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Un jour, dit la légende, il y eut un immense incendie de forét. Tous les animaux
terrifiés et atterrés, observaient, impuissants, le désastre. Seul le petit colibri s active, allant
chercher quelques gouttes d’eau dans son bec pour les jeter sur le feu. Au bout d’'un moment,
le tatou, agacé par ses agissements dérisoires, lui dit : « Colibri | Tu n’es pas fou ? Tu crois
que c’est avec ces gouttes d’eau que tu vas éteindre le feu ? »

« Je le sais, répond le colibri, mais je fais ma part. »

Pierre RABHI
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INTRODUCTION

La cyclo-oxygénase (COX) est un complexe multienzymatique dont les deux
isoformes, COX-1 et COX-2, catalysent notamment 1’étape initiale de formation des
prostaglandines de la série 2 a partir de 1’acide arachidonique (AA). La COX-1 est I’isoforme
constitutive de la COX qui est impliquée dans le maintien de ’homéostasie tissulaire tandis
que la COX-2 est I’isoforme inductible qui est impliquée dans la synthése de la majorité des
prostaglandines de la réaction inflammatoire.

Depuis quelques années, I’implication de la COX-2 dans la carcinogenese est devenue
de plus en plus évidente. Elle a en effet été mise en évidence dans au moins six mécanismes :
la conversion de procarcinogénes en carcinogénes, la promotion de I’initiation tumorale,
I’échappement a 1’apoptose, I’immunosuppression et la promotion de 1’angiogenése tumorale,

de ’invasion tumorale et de 1’extension métastatique'®’.

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) bloquent, de maniére plus ou moins
sélective, I’activité des deux isoformes de la cyclo-oxygénase.

Dans I’espéce humaine, des études épidémiologiques et cliniques ont suggéré que les
inhibiteurs de la COX-2 pouvaient étre bénéfiques dans le traitement de la douleur d’origine
cancéreuse, dans la prévention des tumeurs solides et enfin dans le traitement de ces tumeurs
lorsqu’ils étaient associés avec une chirurgie, une chimiothérapie ou une radiothérapie”'"".

Dans I’espéce canine, des études cliniques ont pu montrer que les inhibiteurs de la
COX-2, administrés seuls ou en association avec des agents de chimiothérapie
conventionnelle, étaient a 1’origine d’une meilleure évolution clinique. Ces résultats ont été
obtenus dans les carcinomes vésicaux a cellules transitionnelles, les carcinomes mammaires
inflammatoires et les carcinomes prostatiques>®*%8%101106.118176 17 o miroxicam et le firocoxib
ont ¢été les inhibiteurs de la COX-2 les plus fréquemment utilisés dans ces études cliniques.

La COX-2 constitue donc une cible pharmacologique prometteuse, en cancérologie
canine, dans le traitement des tumeurs. Les perspectives sont d’autant plus grandes que les
inhibiteurs de la COX-2 sont mieux tolérés et plus spécifiques que les agents cytotoxiques
couramment utilisés en médecine vétérinaire qui ciblent, a la fois, le métabolisme des acides
nucléiques des cellules tumorales et celui des cellules saines.

Dans I’espéce canine, bien que les études sur I’expression tumorale de la COX-2 et la
tolérance des inhibiteurs de la COX-2 soient de plus en plus nombreuses, on en recense tres
peu sur la valeur prédictive de I’expression de la COX-2 c’est a dire sa relation éventuelle
avec ’effet antitumoral des inhibiteurs de la COX-2.

Les études cliniques sur la valeur pronostique de I’expression tumorale de la COX-2
restent par ailleurs limitées. Il est en effet nécessaire de distinguer la valeur pronostique qui
permet d’évaluer I’effet des caractéristiques du patient ou de la tumeur sur 1’évolution
clinique de la valeur prédictive qui permet d’évaluer 1’effet du traitement sur la tumeur’”.

Le premier objectif de cette étude préliminaire était de mettre au point une technique
standardisée de détection immunohistochimique de la COX-2 dans le but d’évaluer
rétrospectivement son expression dans des tumeurs canines malignes d’origine €pithéliale ou
mésenchymateuse. Le second objectif était d’évaluer la tolérance et I’efficacité clinique des
inhibiteurs de la COX-2 dans le traitement de ces tumeurs solides.
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Nous avons également tenté d’évaluer les relations éventuelles entre I’expression de la
COX-2 et des données anatomo-cliniques : potentiel métastatique, récidive locale et efficacité
clinique des inhibiteurs de la COX-2.

Cette étude préliminaire est introduite par une revue bibliographique consacrée a la
place de la cyclo-oxygénase en cancérologie canine et humaine. Elle est tout particulierement
axée sur les données récentes concernant le role de la COX-2 dans la carcinogenese et celui
des inhibiteurs de la COX-2 dans le traitement des tumeurs canines.

Cette étude préliminaire compare enfin les résultats obtenus aux données rapportées
dans la littérature et met en perspective I’'intérét de la détection immunohistochimique de la
COX-2 dans I’évaluation pronostique et le traitement des tumeurs canines.
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I. CYCLO-OXYGENASE (COX) ET PROSTAGLANDINES
4,77

A. Biosynthese des eicosanoides

Les eicosanoides sont des lipides non saturés a chaine courte produits par I’oxydation
d’acides gras poly-insaturés a 20 atomes de carbone tels que 1’acide dihomo-y-linolénique
(20:3 A8,11,14), I’acide arachidonique (20:4 A6,9,12,15) et I’acide eicosapentaénoique (20:5
A3,6,9,12). On distingue au sein de la famille des eicosanoides, les lipoxines, les leucotriénes
et les prostanoides en fonction de I’enzyme qui catalyse leur formation, respectivement la 5-
lipoxygénase, la 15-lipoxygénase et la cyclo-oxygénase (figure 1).

Au sein des prostanoides, on distingue les prostaglandines (PG) qui se caractérisent
par un cycle pentagonal a 5 carbones, des thromboxanes et des prostacyclines (figure 1).

Acide dihomo-y-linolénique Adide arachidonique Acide eicosapentaénoique
C20:3 C20:4 C20:5

Prostaglandines
Prostacyclines

[Upoum] [ Leucotrienes ]

Fioure I : La famille des eicosanoides (adaptée de lipidlibrary.aocs.ore”)

La biosynthése des prostanoides se réalise a partir de trois acides gras poly-insaturés
a 20 atomes de carbone (figure 1). Le nombre d’insaturations du précurseur détermine la
série du prostanoide. Ainsi, I’acide dihomo-y-linolénique (DGLA), I’acide arachidonique
(AA) et Pacide eicosapentaénoique (EPA) sont respectivement a 1’origine des prostanoides
de la série 1, 2 et 3. Le numéro de la série fait référence au nombre d’insaturations sur les
chaines latérales du prostanoide produit et non a celui du précurseur.

Le précurseur de la série 2, I’acide arachidonique (AA) est ainsi transformé
successivement en prostaglandine G, (PGG;) puis en prostaglandine H, (PGH;) par un
complexe multienzymatique membranaire appelé cyclo-oxygénase (COX). La PGH; est le
précurseur immédiat de toutes les prostaglandines, prostacyclines et thromboxanes de la série
2 (figure 2). L’acide arachidonique (AA) est un élément constitutif des membranes cellulaires
qui est libéré par hydrolyse enzymatique a partir des phospholipides membranaires.

C’est I’expression sélective dans certains tissus ou types cellulaires d’enzymes de type
isomérase, synthase et réductase qui permet ensuite la conversion de la PGH, en
prostanoides de la série 2 (figure 2). Ces enzymes sont situé¢es a proximité de la COX sur la
face cytoplasmique du réticulum endoplasmique (RE).
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Figure 2 : Dérivés de la prostaglandine H, (adaptée de lipidlibrary.aocs.org®)

B. Biosynthése et mode d’action des prostaglandines®’”’

Les prostaglandines jouent un rdle essentiel dans plusieurs grandes fonctions
physiologiques telles que la protection de la muqueuse digestive, I’hémodynamique
rénale, I’hémostase primaire, la régulation du tonus vasculaire, I’ovulation, la gestation
et la parturition. Cependant, les prostaglandines sont également impliquées dans des
processus de prolifération cellulaire et d’immunomodulation. Elles contribuent ainsi
directement a la genese de la réaction inflammatoire et a la carcinogenese.

Elles sont habituellement considérées comme des hormones locales ou autocrines car
elles agissent a proximité de leur lieu de syntheése. Certaines d’entre elles exercent également
une action paracrine grace a un transport facilité par des transporteurs spécifiques.

