are expressed as concentration inhibiting COX activity by 50% [1Csq] or 80% [1Cg). '

COX-1 COX-2 Ratios COX-1 COX-2 Ratios
L ICst ICss° ICsg" Cgs COX-2/COX-1°  ICs" ICgd ICss ICg COX-2/COX-1
NSAID () {um) {us) e} ICse Csp () (um) () (mg)  ICs ICs
0.354£0.26 1324010  0.06£0.05 - 0.17 0.10 025 117 004 016 016 0.13
tbuprofen  6.05+4.82 27.0+1550 10.90-+24.01 221.04£7i00 3.29 819 430 40.80 10.00 7490 2.33 1.84
Meloxicam 2.64-+2.49 8.92+868  0.60+0.82  251+2.04 0.23 0.28 160 1230 031 416  0.19 0.34

*Data obtained by the arithmetic mean'\}é.d. of individual 1Csy o1 1Csg value;f. ®Data obtained from the mean concentration response curves.

Table 2 Monitoring of plasm-a NSAIDs concentrations after oral intake of 75 mg day ™' of diclofenac SR, 400 mg three times daily of ibuprofen
and 7.5 mg day~ ! of meloxicam. H.p.Lc. analysis was done as described in the method section. Concentration was determined 3.5 h after
diclofenac, 2.5 h after ibuprofen and 5.5 h after meloxicam intake and steady-state was evaluated after 3 days of diclofenac, 2 days of ibuprofen
and 5 days of meloxicam. Data are expressed as mean +s.d. of 24 volunteers.

Diclofenac (ug ml™ ) {fun])

Touprofen (g mi ™%} ([ua])

Meloxicam (ug ml™ %) (l-:.'jMD

Single Repeated Single Repeated Single Repeated
0384035 02740.18 24.9+380 148459 - 0.62£0.13 1.09 40,37
firoxiag £0.85+0.577 Are2£3877 [1041+1.28/ AT76+037) B0/

*P< (.05 vs single intake.

Table 3 Ex vivo inhibition of prostandid formation in whole blood after single 2nd repeated oral intake of diclofenac, ibuprofen or meloxicam.
Reesults are expressed as percentage of inhibition of TXB, production, as a reflect of platelet COX-1, and PGE,; production, as a reflect of

monecyte COX-2, relative to. the predose values.

COX-1 inhibition (%3)

COX-2 inhibition (%0}

NSAID {dose) Single Repeated Single Repeated
Diclofenac (75 mg day™ ) 69+22 71418 95+ 16 97+5
Ibuprofen (400 mg three times daily) 9%+3 90+ 16 83412 76120
Meloxicam (7.5 mg day ™ ") 30416 55420 6316 83413+
All values are mean +s5.d.; *P<0.05 vs single.

5
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(1.8-fold change) than on COX-2 (1.3-fold change). It is
worth noting that four subjects in the meloxicam phase
of the study failed to show any detectable inhibition of
prostanoid synthesis, despite drug plasma levels in the
therapeutic range. This explains, as least in part, the higher
scattering of values observed with meloxicam than with
other NSAIDs, especially for COX-1 inhibition.

In vivo relevance of in vitro data

Trangformation of whole blood into plasma drug concentration

Haematocrit averaged 0.44 £0.02 117" throughout study
duration and the corresponding dividing facter was
1.8140.07 for the transformation of whole blood nto
plasma concentratons. The comparison between the
expected whole blood concentration of INSAIDs and
the concentration really measured by h.p.lc. i plasma

showed that the correcting factor averaged 1.6540.24

for ibuprofen, 1.344-0.20 for diclofenac and 1.49£0.13
for meloxicam. Thus, the transformation of whole blood
into plasma concentrations differed slightly between
INSAIDs and was not fitted adequately when considering
haematocrt enly. These data suggested that NSAIDs
entered, at least in part, into whole blood cells.

Overall predicting value of the in vitro assay
The mean dose—response curves reconstructed by con-
sidering the plasma concentration of NSAIDs measured

Figure 1 Comparison of NSAID concentrations and inhibition
of COX activities in human blood assessed in vitro and ex vivo.
The in vitro dose—tesponse curves of platelet COX-1 {grey hatched
line) and monocyte COX-2 (black line) activities were done for
diclofenac {a), ibuprofen (b) and meloxicam (c). Increasing
concentrations of NSAIDs were incubated with 1 ml whole
blood samples allowed to clot for 1 h, and serum TXBo levels

" were measured as a reflection of thrombin~-induced platelet”

75

thromboxane A, production. NSAIDs were also incubated with
1 ml heparinized whole blood samples in the presence of aspirin -
(10 pg ml™") and LPS {16 pg ml~") for 24 h, and plasma PGE,
levels were assayed as a reflection of endotoxin-induced
monocyte COX-2 activity. In vitro whole blood concentrations
of NSAIDs were corrected into plasma concentrations using

a dividing factor of 1.34 for diclofemac, 1.65 for ibuprofen

and 1.49 for meloxicam. Results, depicted as percentage
inhibition, were obtained from triplicates of the 24 volunteers
and concentration-response curves were fitted according to the
Hill fancton as described in the method section. In the ex vive
study, plasma NSAIDs concentrations measured after single and
repeated intake of diclofenac 8 mg once, ibuprofen 400 mg
three times daily or meloxicam 7.5 mg once were plotted on
the same graph vs the percentage of inhibition of COX-1

{A: single; X: repeated) and COX-2 (A: single; 4: repeated)

activities measured ex vivo at the same time.
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in yitro are depicted in Figure 1{a,b,c). When consider-
ing the plasma concentrations measured after single and
repeated drug intake, the expected (theoretical) levels of
COZX inhibition were quite similar if they were calculated
from the mdividual or the mean concentration-response
curves (data not shown). However, when these theoretical
levels were matched to those measured after NSAID
intake, a larger than expected scattening of experimental
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data was observed (Figure ia,b,c). The in vivo inhibitory
potency of diclofenac was predicted by the in vitro assay:
[—0.18, 0.21] for COX-1 and [—0.13, —0.03] for
COX-2. For ibuprofen, the in vitro assay was relevant for
COX-1 {~0.18, 0.03] but not for COX-2 [—0.14, 0.27]
whereas it was relevant for COX-2 ([~0.05, 0.15]) but
not for COX-1 ([0.31, 1.05]} in the case of meloxicam.
When existing, the predicting value of the in vitro assay
was better for a repeated intake than for a single intake
of diclofenac ([—0.10, ~0.02] s [—0.19, —0.01] for
COX-2, respectively) or meloxicam ([—0.15, —0.01] vs
[—0.01, 0.35] for COX-2, respectively), whereas the
contrary was observed for ibuprofen ([—0.24, 0.18]
vs [—0.13, —0.10] for COX-1, respectively) (Figure 1).
These data were consistent both with the lowest scatter-
ing of plasma concentrations of diclofenac and ibuprofen
at coresponding times and with the significant increase
in circulating meloxicam between single and repeated
intake (Table 2).

Infiuence of protein binding on the

predicting value of the in vitro assay .
The unbound fraction mirrored the total concentration
of NSAIDs, since the concentrations of free diclofenac or
ibuprofen were similar after single and repeated intke
whereas this of free meloxicam increased with the
repetition of the dose (data not shown). In the case of
ibuprofen, the unbound fraction was identical in vitro
(0.27+£0.07%) and in vive (0.234007% after a single
intake, 0.22+ 0.08% after a repeated intake), highlighting
that circulating metabolites did not contribute to protein
binding. When the predicting value of the in vitro assay
was tested using the free concentration of INSAIDs, the
data were similar to those obtained with the votal
concentration of drugs: (i) predictability was achieved in
the [—0.25, 4+0.25] interval except for meloxcam on
COX-1 (Figure 2) and ibuprofen on COX-2 (Figure 3);
(i) predictability was at best after a repeated intake of
diclofenac or meloxicam but a single intake of ibuprofen.