Les prostaglandines agissent principalement en se liant de maniere spécifique a des
récepteurs membranaires couplés aux protéines G (RCPG) qui sont subdivisés en cinq
classes chez I’Homme et la souris. La prostaglandine E, (PGE,) est capable de se fixer a
quatre récepteurs membranaires spécifiques, désignés EP; a EP4. Actuellement, le role de
chaque récepteur EP n’est pas exactement connu. Il semble cependant que des récepteurs
différents soient impliqués selon les stades de la carcinogenese et selon les types
tumoraux*®'?’. L’activation des récepteurs RCPG engendre une variation immédiate dans la
synthése des seconds messagers intracellulaires (AMP, et Ca>"), une modification du potentiel
membranaire ou I’activation d’une protéine kinase spécifique.

La description du role des prostaglandines est complexe car une méme prostaglandine
peut avoir des fonctions biologiques différentes, parfois opposées, selon le type cellulaire, la
nature du stimulus et le type de récepteur. Par exemple, la PGE, peut avoir une action pro
ou anti-inflammatoire en fonction du récepteur sur lequel elle se fixe.
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On retiendra que la PGE; est la premiére prostaglandine produite au niveau des sites
d’inflammation, qu’elle contribue et module la réponse inflammatoire en entrainant de
nombreux effets tels que la douleur, la chaleur, la vasodilatation et la formation d’cedéme.

C. La cyclo-oxygénase (COX)?%1!

Le complexe multienzymatique COX est également connu sous le nom de
prostaglandine H synthase (PGHS) ou de prostaglandine endo synthase (PGES). Il est
constitu¢ d’une glycoprotéine membranaire homodimérique composée de deux sous unités
d’environ 70 000 daltons et d’un noyau héme qui posséde deux activités catalytiques : une
activité peroxydase et une activité cyclo-oxygénase. On donne couramment a ce complexe le
nom de COX en référence a son activité cyclo-oxygénase.

Au niveau de I’héme, le premier site catalyse une réaction d’oxydation, I’addition de
deux molécules d’O, sur I’acide arachidonique pour former la PGG,. Le deuxiéme site
catalyse une réaction de réduction, la transformation de la fonction hydroperoxyde de la
PGG; en groupement hydroxyde pour former la PGH,. Cette synthése a lieu généralement sur
la face luminale du réticulum endoplasmique (RE) et requiert ’interaction du deuxieme
site avec des composés hydroperoxydes.

On connait actuellement deux isoformes de cette enzyme. La premicre isoforme,
COX-1, a ét¢ identifiée dans les années 1970 par Sir John Vane comme la cible de 1’action
de Iaspirine et d’autres anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS)"*. Plus tardivement, au
début des années 1990, 1’existence d’une seconde isoforme inductible, COX-2, a été mise en
évidence’®'**. 11 a ensuite été montré que ces deux isoformes étaient encodées par deux génes
différents situés sur deux chromosomes distincts bien qu’elles partagent 60 a 65% de leur
composition en acides aminés®***. Parmi les principales différences existantes entre ces deux
isoformes, on retiendra que :

- elles différent surtout par leurs extrémités N et C-terminales, ce qui est mis a profit pour
fabriquer des anticorps spécifiques dirigés contre I’une des deux isoformes.

- la COX-2 a une sélectivité de substrat plus large que celle de la COX-1 ce qui lui permet de
synthétiser une plus grande variété de prostanoides.

- la COX-2 est beaucoup plus sensible au tonus peroxydasique, de sorte qu’en présence
d’un taux faible d’hydroperoxydes, I’AA sera métabolis¢ préférentiellement par la COX-2.

COX-1 COX-2
Expression constitutive inductible

Taille du gene 22 kb 8,3 kb

ARNm 2,7kb 4,5 kb

Poids moléculaire 67 kDa 72 kDa

Localisation cellulaire réticulum endoplasmique et enveloppe nucléaire
Expression tissulaire la plupart fies tissus un nombre limité Qe tissus
(estomac, rein, colon...) (SNC, rein, placenta, testicule, prostate)

kb : kilobase ; kDa : kilodalton

Tableau 1 : Les deux isoformes de la cyclo-oxygénase (adapté de Liao et al'” )
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1. La cyclo-oxygénase-1 (COX-1)

L’isoforme COX-1 est la forme constitutive de la COX, c’est une enzyme dite de
maintenance synthétisée physiologiquement par un grand nombre de cellules et de tissus
a I’origine des prostaglandines impliquées dans le maintien de I’homéostasie tissulaire et les
signaux intercellulaires. La COX-1 est exprimée au niveau de l’estomac, des reins, du
tractus génital femelle, des plaquettes, des poumons, de I’intestin gréle, du gros intestin et du
colon. Elle est ainsi a ’origine des prostaglandines et des prostacyclines qui contribuent a la
protection de la muqueuse gastrique. Au niveau rénal, son activit¢ engendre une
vasodilatation permettant le maintien de la perfusion rénale et du débit de filtration
glomérulaire. Elle contribue ainsi a la prévention de D’ischémie tissulaire en cas
d’hypotension. La COX-1 est par ailleurs a I’origine de thromboxanes qui sont de puissantes
inductrices de I’agrégation plaquettaire (figure 3).
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Figure 3 : Dérivés de la cyclo-oxygénase-1 (adaptée de Flory et al. 2 )

2. La cyclo-oxygénase-2 (COX-2)
a. Expression et role de la COX-2

Contrairement a la COX-1, I’isoforme COX-2 est une enzyme inductible, synthétisée
physiologiquement dans un nombre tres limité de tissus qui sont le placenta, le systeme
nerveux central, la prostate, les testicules et le rein’”. Elle est impliquée dans de nombreuses
étapes de la reproduction incluant 1’ovulation, la fécondation, I’implantation embryonnaire,
le développement placentaire et la parturition.

La COX-2 peut cependant étre exprimée par un nombre important de types
cellulaires parmi lesquels les cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les
chondrocytes, les fibroblastes, les monocytes, les macrophages et les cellules synoviales.

Dans les tissus tumoraux, sa présence est mise en évidence a la fois dans des cellules
tumorales et dans des cellules non tumorales (inflammatoires, endothéliales ou stromales).

24



Dans la grande majorité des cas, I’expression de la COX-2 est induite, en conditions
pathologiques, par un ensemble d’agents pro-inflammatoires (LPS), de cytokines (IL-1p,
IL-2) et de facteurs de croissance (EGF, PDGF, TGF-) via des mécanismes
transcriptionnels et post-transcriptionnels**'®'. Son expression peut également étre induite par
des carcinogenes, des oncogénes (Ras, Her-2/neu, Wnt-1) et des promoteurs de tumeurs.

On retiendra que le role principal le COX-2 est de contribuer a la production de PGE,,
une prostaglandine jouant un role clé dans la modulation de la réponse inflammatoire. Cette
isoforme régule également la synthése de malonaldéhyde (MDA) et la production de
radicaux libres hydroperoxydes (ROO") qui permettent la conversion de procarcinogeénes en
carcinogenes (benzo[a]pyrene et benzidine diamine) (figure 4).
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Figure 4 : Dérivés de la cyclo-oxygénase-2 (adaptée de Flory et al. 2 )

b. Régulation de I’expression de la COX-2"%"%

La COX-2 humaine est le produit d’un géne dénommé Ptgs2, de petite taille (8,3kb)
localisé sur le chromosome 1 qui est induit au cours des phases précoces de I’inflammation et
de carcinogenése. Sa taille inférieure a 10kb lui permet d’étre rapidement transcrit, facilitant
ainsi sa maturation et permettant d’apporter une réponse immédiate et adaptée au stress
cellulaire. La présence de nombreux éléments de réponse aux facteurs de transcription sur
le promoteur du geéne Ptgs2 montre que ce geéne peut faire 1’objet d’une régulation
transcriptionnelle. Les nombreuses séquences d’instabilité présentes par ailleurs dans la
région 5’ non traduite de son ARN messager (ARNy,) témoignent d’une possibilit¢ de
régulation post-transcriptionnelle.

b.1. Reégulation transcriptionnelle de ['expression de la COX-23773182

La régulation transcriptionnelle de la COX-2 fait appel a des réseaux de signalisation
complexes initiés par des récepteurs RCPG. Leur activation conduit a 1’induction
transcriptionnelle du géne de la COX-2 sans affecter la synthése de I’isoforme constitutive.
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Les facteurs de croissance (EGF, PDGF, TGF-a, TGF-B), les cytokines et les acides
biliaires sont autant de composés susceptibles d’activer ces récepteurs membranaires.