Influence of stereoselectivity on the

predicting value of the in vitro assay

As the drug added in vitre to donated blocd samples was
ibuprofen racemate, the dosé—responsc curves were easily
refitted by considering S-(+)-enantiomer as half of
the concentration applied (Figure 4). In vivo, the ratio of
S~{+)/R-(~) ibuprofen enantiomers varied between indi-
viduals (range [0.87-3.89]) and increased from 1.45+0.41
‘(meants.d) after a single intake to 2.18+1.03 after
a repeated intake. When considening the plasma levels
of the $-(+4-)-enantomer only, the in vitro whole blood
assay was predictive of the in vivo COX inhibition after
a single intake of ibuprofen ([~0.12, —0.10] for
COX-1, [—0.12, 0.07] for COX-2). After a repeated
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Figure 2 Discrepancy between inhibition of plateler COX-1
activity by free meloxicam in vitre and percentage of COX-1
inhibition observed ex vivo after an oral intake of 7.5 mg day ™"
(A: single intake; x: repeated intake).
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Figure 3 Discrepancy between inhibidon of monocyte COX-2
activity by free ibuprofen racemate in vitro and percentage of
COX-2 inhibition observed ex vivp after an oral intake of 400 mg
three tmes daily {(A: single intake; -+: repeated intake).

drug intake, the inhibitory potency was estimated ade-
quately on COX-1 ([—0.22, 0.21]) but not on COX-2
{{—0.25, 0.68]) (Figure 4). Similar data were obtained
when considering the unbound fraction of the S-{4)-
emantiomer (data not shown), demonstrating that this
limitation was not supported by a variable stereoselective
protein binding.

Discussion

The present work investigated if the COX inhibitory
potency of NSAIDs determined with the in vitro whole
blood assay was relevant for clinical practice. The rationale
was that the whole blood system is unique for comparing
in vitro and in vive data in the same subject [10, 12, 14], and
is often considered as a.reference system for establishing
the selecdvity of NSAIDs towards COX isoenzymes
[11, 13]. The clinical relevance of any in vitro assay is of
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Figure 4 Influence of enantioselectivity on the inhibitory
potency of ibuprofen rowards COX activities in human blood
assessed in vitro and ex vivo. The in vitro dose—response curves of
platelet COX-1 (grey hatched line} and monocyte COX-2 {(black
line) activities were done considering that the S5-{<-)-enantiomer
represented half of the racemate concentration. Results, depicred
as percentage inhibition, were obtained from triplicates of the

24 volunteers and concentration-response curves were fitied
according to the Hill function as described in the method secrion.
In the ex vive study, plasma concentrations of S-(-+)-ibuprofen
measured after a single and a repeated intake of 400 mg three
times daily of ibuprofen racemate were plotted on the same graph
vs the percentage of inhibition of COX-1 (A: single; X: repeated)
and COX-2 (A: single; +: repeated) activities measured ex vive
at the same rime.

prmary importance since efforts were made to evidence
a link between the COX selectivity ratio of NSAIDs and

their ability to produce severe gastro-intestinal complica-

tions [13, 24], a meaning supported further by the low
inicidence of clinically important upper gastrointestinal
events with ‘selective COX-2 inhibitors’ [25, 26]. As all
in vitro systems, the whole blood assay is limited by its
relevance to the level of COX inhibition in target tis-
sues, -lf- inflamed joints and gastric mucosa, but offers
advantage of investigating biochemical selectivity ex vivo
at therapeutic plasma levels of NSAIDs [14, 27].

In our experimental conditions, we pointed out that
the level of COX-1 and COX-2 inhibidon achieved
in vivo ¢an not be predicted universally from correspond-
ing in vitro dose—response curves. Indeed, the predictability
of the whole blood assay was suitable for diclofenac,
' acceptable for ibuprofen, although with some limitations
relative to COX-2 inhibition, but unadapted to melox-
icam. As we did not study range doses of each NSAID,
we cannot rule out that the predictability of the system
would be influenced by drug dosage, since a varable
selectivity profile could have appeared at lower doses of
NSAIDs. Consistenat with this are both the quite com-
plete inhibition of COX-1 by ibuprofen and COX-2
by diclofenac from the first drug intake and the well
known dose-dependent inhibition of COX isoenzymes
by NSAIDs [16, 27]. This quite unexpected finding was

JClin Pharmacel 76316-27
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favoured by our choice of sampling blood at a time
consistent with a high plasma concentration of drugs,
since COX inhibiton follows the pharmacokinetics of
NSAIDs {16, 28]. However, one must underline that
clinical trials demonstrated an equivalent efficacy of daily
doses of 7.5 mg of meloxicam and 100 mg of diciofenac
in osteoarthritis {18], whereas the dme for blood sampling
was shown as cotical for interpreting the inhibitory
potency of meloxicam on platelet funcdons [16, 17, 27].
As the limitation of the in vitro whole blood assay was
observed mainly with meloxicam, whose lower doses are

ineffective [18], we think that our study protocol allowed .

a convenient though no exhaustive analysis of the clinical
relevance of the system. Furthermore, the plasma concen~
tration of drugs were 28—40-fold higher for diclofenac,
8-14-fold higher for meloxicam, and 12-19-fold higher
for ibuprofen than their corresponding in vitro 1Cse on
COX-2, confirming that the doses could be assumed to
have at least an equal and-inflammatory efficacy.

In an effort to explain the varable predictability of the
whole blood system, we searched for possible causes
related to the biological system itelf. As our in vitro ICsq
COX-2/COX-1 nanos were close to those reported
with the same methodology {12, 13, 27], such limitation
is unlikely to result from our experimental conditions.
However, the intrasubject vanation reached 26 ‘s
for COX-1 and 18%13% for COX-2, whereas the inter-
subject variation reached 39% for COX-1 and 36% for
COX-2. These results are n good accordance with
previous clinical studies [12, 16, 27, 28], but confirms that
biclogical variability is a possible Limitaton of the whole
blood assay [11] since scattering in baseline levels of
prostanoids may exceed this of purified enzymes or cell-
based assays [4, 5, 10]. Furthermore, this intersubject
vanation makes hazardous to study the inhibitory potency
of NSAIDs in a small number of patients and to extra-
polate the individual level of COX inhibition from the
dose~response curve of foreign patients. As the number of
patients used for establishing the dose-response curves
of NSAIDs varied from 5 {10] to 20 [29], the comparison
of published selectivity ratios could be disturbed by the
variability of the system, even if we failed to improve its
clinical relevance when considering individual instead of
mean dose—response curves. Since each of our 24 subjects
balanced the mean dose-response with the same weight,
this finding was not unexpected although it highhghted
that the predicting value of the whole blood system
remained limited even when the intersubject variation was
tzken into account. :

Estimation of the ir vive extent of COX inhibition from
the plasma concentration of NSAIDs is based generally on
the prerequisite that drugs do not enter red cells and that
haematocrit is 45% [10, 12]. Unfortunately, we dermon-
strated that the drugs partinoned differently inte whole
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cells, although the difference remained moderate between
molecules since they were acidic in nature. The factor
accounting for the transformation of whole blood into
plasma concentrations followed a different rank order from
the drug pKa, suggesting that it was influenced by the
lipophilicity of the molecules. Despite having a limited
influence for interpreting data with classical NSAIDs, we
suggest that it could be 2 major flaw to neglect the ability
of non acidic molecules to enter red cells since, for
example, celecoxib is thought to be evenly distributed
between erythrocytes and plasma [30). In addition, the use
of a normalized haematocrit has no influence as long as the
studies are made in healthy subjects of the same sex, but it
adds furtherlimitation to the predicting value of the whole
blood system in patients with chronic inflaimmation.
From a pharmacokinetic point of view, inhibiton of
COX isoenzymes by NSAIDs may differ between i vitro
and in vive conditions because drugs can accumulate in the
target cells, can be degraded variably between individuals
or may act through metabolites {10, 12]. We demonstrated
that diclofenac exhibited a higher COX-2 selectivity than
meloxicam in vitro although it inhibited COX-1 more
-efficiently than meloxicam after single and repeated oral
intake. As their metabolites are inactive [18, 20], such
diserepancy cannot be explained by 2 slower metabolism