Au cours de Il'induction transcriptionnelle, le premier relais de signalisation
cytoplasmique mobilise, dans la majorit¢ des cas, la voie des MAP kinases (Mitogen-
Activated Protein) et celle des protéines kinases de type C (PKC). Ces voies convergent
vers la translocation dans le noyau de facteurs de transcription susceptibles de se fixer sur le
promoteur du gene Ptgs2. Celui-ci contient en effet une boite régulatrice de type TATA box
et de nombreux éléments de réponse de type CRE, Ebox, NFIL6, AP2, SP1 et NF-xB sur
lesquels les facteurs de transcription de type AP1, la famille ATF, la protéine CREB, C/EBP
ou NF-«B sont susceptibles de se fixer (figure 5).

Ces voies sont régulées directement par certains oncogenes (Src et Ras). Le promoteur
du géne Ptgs2 est par ailleurs régulé négativement par les glucocorticoides, notamment la
dexaméthasone, les cytokines anti-inflammatoires IL-4 et IL-10 et des agents
chimiopréventifs tels que le resvératrol, I’acide rétinoique et le carnosol. Les produits de la
COX-2 exercent ¢également un rétrocontrole négatif par I’intermédiaire des récepteurs
nucléaires PPAR'™'. De maniére physiologique, les hormones du cycle menstruel, la FSH,
la LH et les cestrogénes régulent 1’induction transcriptionnelle du gene Ptgs2 dans les
différentes étapes de la reproduction par une autre voie de signalisation cytoplasmique celle
des PI3K/PDK1/PKB'®.
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Figure 5 : Régulation transcriptionnelle de la COX-2 (adaptée de Rodrigues et al’® )
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b.2. Régulation post-transcriptionnelle de [’expression de la COX-2"%1

L’expression de la COX-2 résulte de 1’activation de la transcription du geéne Ptgs2 et
de régulations post-transcriptionnelles caractérisées par la stabilisation du messager et de
la protéine COX-2. L’instabilit¢ de ’ARN,, est liée a la présence d’une séquence AUUUA
répétée et trés conservée a son extrémité 3’ qui constitue un domaine ARE (Adenylate-
uridylate-Rich Element). Des protéines régulatrices (AUF1, CBF-A, CUGBP2, HuR et
hnRNP AO0) sont susceptibles de se fixer a ce domaine ARE et de provoquer la dégradation
rapide du messager et 1’inhibition de sa traduction®->!2>164168,

La demi-vie de la protéine COX-2 est comprise entre 13 et 50 minutes, cette isoforme
est donc treés minoritaire dans les tissus normaux. Elle est trés rapidement dégradée par
ubiquitination et par la voie du protéasome dans les cellules normales. Dans les cellules
tumorales, sa durée de vie est beaucoup plus importante et comprise entre 3 et 8 heures. Au
sein de ces cellules, la stabilit¢ du messager est en effet favorisée par les interleukines
impliquées dans la réponse inflammatoire (IL-1a, IL-1B et IL-17), le TGFp, I’oncogéne
Ras et les produits de la COX-2 (PGE,). Ces différents agents agissent en activant les voies
de signalisation p38, ERK/MAPK ou la cascade PI3K/PDK1/PKB'’"'”? (figure 6).
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Fioure 6 : Réegulation post-transcriptionnelle de la COX-2 (adaptée de Rodrigues et al'® )

c. Localisation subcellulaire de la COX-2'%"

Au sein des cellules non tumorales, les deux isoformes de la COX se localisent sur la
face luminale du RE et dans les feuillets internes et externes de 1’enveloppe
nucléaire' ',

Dans les cancers prostatiques, en réponse au TNF-a, la COX-2 se distribue en foyers
diffus non organisés au sein du cytoplasme des cellules prostatiques'®. La stimulation
expérimentale de fibroblastes par le PMA ou I'IL-1B induit également ’expression de la

COX-2 et sa localisation au niveau de la membrane plasmique'®*.
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On a ¢également mis en évidence la COX-2 dans les mitochondries et les corps
lipidiques de cellules tumorales™'®. La localisation intra-mitochondriale semble jouer un réle
important dans la protection contre I’apoptose induite par le stress oxydatif tandis que la
localisation dans les corps lipidiques influence grandement la croissance tumorale en
constituant une unité intracellulaire supplémentaire de production de prostaglandines.

La forte mobilité de la COX-2 consécutive a un stimulus permet de juxtaposer cette
isoforme et les différentes prostaglandines synthases dans des territoires spécifiques et
favorise ainsi la mise en place d’une réponse adaptée a I’agression.

3. La cyclo-oxygénase-3 (COX-3) ou cyclo-oxygénase-1b (COX-1b)

Une troisieme isoforme, la COX-3, a ¢été¢ identifiée dans 1’espeéce canine mais son
implication dans des contextes pathologiques dans cette espéce ou dans d’autres n’a pas
encore ¢té établie avec certitude. La plupart des données expérimentales semble conclure que
cette nouvelle isoforme soit le résultat d’un épissage alternatif des pré-ARN messagers
issus du géne codant I’isoforme COX-1 et non le produit d’un troisiéme geéne indépendant.
A I’heure actuelle, aucune étude n’a confirmé I’activité cyclo-oxygénase de la COX-3 mise en
évidence dans la publication originale de 2002'® ainsi que sa sensibilité au paracétamol.

II. CYCLO-OXYGENASE-2 ET CARCINOGENESE

La COX-2 joue un role clé dans les phases précoces de la carcinogenese par
différents mécanismes cellulaires et moléculaires incluant la conversion de procarcinogénes
en carcinogénes, la promotion de Pinitiation tumorale, I’échappement a I’apoptose,
I’immunosuppression, la promotion de I’angiogenéese tumorale, de I’invasion tumorale et
de I’extension métastatique'®' (figure 7).

Les effets biologiques de la COX-2 dépendent de la phase du cycle cellulaire dans
laquelle les cellules sont positionnées. En phase de quiescence GO0, I’induction de la COX-2
permet la mise en place de la réponse inflammatoire, de 1’angiogenese et mécanismes de
défense. L’expression de la COX-2 est initiée au cours de la transition GO/G1 et diminue
progressivement au cours des phases G1, S, G2 et M apres ’entrée dans le cycle cellulaire. En
phase S, les cellules sont particulierement soumises au stress oxydatif généré par I’activité de
la COX-2, ce qui favorise les mutations et la carcinogenése™. Ces mécanismes restent
cependant complexes et sont pour le moment partiellement compris.

Dans I’espéce humaine, certaines études ont mis en évidence une expression de la
COX-1 dans les cancers ovariens °. Bien que les informations soient peu nombreuses, elles
suggerent que cette isoforme pourrait, dans une certaine mesure, contribuer ¢galement a la
carcinogenése®°.
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Figure 7 : Implication de la COX-2 dans la carcinogenése (adaptée de Rodrigues et all® )

A. La conversion de procarcinogenes en carcinogenes

Au cours du métabolisme de I’AA, la COX-2 libére des radicaux hydroperoxydes qui
catalysent 1’oxydation de nombreux xénobiotiques en intermédiaires réactifs susceptibles
de se lier a ’ADN. Le diéthylstilbestrol (DES) est par exemple un dérivé d’oxydation des
cestrogénes aux propriétés carcinogénes produit par Iactivité de la COX-22*.

En présence d’AA et d’hydroperoxydes, I’activité peroxydase de la COX-2 peut
également convertir des procarcinogénes, tels que les hydrocarbures aromatiques
polycycliques ou les amines aromatiques, en carcinogénes. Cela a ¢t¢ montré, dans 1’espéce
humaine, pour le benzo[a]pyréne, un hydrocarbure aromatique polycyclique.

Certains produits de 1’oxydation de I’AA tels que le malonaldéhyde (MDA) sont par
ailleurs des espéces chimiques a trés forte réactivité capables de former des adduits a
I’ADN. La synthése du MDA est étroitement lice a ’activité de la TXA, synthase qui
transforme la moitié de la PGH, en TXA, et 'autre moitié en MDA. Le MDA est donc
produit dans les tissus a forte activité TXA, synthase et forme avec les
désoxyribonucléosides des adduits responsables de mutations. Dans I’espéce humaine, ces
mutations sont fréquemment rencontrées au niveau du géne p53 dans les cancers du colon'®.

B. La promotion de [initiation tumorale

Dans I’espece humaine, parmi les études sur le réle de la COX-2 dans la
carcinogenése, seuls Liu et al.'® ont établi clairement un réle de la COX-2 dans Iinitiation
tumorale. D’autres études expérimentales sur la carcinogenése cutanée ont montré que la

surexpression de la COX-2 est insuffisante pour initier la carcinogenese mais qu’elle
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sensibilise I’épiderme a I’effet des carcinogénes génotoxiques'”. Ces résultats suggérent
I’implication de la COX-2 dans la promotion tumorale plutét que dans ’initiation.

C. L’échappement a [’apoptose

L’apoptose ou la mort cellulaire programmée est un mécanisme controlé
d’¢limination des cellules ayant subi des dégats létaux et irréversibles. La réponse aux
signaux apoptotiques est un mécanisme majeur de protection contre la carcinogenése
notamment a travers 1’action de génes suppresseurs de tumeurs tels que le géne pS3.