of meloxicam than of diclofenac in liver. A more likely

ex_planation is that, when drugs were administered at half
the maximal recommended doses, the plasma concentra-
tion of diclofenac exceeded its inhibitory potency on
COX isoenzymes more largely than this of meloxicam,
as we discussed before. As meloxicam 7.5 mg day ™! was
as effective as a higher dose of diclofenac in clinical studies
[18], this finding challenges further the exclusive con-
tribution of COX inhibition in the therapeutic effects of
some NSAIDs. Besides, Panara and coworkers reported
that the 35% inhibition of platelet COX-1 activity
by 15 mg day™ ! of meloxicam corresponded to a 70%
inhibition of monocyte COX-2 activity at steady-state
[27], which confirms that oral doses of meloxicam were
not excessive in terms of COX inhibition. For ibuprofen,
we investigated the contribution of the §-(+)-enantiomer

because it is several order of magnitude more potent than -

the R-(—)-enantiomer in inhibiting prostagiandin syn-
thesis in witro [31} and can be generated in vivo by
enantiomeric inversion via the formation of coenzyme
A thioesters [32]. We showed that the S-(+}/R-{~) ratio
was highly vamable at a given time and increased with
repetition of the dose in the same subject. Although this
ratio is not an ideal index of fractional inversion, as it
depends also on protein binding, one must underline that
the predicting value of the in vitro assay on COX-2 was not
changed when, considering the S-(+)-enantiomer only.
As the weakest predictability was observed at steady-state,
that is when the S-{+)/R-(—) ratio was the highest,

© 2002 Blackwell Science Led Br | Clin Phamacol, 53, 1-16
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it is tempting to speculate that the higher than expected
inhibition of COX-2 could be supported by the additional
contribution of the R-ibuprofenoyl-CoA thioester [33].
Protein binding is another key limiting factor of the
pharmacokinetics of NSAIDs which is thought to be
accurately reproduced by the in vitre whole blood assay
[10, 12]. As NSAIDs are highly bound to albumin, we
searched for intersubject vadability in protein binding
as a possible limiration of the system. We demonstrated
that the inability of the whole blood assay to predict
the inhibitory potency of meloxicam on COX-1 cannot
be ascribed to an abnormal protein binding. This appears
logical when considering thar unbound fraction of
INSAIDs 15 a faithful reflection of their total concentraton
in healthy volunteers, that protein binding of meloxdcam

is linear in its therapeutic range [18], and that any occult} nta.

of NSAID was excluded by a careful plastma monitoring,
For ibuprofen, the measurement of free drug concentra-
tion was of particular interest since protein binding can
vary from linear to non linear depending on the dose and
includes a stereoselective competition for albumin sites
[19]. The concentration of free S-{+-)-ibuprofen, the less
protein bound enantiomer [32], varled differendy from
those of unbound racemate, with a higher proporton of
the S-enantiomer after a repeated (81%) than after a single
intake (72%). This finding agreed well with the con-
comitant increase in the S-(+)/R-(—) ratio suggesting

* that it was reflecting the chiral inversion rather than

the enantiomeric protein binding. However, despite this
reladve increase in the unbound active fraction, the
in vitro system still underestimated the inhibitory potency
of ibuprofen on COX-2 at steady state. Thus, our data
are consistent with the possible contribution of additional
metabolites to the in vive COX-2 inhibitory potency of
ibuprofen. :

The inability of the whole blood assay to estimate the
inhibitory potency of meloxicam on COX-1 needs further
discussion. Ir is noticeable that inhibition of COX-1 by
meloxicam showed the highest scattering of values, with
coefficients of variation averaging 53% after single and
36% after repeated drug intake. This variability was
unexpecied since it contrasted with the homogeneity of
ex vivo COX-2 inhibition and plasma concentration of
meloxicam. Surprsingly, the increase in plasma concen-
tration of meloxicam with repetition of the dose paralleled
its inhibitory potency on COX-1 (1.8-fold increase) but
not on COX-2 (1.3-fold increase). A similar dissoclation
between circulating drug levels and COX inhibitton was
reported after a repeated intake of increasing doses of
meloxicam, although both COX iso-enzymes were
affected similarly [27]. Interestingly, 2 possible cumulative
inhibition of COX-1 was suggested to explain the higher
thar expected inhibidon of platelet activity [27]. In
contrast, an adaptation of platelet COX-~1 was proposed to
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explain the lower inhibition of COX-1 by meloxicam at
steady-state than it could be expected from its level of
irhibition after a single dose {16]. Our results support none
of these proposals since inhibition of COX-1 followed
the plasma concentration of meloxicam between single
and repeated intake. We suggest that the inability of
the whole blood assay to estimate COX-1 inhibition by
meloxicam was partly atributable to the lack of inhibi-
tion observed in some subjects despite drug plasma con-
centrations in the therapeutic range. Although it remains
unexplained, this finding contributes likely to scattering

&£~ of values in the most critical, ie. the linear, part of the

sigmoidal dose-response curve. The variable influence of
plasma concentration of meloxicam on COX-1 and
COX-2 activity may reflect a higher drug accumulation
in monocytes than in platelets. Alternatively, a different
mechanism of inhibiton of COX iso-enzymes by
meloxicam cannot be excluded [34], since we did not
performed recovery experiments. -

Conclusions

The present cross-over study revisited the clinical rele-
vance of the whole blood assay through comparng the
COX imhibitory potency of INSAIDs in vitro and in vive
in the same subjects. We confirmed that the biological
variability of the system was high, although this does
Nexceed its advantages as long as a sufficient (high) number
~of subjects is considered. We showed further that the
selectivity ratios obtained in wvitro using ICses gave a
somewhat misleading view of the selectvity of NSAIDs
in clinical use, with diclofenac and meloxicam being more
COX-2 selective in vitro than in vive. In addition, the
in vitro whole blood assay estimated adequately the ex vivo
inhibition of COXs iso-enzymes by diclofenac bur was
not adapted to this of meloxicam on COX-1 and ibu-
profen on COX-2, even when considering variability
due to protein binding or chiral inversion. These data
extent previous work with the whole blood assay
[14, 16, 27] to underline the limitagons of assessing
COX-2 selectivity based on in witro studies and phanma-
cological modeiling, even with a ‘more physiological’
system. We conclude that therda need to investigate COX

- selecrivity at therapeutic plasma concentrations of INSAIDs,

as assessed ex vivo with the same assays.
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RESUME

Une revae de la Httérature montre que ’on ne sait pas si, en condiiion de prescription chez 1'Homime, les
pouvoirs inhibiteurs des anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sur les iso—enzymes de la cyclooxygénase
(COX), peuvent &tre prédits & partir des inhibitions mesurées in vifro en utilisant le sang comme source
d’enzymes. C’est pourquoi nous avons comparé, dans une étude randomisée, croisée, le niveau d’inhibition des -

‘iso—enzymes de COX chez 24 hommes volontaires; gés de 20 4 27 ans, in vitro avant toute prise I’ AINS et ex

vive aprés prise unique ou tépétée de 7,5 mg/j de meloxicam on 400 mg x3. d’ibuproféne ou 75 mg de
diclofénac LP. La production de thromboxane B2 (TxB,) durant la coagulation spontanée et de prostaglandine
E2 (PGEZ) apres stimulation par 10pg de LPS ont servi d’indicateurs de 'activité COX—1 plaquettaire et COX—
2. monocytaire respectivement. Le dosage plasmathue des' AINS a ét¢ réalisé par HPLC, avec dosage
siéréosélectif de I'ibuproféne et mesure des fractions libres aprés diafyse 4 I’équilibre. La variation intra—
individuelle de 1’activité basale de COX-1 et COX-2 était de 26 + ]8 % et 18 + 13 % respectivement et 1z
variation inter-individuelle de 39% et 36% respectivement. Les rapports @’ICs08 et d’ICq0s ont montré que le
diclofénac et l¢ meloxicam sont des inliibitenrs sélectifs de COX-2 et 1'ibuproféne un inhibiteur préférentiel de