D’une part, la COX-2 permet la survie cellulaire en induisant des génes anti-
apoptotiques liés au NO et aux dérivés superoxydes et en induisant des protéines anti-
apoptotiques telles que Bel-2". D’autre part, elle diminue la quantité d’AA qui est un facteur
pro-apoptotique. Son accumulation augmente en effet la conversion de sphingomyéline en
céramide, un médiateur de I’apoptose’’.

Dans les polypes et les adénomes colorectaux humains, la COX-2 favorise ¢galement
la prolifération tumorale en diminuant I’expression du récepteur au TGFB2 (TGFp2-R) qui
est un régulateur majeur de I’apoptose” .

Des ¢études in vitro sur des cellules épithéliales intestinales ont montré que la
surexpression de la COX-2 réduit la population de cellules en phase S du cycle cellulaire en
favorisant I’accumulation de cellules en phase de transition GO/G1. Cette inhibition dans la
progression du cycle cellulaire compromet ’adhésion cellulaire et confére des propriétés
d’échappement a I’apoptose’’.

Ainsi, par différents procédés, la COX-2 prolonge la survie des cellules cancéreuses
soumises au stress et aux radicaux libres et favorise I’accumulation de mutations
génétiques additionnelles, ’apparition d’un cancer et sa diversification vers des formes
plus agressives incluant les métastases et les résistances aux traitements anticancéreux.

D. L’immunosuppression

La croissance tumorale est associé¢e a ’invalidation de la réponse immunitaire. Cet
effet immunosuppresseur est consécutif 1’activation de monocytes et de macrophages par le
facteur CSF (Colony Stimulating Factor) libéré par les cellules tumorales. Les monocytes et
les macrophages activés produisent de la prostaglandine E, qui exerce son action en
promouvant I’invasion tumorale et ’extension métastatique mais également en déprimant
le systtme immunitaire de IPhote %1% La PGE, contribue notamment a réduire
Pactivité ou la prolifération des médiateurs de I’inflammation dépendants des
prostaglandines : les lymphocytes B et T, les lymphokines, les cellules Natural Killer (NK),
les cellules T cytotoxiques et les macrophages'®'. Expérimentalement, des niveaux élevés de
PGE, engendrent une augmentation de la synthése d’IL-10, une puissante cytokine
immunosuppressive79.

E. La promotion de ['angiogenése tumorale

L’angiogenese tumorale est une étape précoce ct essentielle dans la croissance et
I’extension métastatique d’un cancer®*”. Toute augmentation de la masse tumorale doit en
effet étre précédée d’une augmentation de la micro-vascularisation tumorale. Celle-ci
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permet un apport suffisant en oxygéne et en nutriments et une élimination correcte des
déchets métaboliques. En ’absence de cette capacit¢ a recruter de nouveaux vaisseaux
sanguins, la plupart des tumeurs n’atteindraient pas une taille supérieure a 1 ou 2 millimétres
de diamétre et ne pourraient métastaser”*®. L angiogenése, qui se définit comme la formation
de nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants156, est un processus
finement régulé par les variations d’un équilibre local entre des facteurs angiogéniques
positifs et négatifs.

Des résultats expérimentaux ont montré que les deux isoformes de la COX régulent
I’angiogenése tumorale selon des mécanismes différents'”. La COX-2 induit la production
de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF, le bFGF ou le PDGF tandis que la COX-
1 régule I’angiogenese au niveau des cellules endothéliales par un effet morphogéne. Parmi
les facteurs pro-angiogéniques, le VEGF est le plus efficace et le plus largement distribué®'.
Il stimule la prolifération et la migration des cellules endothéliales et prévient la régression
des vaisseaux sanguins néoformés. Dans 1’espéce humaine, 1’association entre la
surexpression de la COX-2, ’augmentation de la production du VEGF et de la densité micro-
vasculaire intra-tumorale a été montrée dans plusieurs types tumoraux ' ®#%%:115:205.208

Des résultats similaires ont été obtenus dans les tumeurs mammaires félines par
Millanta et al.'"’. Dans les tumeurs mammaires canines, ces mémes auteurs n’ont pas mis
en évidence cette association bien que certaines études aient montré que 1’expression du
VEGF ¢était corrélée a un potentiel métastatique supérieur et a une durée de vie plus
courte! 7149155
La COX-2 est également impliquée dans I’angiogenc¢se tumorale a travers la
production de PGE,, de TXA,; et de PGI,, trois prostanoides issus du métabolisme de I’AA.
La PGE,; est en effet connue pour induire la synthése d’IL-6 et d’haptoglobine, deux
médiateurs clés dans ’angiogenése, 1’invasion tumorale et I’extension métastatique™.

F. La promotion de [’invasion tumorale et de [’extension métastatique

L’invasion tumorale et I’extension métastatique d’un cancer sont les aspects les plus
insidieux et péjoratifs en mati¢re de pronostic. La dégradation de la matrice extracellulaire
(MEC) et 1a mobilité cellulaire sont essentielles a ces deux processus. Les métalloprotéases
matricielles (MMPs) forment une famille d’enzymes protéolytiques impliquées dans la
dégradation de la MEC dont ’expression peut étre induite par la COX-2. Dans les cancers
colorectaux humains, le niveau d’expression des MMPs est corrélé a I’invasion tumorale de la
membrane basale et du stroma, 4 la pénétration vasculaire et au potentiel métastatique'*.

L’acquisition du pouvoir invasif par les cellules tumorales constitue un événement clé
dans la progression des tumeurs solides. Dans 1’espéce humaine, on a pu démontrer en
conditions in vitro que la surexpression de la COX-2 altére le phénotype des cellules
intestinales épithéliales, ce qui pourrait augmenter leur agressivité. On a également pu

montrer que la COX-2 augmente ’adhésion des cellules tumorales :

- a la matrice extracellulaire, en diminuant ’expression des E-cadhérines, codées par un
géne suppresseur de tumeurs impliqué dans les contacts intercellulaires'®’

- aux cellules endothéliales, via les E-sélectines, favorisant ainsi le passage des cellules
tumorales vers la circulation sanguine et donc ’extension métastatique’®
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Les produits de la COX-2 sont ¢galement impliqués dans 1’invasion tumorale et
I’extension métastatique. En effet, les mécanismes d’adhésion, de migration et d’invasion
cellulaires sont régulés par la PGE; et pourraient impliquer la phosphorylation rapide de
’EGFR et ’activation de la voie ERK2'**. La TXA, induit également la migration des
cellules endothéliales via les récepteurs TPa et TPP couplés aux protéines G'*'.

III. EXPRESSION DE LA COX-2 ET TUMEURS CANINES

A. Les carcinomes a cellules transitionnelles

De nombreux résultats obtenus dans 1’espéce canine et humaine ameénent a penser que
la COX-2 joue un role important dans le développement des carcinomes a cellules
transitionnelles. L.’animal pourrait donc constituer un modéle d’étude unique. Dans 1’espece
canine, les carcinomes a cellules transitionnelles sont les tumeurs les plus fréquentes de la
vessie. L’expression de la COX-2 par 1’épithélium tumoral est rapportée dans la majorité (58
2 100%)*%7%9121 des carcinomes a cellules transitionnelles canins (tableau 2).

Type tumoral (N) COX-2(%) Méthode Etude
21 100 IHC Khan et al. 2000
) o 18 100 IHC Knottenbelt et al. 2006
Carcinomes a cellules transitionnelles
18 100 IHC Mutsaers et al. 2005
52 58 IHC Lee et al. 2007

IHC : immunohistochimie

Tableau 2 : Expression de la COX-2 et carcinomes a cellules transitionnelles canins

B. Les tumeurs mammaires

Les tumeurs mammaires sont les tumeurs les plus fréquentes chez la chienne. Les
tumeurs malignes représentent approximativement 50% des tumeurs mammaires. Ces
tumeurs sont hormono-dépendantes et une ovariectomie avant les premiéres chaleurs a
montré un effet protecteur majeur'>*,

L’expression de la COX-2 dans les tumeurs mammaires canines a été rapportée pour
la premiére fois en 2003 avec une augmentation plus marquée de 1’expression de la COX-2
dans les tumeurs malignes comparativement aux tumeurs bénignes”. Cette étude a
également montré que la COX-2 était exprimée par 56% des adénocarcinomes mammaires®”.
Ces résultats ont été confirmés par plusieurs études qui ont montré un taux d’expression
tumorale de la COX-2 plus faible (42%), similaire (56%)** ou supérieur (62 a
10004)326:2798. 1712015015213 (2 10y, 3)

Dans 1’espéce canine, selon les études, le tissu mammaire non tumoral semble
exprimer légerement la COX-2 ou ne pas I’exprimer. Une étude récente a montré que cette
expression, lorsqu’elle était présente, se localisait au niveau de la membrane apicale alors
qu’elle se localisait dans le cytoplasme ou a proximité de la membrane nucléaire dans les
cellules épithéliales tumorales™.