- COX=1"in vitro. Cependant, aprés prise orale d'ibuproféne, COX-2 est inhibée & 80 % ex vive alors que le

diclufénac inhibe COX-1 4 70 %. Le meloxicam inhibe COX-1 de 30 & 55 % en fonction de la répétition des
prises et de Paugmentation des concentrations plasmatiques. En utilisant les- courbes concentration—activité
COX établies in vitro, le pouvoir inhibiteur du diclofénac in vivo a été estimé coivectement 4 partir de sa -
concentration sanguine (f— 0,18;0,21] pour COX-1 et [- 0,13;- 0,03] pour COX-2), ce qui n’est pas le cas

. pour I’ 1buprofene sur COX~2 (- 0,14;0,27}) et le meloxicam sur COX-1 ({0.31;1.05]). La prédiction limitée

du systéme n’a pas ét¢ améliorée en prenant en compte la fraction libre des médicaments et 1'inversion chirale
de I'ibuprofine. Nous en concluons que le profil de sélectivité d’un AINS mesuré in vitro ne peut étre extrapold
aux conditions cliniques de prescription et que sa sélectivité pour les COXS d01t &tre determmee ex vivo aux

'..Gncentranons thempeuﬁques anti~inflamimatoires.

; .

In vitro and ex vivo assessment of m!nb:tary potency on cvcioaxvven'lse 1so—enzymes

A téview of the hterature shows that whether the mhlbltory potency of nonstermdal antl—m_ﬂammatory drugs

- on cyclooxygenase (COX) iso—enzymes, when given therapeuncally in hurmans, can be predicted from their in

Vitro concunt:ratmn—rﬁsponsp curves using the whole blood assay is unknown. Therefore, we-determined. the
inhibition of blood COX iso—enzymes in 24 healthy male volunteers aged 20 to 27 vears, in vitro before any. -
d;rug intake and ex vivo after single and repeated intake of either 7.5 mg meloxicam once, 400.mg xbuprofe:n ,
tidor 75 mg diclofenac SR once, taken in a randomized cross—over de51g11 Production of thromboxane B2

'. (TxB,, during clotting and of prostaglandin E2 (PGE,) during endotoxin’ exposure served -as indicators.of

platetet COX~1 and monocyte COX-2 activity respectively. Drug were determined in plasm& by HPLC, with a

- chiral sepuaration of ibuprofen and free fractions after equilibrivm diatysis. Intra—subject variation for COX=1
and COX-2 at baseline was at.26 £ 18 % and 18 +-13 % respectively and inter-subject vanatmn at. 39% and_
- 36% respectively. The ratios of [Cses and, at best, of ICys revealed diclofenac and meloxicam as selective

COX-2 inhibitors and tbuprofen as a preferential COX-1 inhibitor in vitro. However, after oral intake,
ibuprofen inhibited ex vive €OX-2 by 80 % whereas diclofenac inhibited COX~1 by 70 Y. Meloxicam

inhibited COX-1 from 30 to 55 % depending on the Tepetition of the dose and increase in plasma

concentrations. Using in vitro dose-response curves, the in vivo inhibitory potency of diclofenac was estimated
adequately from its circulating concentration ([— 0.18;0.21] for COX~1 and [~ 0.13;- 0.03] for COX-~2) but this

- was not the case for ibuprofen on COX-2 ([~ 0.14;0.27]) and meloxicam on COX-1 ({0.31;1.05]). The limited

predlctablhty of the system was not improved through considering the unbound fraction of the drugs or the
variable chiral inversion of ibuprofen. In conclusion, assessment of COX~2 selectivity based on in vitro studies
and pharmacological modellmg has a limited clinical relevance and mvestlgatton of COX selectivity at

. therapeutic plasma concentratmns of NSAIDs using the ex vivo whole blood assay is required.

‘Mots—clés:Whole blood assay, NSAIDs, COX iso—enzymes, protein binding, cnant_ieselecﬁvity.
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