Certaines ¢tudes ont montré que des types de carcinomes mammaires expriment la
COX-2 a des niveaux supérieurs tels que les carcinomes tubulo-papillaires, anaplasiques,
inflammatoires, épidermoides et les carcinosarcomes®®**!>*-1!,
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Le terme de carcinome inflammatoire fait référence a une présentation clinique
spécifique qui se caractérise par une Iésion rare, trés agressive localement, a fort potentiel
métastatique et une mauvaise réponse thérapeutique'*’.

Des travaux plus récents ont également montré que, dans les tumeurs mammaires, la
majorité (10/12) des sites métastatiques semble exprimer la COX-2*". Ces auteurs ont
¢galement mis en évidence, au niveau de ces sites, une intensité du marquage similaire voire
supérieure a celle observée au niveau de la tumeur primitive.

Une étude a montré que I’expression de la COX-2 était corrélée a une surexpression
de la protéine Her-2 et 4 un type histologique moins différencié''’. Ces résultats sont a
mettre en relation avec les études qui ont montré que I’association des inhibiteurs de la COX-
2 et des inhibiteurs de la Her-2 était bénéfique'®. On a également montré que la
surexpression de la COX-2 était corrélée a un index mitotique élevé et a une surexpression
de la protéine p53°. Ces résultats sont conformes aux hypothéses émises sur I’implication
des oncogenes Her-2/neu et p53 dans le réle de la COX-2 dans la carcinogenése.

Type tumoral (N) COX-2 (%) Meéthode Etude

39 100 IHC Queiroga et al. 2007

27 100 IHC Queiroga et al. 2010a

42 76 IHC Queiroga et al. 2010b

23 74 IHC Nowak et al. 2005

Tumeurs mammaires malignes .

28 57 IHC de Nardi et al. 2005

84 56 IHC Doré et al. 2003

119 45 IHC Badowska et al. 2010

45 42 IHC Dias Pereira et al. 2009

21 100 IHC Queiroga et al. 2007

14 93 IHC Badowska et al. 2010

20 35 IHC de Nardi et al. 2005

Tumeurs mammaires bénignes i

63 24 IHC Doré et al. 2003

36 8 IHC Dias Pereira et al. 2009

28 7 IHC Queiroga et al. 2010b

12 100 IHC de M. Souza et al. 2009

Carcinomes mammaires inflammatoires .

’ 28 100 IHC Millanta et al. 2006

46 100 IHC Lavalle et al. 2009

Carcinomes mammaires 13 62 IHC Mohammed et al. 2004
50 56 IHC Heller et al. 2005a

IHC : immunohistochimie

Tableau 3 : Expression de la COX-2 et tumeurs mammaires canines

C. Les carcinomes épidermoides

Dans I’espéce canine, les carcinomes épidermoides sont les tumeurs cutanées et les
tumeurs malignes de la cavité orale les plus fréquentes*™'*°. Les carcinomes épidermoides
cutanés sont localement invasifs et se localisent préférentiellement au niveau des membres,
de la téte et de I’abdomen.”
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L’expression de la COX-2 a ¢ét¢é mise en évidence dans la majorité (65 a
100%)"""1**!** des carcinomes épidermoides que leur localisation soit orale, cutanée ou

unguéale (tableau 4). Dans ces études, le marquage anti-COX-2 le plus intense a été observé
dans les kératinocytes tumoraux' *'*,

Type tumoral (N) COX-2(%) Méthode Etude
Carcinomes épidermoides 40 100 IHC, WB Pestili de Almeida et al. 2001
) ) 10 100 IHC Poggiani et al. 2012
Carcinomes épidermoides cutanés )
9 100 IHC Bardagi et al. 2011
Carcinomes épidermoides oraux 26 65 IHC Mohammed et al. 2004

IHC : immunohistochimie ; WB : Western blot

Tableau 4 : Expression de la COX-2 et carcinomes épidermoides canins

D. Les tumeurs mélanocytaires

Les tumeurs mélanocytaires représentent 4 a 20% des tumeurs cutanées canines et se
localisent principalement au niveau de la téte, de I’abdomen ventral et du scrotum. Les
tumeurs mélanocytaires de la cavité orale sont presque toujours malignes et sont les cancers
oraux les plus fréquents'”*. L expression de la COX-2 a été mise en évidence dans la plupart
(37 a 92%)"1*12071% deg tumeurs mélanocytaires canines que leur localisation soit orale,
cutanée ou oculaire (tableau 5).

Une seule ¢tude a montré I’absence d’expression de la COX-2 dans les tumeurs
mélanocytaires bénignes'®. Des résultats similaires ont été obtenus dans [’espéce
humaine®'®” et suggérent que la COX-2 est impliquée dans la transformation tumorale des
mélanocytes. Paglia et al.'”’’ ont cependant montré que la localisation et I’intensité de
I’expression de la COX-2 dans les globes oculaires atteints de tumeurs mélanocytaires de
I'uvée ¢taient identiques a celles identifiées dans les globes oculaires sains ou atteints de
maladies non tumorales.

Type tumoral (N) COX-2 (%) Méthode Etude
Mélanomes oraux 25 92 .
IHC Martinez et al. 2011
Mélanomes cutanés 32 53
Mélanomes oraux 9 100
Mélanomes oculaires 2 50 .
IHC Pires et al. 2010
Mélanomes cutanés 20 55
Mélanocytomes cutanés 9 0
Mélanomes oraux 15 60 IHC Mohammed et al. 2004
Tumeurs mélanocytaires de I’'uvée 57 37 [HC Paglia et al. 2009

IHC : immunohistochimie

Tableau 5 : Expression de la COX-2 et tumeurs mélanocytaires canines

E. Les tumeurs prostatiques

Les carcinomes prostatiques sont le plus souvent diagnostiqués chez le vieux chien
male castré et sont de mauvais pronostic. Les traitements chirurgicaux ou de radiothérapie
sont rarement pratiqués en raison des complications et des risques élevés de métastases'’®
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La surexpression de la COX-2 dans les carcinomes prostatiques canins fut mise en
évidence pour la premiére fois en 1999'%. Cette étude a montré que la COX-2 était absente
des prostates saines mais qu’elle était exprimée par les cellules épithéliales tumorales dans
la plupart des adénocarcinomes prostatiques (75%). Des travaux plus récents ont confirmé
I’expression de la COX-2 dans la majorité des carcinomes prostatiques canins (56 a
100%)°>121701% (tableau 6).

Contrairement a ce qui a €t¢ montré dans 1’espece humaine, 1’expression de la COX-2
ne semble pas varier avec le degré de différenciation tumorale dans I’espéce canine et des
niveaux plus faibles d’expression semblent €tre associés a la présence d’infiltrations
inflammatoires”.

Type tumoral N) COX-2 (%) Méthode Etude
5 100 IHC Rodrigues et al. 2010
) ) 34 88 IHC Sorenmo et al. 2004
Carcinomes prostatiques ]
48 86 IHC, WB L'Eplattenier et al. 2007
9 56 IHC Mohammed et al. 2004
Adénocarcinomes prostatiques 24 75 IHC, WB Tremblay et al. 1999

IHC : immunohistochimie ; WB : Western blot

Tableau 6 : Expression de la COX-2 et tumeurs prostatiques canines

F. Les tumeurs nasales épithéliales

Dans I’espéce canine, les tumeurs nasales épithéliales représentent environ 60 a 75%
des tumeurs intranasales malignes'*®. Quatre études ont mis en évidence que la majorité (71 a
90%)>'*7"% des tumeurs nasales épithéliales canines exprime la COX-2 parmi lesquelles des
carcinomes papillaires et anaplasiques, des adénocarcinomes, des carcinomes épidermoides et
des carcinomes a cellules transitionnelles®'*"* (tableau 7).

Type tumoral (N) COX-2 (%) Méthode Etude
42 90 IHC Belshaw et al. 2010
15 87 IHC Borzacchiello et al. 2004
Tumeurs nasales épithéliales .
21 81 IHC Kleiter et al. 2004
24 71 IHC Impellizeri et al. 2008

IHC : immunohistochimie

Tableau 7 : Expression de la COX-2 et tumeurs nasales épithéliales canines

G. Les ostéosarcomes

Dans I’espéce canine et humaine, les ostéosarcomes constituent les tumeurs osseuses
primaires malignes les plus fréquentes. Le comportement biologique des ostéosarcomes se
caractérise par une agressivité sur le plan local et systémique dans les deux especes.

Les données les plus récentes semblent indiquer que la majorité (77 a 93%)"'*'*" des
ostéosarcomes canins exprime la COX-2 conformément aux résultats obtenus dans I’espece
humaine®' (tableau 8). Millanta et al.''® ont également montré que I’expression de la COX-2
¢tait corrélée a ’expression de ’isomérase mPGES-1 et du récepteur EP; a la PGE,.
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La dérégulation de la voie métabolique COX-2/PGE,/EP, semble donc étre associée a

la progression tumorale dans les ostéosarcomes canins.

Type tumoral (N) COX-2 (%) Meéthode Etude
) 27 93 IHC Millanta et al. 2012
Ostéosarcomes appendiculaires .
44 77 IHC, WB Mullins et al. 2004
Ostéosarcomes 13 23 IHC Mohammed et al. 2004

IHC : immunohistochimie ; WB : Western blot

Tableau 8 : Expression de la COX-2 et ostéosarcomes canins

H. Les tumeurs digestives

Bien que, dans I’espéce humaine, le role de la COX-2 soit clairement identifié dans les
tumeurs digestives' >, son implication semble beaucoup moins évidente dans I’espéce canine
dans des types tumoraux équivalents. Les tumeurs épithéliales du tube digestif sont par
ailleurs beaucoup moins fréquentes dans I’espece canine.

McEntee el al.'"> ont montré que la plupart (47%) des adénocarcinomes digestifs,
colorectaux et intestinaux, exprime la COX-2 au niveau de 1’épithélium tumoral mais le plus
souvent avec un pourcentage faible de cellules marquées (5 a 10%) (tableau 9). Dans cette
¢étude, I’expression de la COX-2 a également été¢ mise en évidence dans la majorité (65%) des
adénomes colorectaux au niveau du stroma non tumoral et non au niveau de 1I’épithélium
tumoral. Knottenbelt et al.”® ont par ailleurs mis en évidence des niveaux faibles d’expression
de la COX-2 dans 38% des adénocarcinomes colorectaux (tableau 9).

Type tumoral (N) COX-2 (%) Méthode Etude
Adénomes colorectaux 20 65
IHC, WB McEntee et al. 2002
Adénocarcinomes colorectaux et intestinaux 15 47
Adeénocarcinomes colorectaux 21 43 IHC Knottenbelt et al. 2006

IHC : immunohistochimie ; WB : Western blot

Tableau 9 : Expression de la COX-2 et tumeurs digestives canines

L. Les mastocytomes

Les mastocytomes sont relativement fréquents dans 1’espéce canine et représentent 7 a
21% des tumeurs cutanées. Leur comportement biologique est tres variable, d’une masse
bénigne isolée a une forme systémique potentiellement 1étale’”. Les études les plus récentes
suggérent que la majorité (64 a 95%)'**'*> des mastocytomes exprime la COX-2 (tableau 10).

Type tumoral (N) COX-2 (%) Meéthode Etude
Mastocytomes (grade 1) 14 64
Mastocytomes (grade II) 19 89 IHC Prada et al. 2012
Mastocytomes (grade I11) 16 95

Mastocytomes 53 78 IHC Vascellari et al. 2013
Mastocytomes (grade I1) 17 6 HC Heller et al. 2005b

IHC : immunohistochimie

Tableau 10 : Expression de la COX-2 et mastocytomes canins
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J. Les autres tumeurs canines exprimant la COX-2

Dans I’espéce canine, ’expression de la COX-2 a été rapportée dans d’autres types
tumoraux qui sont les carcinomes rénaux’’ et ovariens'', les fibrosarcomes des tissus
mous'* et les méningiomes'® (tableau 11). Une étude restreinte sur les carcinomes rénaux a
en effet montré une expression de la COX-2 dans 2 cas sur 3% Une étude sur les carcinomes
ovariens a montré une expression de la COX-2 dans 9 cas sur 11 avec une intensité variable
du marquage''. Nowak et al."*’ ont montré une expression de la COX-2 dans 43% des
fibrosarcomes des tissus mous avec une intensit¢ de marquage faible (30% des cas) a
modérée (13% des cas). Rossmeisl et al.'® ont mis en évidence une expression de la COX-2
dans 88% des méningiomes avec une intensité de marquage tres variable et une faible

proportion de cellules marquées (1 a 50% des cellules marquées dans 83% des cas).

Type tumoral (N) COX-2(%) Meéthode Etude
Meéningiomes 24 88 IHC, WB Rossmeisl et al. 2009
Carcinomes ovariens 11 82 THC Borzacchiello et al. 2007
Carcinomes rénaux 3 67 IHC Khan et al. 2001
Fibrosarcomes des tissus mous 23 43 IHC Nowak et al. 2007

IHC : immunohistochimie ; WB : Western blot

Tableau 11 : Les autres tumeurs canines exprimant la COX-2

K. Les tumeurs canines n’exprimant pas ou rarement la COX-2

Dans I’espeéce canine, les études publiées semblent indiquer que les sarcomes
histiocytaires“, les fibrosarcomes oraux'>’, les gliomes74, les hémangiosarcomes63 et les

lymphomes'**">? expriment rarement ou n’expriment pas la COX-2 (tableau 12).
Type tumoral (N) COX-2(%) Méthode Etude

Sarcomes histiocytaires 20 5 IHC Heller et al. 2005b
Fibrosarcomes oraux 5 0 IHC Mohammed et al. 2004
Gliomes 20 0 IHC Jankovsky et al. 2013
Hémangiosarcomes 19 0 IHC Heller et al. 2005b
Lymphomes 12 0 IHC Rodrigues et al. 2011
10 0 IHC Mohammed et al. 2004

IHC : immunohistochimie

Tableau 12 : Les tumeurs canines n’exprimant pas ou rarement la COX-2

IV. LIMITES DES ETUDES SUR L’EXPRESSION TUMORALE DE LA COX-2

La grande variabilité des résultats obtenus, au sein de I’espéce canine, sur
I’expression de la COX-2 pour un méme type tumoral nous amene a étudier les différentes
méthodes qui permettent de mettre en évidence 1’expression de la COX-2 et leurs limites.
Leur comparaison nous permettra, dans un second temps, de choisir une méthode standardisée
dont la mise en place sera validée au sein du Laboratoire d’ Anatomie pathologique de 1’Ecole
Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT).
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Au sein des études rapportées précédemment, trois méthodes ont ét¢ utilisées afin de
mettre en évidence I’expression tumorale de la COX-2 : le Western blot (WB), le dosage
immuno-enzymatique (EIA) et I'immunohistochimie (IHC).

A. Le Western blot

En conditions in vitro, le Western blot est une technique qui semble plus sensible que
I’immunohistochimie pour mettre en évidence I’expression de la COX-2%. Elle permet de
déterminer la nature de I’isoforme de la COX exprimée d’apreés son poids moléculaire.
Cette technique reste cependant le plus souvent utilisée pour étudier I’expression de la COX-2
au sein de cultures cellulaires. Parmi les études sur 1’expression de la COX-2 dans des
prélévements tumoraux (tableau 13), le Western blot a été utilis¢é comme un controle positif
et non afin de caractériser I’expression de la COX-2. Cette technique permet en effet de tester
la spécificité de D’anticorps primaire dirigé contre I’épitope de la COX-2 utilisé en
immunohistochimie et de vérifier I’absence de réactivité croisée’>''>127142163-189 1 o Western
blot constitue donc une méthode complémentaire de I’immunohistochimie mais qui ne peut
généralement pas s’y substituer. On notera que 6 études sur 42 ont eu recours a cette méthode.

Type tumoral (N) Méthode Etude

Carcinomes prostatiques 48 IHC,WB L'Eplattenier et al. 2007
Adénocarcinomes prostatiques 24 [HC,WB Tremblay et al. 1999

Tumeurs épithéliales o .
Carcinomes épidermoides 40 IHC,WB Pestili de Almeida et al. 2001
Tumeurs colorectales 35 IHC,WB McEntee et al. 2002
Tumeurs Ostéosarcomes 44 IHC,WB Mullins et al. 2004
mésenchymateuses Méningiomes 24 THC,WB Rossmeisl et al. 2009

IHC : immunohistochimie ; WB : Western blot

Tableau 13 : Mise en évidence de [’expression de la COX-2 par IHC et Western blot

B. Le dosage immuno-enzymatique

Cette méthode est rapportée dans une étude parmi les 42 citées précédemment. Elle fut
adoptée par Queiroga et al.">' pour mettre en évidence I’expression de la COX-2 dans des
tissus mammaires. Cette technique a pour avantage de fournir un résultat pour un homogénat
compos¢ d’une quantité fixe de tissu mammaire (0,5 g) et de PBS (4 mL). Elle est donc
parfaitement reproductible mais de permet pas de caractériser avec précision 1’expression de
la COX-2 par les cellules tumorales.

C. L’ immunohistochimie

Contrairement aux deux méthodes déja présentées, 1I’immunohistochimie (IHC)
permet de déterminer la proportion de cellules tumorales exprimant la COX-2, la
distribution de son expression au sein du prélévement tumoral, sa localisation cellulaire,
cytoplasmique ou nucléaire, et son intensité. Elle permet notamment de distinguer
I’expression de la COX-2 par les cellules tumorales de son expression par les cellules non
tumorales. C’est pourquoi I’IHC a été la méthode qui a été retenue dans le cadre de cette
étude préliminaire.
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Bien que I’'THC soit la méthode la plus couramment utilisée afin de mettre en évidence
I’expression tumorale de la COX-2, on note une méthodologie trés variable d’une étude a
I’autre. Ces variations concernent aussi bien les différentes étapes de la technique
immunohistochimique que ’interprétation du marquage anti-COX-2 obtenu.

1. Variabilité de la technique immunohistochimique

Concernant la technique immunohistochimique, on rapporte des variations au niveau
de la nature et de la dilution de Panticorps primaire, des techniques de démasquage
antigénique et des méthodes d’amplification et de révélation.

a. La nature et la dilution de [’anticorps primaire

Des anticorps monoclonaux et polyclonaux ont été utilisés alors qu’ils pouvaient étre
dirigés contre une protéine COX-2 différente, humaine ou animale (tableau 14). Ces
anticorps ont été obtenus expérimentalement a partir d’espéces différentes (tableau 14). Trois
espéces hotes ont été rapportées dans les études citées précédemment : la souris, le rat et la
chevre. La dilution a laquelle était appliquée I’anticorps primaire €tait ¢galement trés variable
d’une ¢tude a ’autre (tableau 14).

C’est pourquoi la plupart des études ont eu recours a des controles positifs et négatifs
afin de vérifier la spécificité du marquage immunohistochimique obtenu. Le Western blot a
ainsi été utilisé dans six études comme cela a déja été mentionné’>'0%107 147124 "Dang 1a
majorité des études, ce sont des prélevements de rein canin qui ont été utilisés comme
contrdle positif de I’expression de la COX-2788395102103108 100 1ILII2II4119-12L125,126 1y
¢tudes ont effet montré que les cellules rénales canines de la macula densa et de 1a branche
ascendante de ’anse de Henlé exprimaient de maniére constitutive la COX-2 a des niveaux
faibles®2*. Des prélévements obtenus chez I"homme a partir de carcinomes colorectaux’’*®

HOHT ot chez le chien & partir de carcinomes a cellules

159,163

ou de tumeurs du sein
transitionnelles’*"” ont ét¢ parfois utilisés comme
controle positif. Ce sont en effet des types tumoraux pour lesquels une expression de la COX-
2 a été rapportée a plusieurs reprises.

Les controles négatifs ont été le plus souvent réalisés par omission en remplagant
I’anticorps primaire par du PBS. Un anticorps d’isotype identique a celui de I’anticorps
primaire a parfois été utilisé dans certaines études''*' %1712,

ou de carcinomes mammaires
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Anticorps Immunogéne Référemce Source Dibution Etude

NS Poggiani et al. 2012
momoclomal de sowris 1:100 Bodowska et al. 2010
. an S80-598 Clone CX.294 Dako Corporate
antl-COX-2 huwabie e 1:50 Rodrigoes et al. 2010
Martinez et al. 2011
munocfomal de sowrls > . . v . .
anti-COX-2 hwmaine NS COX 229 Zymed Laborslories 1:50 L Eplatienier et al. 2007
1:75 Dias Percira et al, 2009
manaclonal de lapin extrémité a et 1:50 Prada et al. 2012
anti-COX-2 hwmoine C-termanale el b Vislon/tNoomekes Vascelleri et al. 2013
1:20 Lavalle et al. 2009
McEntee et al. 2002
Queiroga ot al, 2007
muomo fomad de sowrls BD Trassduction .
a3 33 . -
anti-COX-2 murine au 368-604 Clone 3: Labocatories 1:40 Pires et al. 2010
Querroga ot al. 2010n
Queiroga ot al, 2010b
NS Nowak et al. 2005
Nvetomal de chévre extrémité )
‘:mn'-(:‘o 3 wrine c } Clone M-19  Santa Cruz Baotechnology 1:100 Nowak et al. 2007
1:50 Millanta et al. 2002
NS Bardagi et al. 2011
1:8000 McEntee et al. 2002
1:500 Mullins et al. 2004
tyodomal de | X
ﬂ::i..cox.z m 2 ST0-508 NS Cayman Chemical 1:250 Belshaw et al, 2010
1:200 Knotienbelt et al, 2006

Borzacchiello et al. 2004
Borzacchiello et al. 2007
Tremblay et al. 1999

polyclosal de fapin Merck Prosst Centre foc

amti-COX-2 ovine " MEM Iherpeutic Research 1T HORE St
Pestili de Almeida et al. 2001
NS e Nurdi et al. 2008
1:500 Mobamaned et al. 2004
de M. Souza et al. 2008
1:250 Sarenmo et al. 2004
Heller et al. 20050
potyclonal de lapin Oxfocd Biamedical Heller ec al. 2005h
antd-COX-2 kuwakne . el Research 1:150 Rossmels et al. 2009
1100 Khas et al. 2000
Khas et al. 2001
Mutsaers et al. 2008
1:40 Kleiter et al. 2004
Lee et al. 2007
Peiyeional de chivre extémitd o L €20 Santa Crwz Biotechnology  1:300 Empellizeri et al. 2008

anti-COX-2 hweoine C-termanale
w1 : aoade aminé < NS @ non spécifiié

Tableau 14 : Anticorps primaires utilisés en immunohistochimie (adapté de Doré et al.33)

b. Le déemasquage antigénique

Le démasquage antigénique a pour objectif de rompre les liaisons moléculaires qui se
sont créées au cours de la fixation et qui modifient la configuration spatiale des épitopes. Le
démasquage antigénique assure ainsi une meilleure accessibilité des épitopes a I’anticorps
primaire. Cette étape de démasquage antigénique n’est pas systématiquement réalisée.
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Lorsqu’elle est présente, une solution de citrate 2 10 mmol.L”' (mM) tamponnée 2
pH 6 est généralement appliquée pendant une durée variable de 30 secondes a 30 minutes. Ce
tampon est le plus souvent associ¢ a un traitement thermique au four a micro-ondes (180 a
750 W pendant 5 a 20 minutes) ou au bain-marie (10 a 30 minutes a 95°C).

c. La méthode d’amplification et de révélation

Dans 16 études sur 42, la méthode d’amplification et de révélation utilisée était une
méthode de marquage enzymatique dénommée streptavidine-biotine-peroxydase. Cette
méthode dite a trois couches permet d’améliorer la sensibilité de la technique
immunohistochimique (tableau 15).

1 : fixation de I’anticorps primaire sur I’épitope de la COX-2

2 : fixation de 1’anticorps secondaire porteur d’une molécule de biotine sur 1’anticorps primaire

3 : fixation du complexe streptavidine-peroxydase sur la molécule de biotine portée par I’anticorps secondaire

Tableau 15 : Méthode de marquage enzymatique streptavidine-biotine-peroxydase

Plus rarement, d’autres méthodes de marquage enzymatique sont rapportées: la
méthode avidine-biotine-peroxydase’”"’, la méthode avidine-biotine-complex”>''®1#%!8
la méthode peroxydase-antiperoxydase''® et la méthode d’amplification du signal a la
tyramide'”’. L’immunofluorescence indirecte a été adoptée par Borzacchiello et al.'® pour
mettre en €vidence 1’expression de la COX-2 et de la COX-1 dans les carcinomes nasaux
canins. Dans cette étude, les résultats obtenus par immunofluorescence étaient similaires a

ceux obtenus en immunohistochimie par marquage enzymatique.

Dans 29 études sur 42, le chromogéne utilisé pour réaliser 1’étape de révélation était
la 3,3’-diaminobenzidine tétrachloride (DAB). On note dans trois études I’utilisation
d’Amino-Ethyl-Carbazole (AEC)"''*'**%.

2. Variabilité de 1’évaluation du marquage immunohistochimique anti-COX-2

Concernant 1’évaluation du marquage anti-COX-2 obtenu par immunohistochimie, on
observe des variations au niveau de I’évaluation de la proportion de cellules tumorales
marquées et de l’intensité du marquage des cellules tumorales. Les études citées
précédemment font en effet appel a différentes échelles de notation semi-quantitatives.

a. L’évaluation de la proportion de cellules tumorales exprimant la COX-2

La proportion de cellules tumorales marquées est évaluée le plus souvent a 1’aide
d’une échelle a cinq niveaux dont les bornes varient d’une étude a 1’autre et dont le nombre
peut aller de 3 a 6 (tableau 16). Chaque niveau est associ€ a un score compris entre 0 et 5.
Bien que les deux premicres échelles aient été utilisées dans 12 études, aucune échelle ne
semble pour le moment étre privilégiée dans I’évaluation de la proportion de cellules
tumorales marquées (tableau 16).
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Score 0 1 2 3 4 5 Etudes (N)
0 1-10% 11-50% 51-80% 81 - 100% 7
0 1-9% 10-30% 31-60% 61 -100% 5
<25% 25-50% 51-75% 76-100% 2
<10% 10-30% 31-100% 1
<5%  5-25% 26-50% 51-75% 76 - 100% 1
<5%  5-25% 25-50% 51-100% 1
proportion de 0 1-29% 30-60% 61 -100% 1
1
1
1
1
1
1
1

cellules tumorales o a0 406 .
marquées 1-19% 20-49% 51-100%
1-19% 20-40% 41-60% 61-80% 81-100%

1-10% 11-50% 51-100%
< 5% 6-20% 21-50% 51-100%
< 1% 1-4% 5-10% 11-100%
< 1% 1-10% 11-50% 51 -100%
0 1-9% 10-50% 51-100%

o © © © © O

Tableau 16 : Evaluation de la proportion de cellules tumorales exprimant la COX-2

b. L’évaluation de [’intensité du marquage immunohistochimique anti-COX-2

L’intensité du marquage des cellules tumorales est évaluée le plus souvent a 1’aide
d’une échelle a quatre niveaux dont les caractéristiques varient d’une étude a 1’autre et dont
le nombre peut aller de 4 a 5 (tableau 17). Chaque niveau est associé a un score compris entre
0 et 4. 31 ¢tudes ont adopté une évaluation similaire de I’intensité du marquage anti-COX-2.

Score 0 1 2 3 4 Etudes (N)
absent faible modéré fort 31

intensité du
marquage des absent équivoque  modéré a intense  le plus fort 1

cellules tumorales absent faible léger modéré fort 1

Tableau 17 : Evaluation de [’intensité du marquage immunohistochimique anti-COX-2

c. L’évaluation de l'immunoréactivité tumorale anti-COX-2

Bien que I’expression tumorale de la COX-2 soit définie le plus souvent par la mise en
évidence d’un marquage cytoplasmique brun net dans les cellules tumorales, certains
auteurs consideérent que seules les tumeurs dont le score immunohistochimique est
supérieur ou égal a 2 expriment réellement la COX-2%"?. Dans 20 études sur 42, ce score a
¢té obtenu en multipliant le score de la proportion de cellules tumorales marquées par celui de
I’intensité du marquage. Le score immunohistochimique est évalué¢ a 1’aide d’une échelle a
quatre niveaux dont les bornes varient d’une étude a I’autre'?”"**1**!"7 (tableau 18). Il
permet d’apprécier I’'immunoréactivité tumorale anti-COX-2 et est généralement considéré
élevé lorsqu’il est supérieur ou égal a 67212132153,
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Immunoréactivité anti-COX-2 nulle faible modérée forte Etudes (N)

0 1-2 3-4 6-12 2
score immunohistochimique 0 1-4 5-8 9-12 1
0 1-3 4-7 8-16 1

Tableau 18 : Evaluation de | 'immunoréactivité tumorale anti-COX-2

Dans I’étude des carcinomes mammaires et des ostéosarcomes, Millanta et al.''e17 ont

fait le choix d’évaluer simultanément la proportion de cellules tumorales marquées et
I’intensité du marquage afin d’obtenir un score immunohistochimique (tableau 19).

Caractéristiques du marquage immunohistochimique anti-COX-2 Score IHC
absence de marquage 0
marquage cytoplasmique diffus et d’intensité faible 1
marquage cytoplasmique granuleux, d’intensité modérée a forte, de 10 a 90% des cellules tumorales 2

marquage cytoplasmique, d’intensité forte, de 90% et plus des cellules tumorales

IHC : immunohistochimique

Tableau 19 : Evaluation de l'immunoréactivité tumorale anti-COX-2 par Millanta et al 110117

Dans I’étude des tumeurs colorectales, McEntee et al.'"® ont évalué¢ séparément le

marquage des cellules tumorales et celui des cellules stromales non tumorales a 1’aide
d’échelles différentes. Dans leur étude, une tumeur exprimait la COX-2 lorsque le score
obtenu pour les cellules stromales non tumorales était supérieur ou égal a 2 ou lorsque le
score obtenu pour les cellules épithéliales tumorales était supérieur ou égal a 3.

V. VALEUR PRONOSTIQUE ET PREDICTIVE DE L’EXPRESSION TUMORALE DE LA COX-2%

Il est nécessaire de distinguer la valeur pronostique qui permet d’évaluer I’effet des
caractéristiques du patient ou de la tumeur sur I’évolution clinique de la valeur prédictive qui
permet d’évaluer I’effet du traitement sur la tumeur’”. L’étude de la valeur pronostique
s’intéresse notamment a 1’intérét de la mise en évidence de I’expression de la COX-2 dans
I’évaluation du risque d’extension métastatique, de récidive locale et de déces.

Dans I’espeéce humaine, dans les tumeurs colorectales, 1’expression de la COX-2 est
directement corrélée a un mauvais pronostic et a plusieurs phénotypes cellulaires et
paramétres cliniques incluant la masse tumorale et la différenciation cellulaire, le nombre de
neeuds lymphatiques métastatiques et le grade histopathologique''?. Plusieurs études ont
également montré que I’expression de la COX-2 est corrélée a une durée de rémission plus
courte dans le cancer du sein®”'*>'"’. La valeur pronostique de 1’expression tumorale de la
COX-2 reste cependant trés controversée dans la plupart des tumeurs humaines. Certaines
¢tudes ont en effet montré son utilité tandis que d’autres I’ont réfutée.

Dans les tumeurs mammaires canines, trois études menées sur 140 tumeurs
malignes rapportent une corrélation entre la surexpression de la COX-2 et un pronostic
moins bon’®"*"'**, La surexpression était en effet corrélée a la présence de métastases au
moment de ’exéreése, au développement de métastases au cours du suivi et a une durée de
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vie globale ou sans récidive plus courte. Une analyse multivariée effectuée par Queiroga et
al."*? a cependant montré que I’expression de la COX-2 n’était pas un facteur pronostique
indépendant.

Dans les ostéosarcomes canins, Mullins et al.'?” ont obtenu des résultats similaires en
mettant en évidence une corrélation entre la surexpression de la COX-2 et une durée de vie
globale plus courte.

Dans les tumeurs mélanocytaires canines, Martinez et a ont montré grace a une
analyse multivariée que I’expression de la COX-2 ¢était un facteur pronostique indépendant
de I’évolution clinique des mélanomes oraux.

Dans les mastocytomes canins, Prada et a
entre ’intensité du marquage immunohistochimique anti-COX-2 et le grade histologique.
Cependant, des résultats équivalents entre la proportion de cellules tumorales marquées, le
score immunohistochimique et le grade histologique n’ont pas ét¢ obtenus. A I’inverse, une
¢tude récente n’a pas mis en évidence de corrélation entre I’expression de la COX-2 et le

grade histologique dans les mastocytomes canins'®.

110
1.

1.'% ont mis en évidence une corrélation

Des résultats contradictoires ont également été obtenus dans des types tumoraux
différents. Dans les carcinomes épidermoides cutanés, Poggiani et al."** n’ont pas mis en
évidence de corrélation entre 1’expression de la COX-2 et celle de la protéine Ki-67 bien que
ce marqueur de prolifération cellulaire soit considéré comme un facteur pronostique dans
les tumeurs mammaires, les tumeurs mélanocytaires et les mastocytomes cutanés’ 195210,

Dans les tumeurs mélanocytaires de I’uvée, une étude a montré que 1’expression de
la COX-2 ne permettait pas de différencier les tumeurs bénignes et malignes'®’. Ces résultats
restent difficiles a interpréter car la COX-2 est présente également dans la plupart des
structures oculaires normales. Dans les carcinomes prostatiques et les carcinomes nasaux,
aucune corrélation n’a €té mise en évidence entre 1I’expression de la COX-2 et la durée de vie
globale ou sans récidive™' .

Dans I’espece canine, on ne dispose pas, a I’heure actuelle, d’informations suffisantes
pour évaluer avec précision la valeur pronostique de 1’expression tumorale de la COX-2. Les
études cliniques comportent peu de cas, ce qui engendre une puissance statistique faible.

Une étude s’est intéressée a la valeur prédictive de I’expression tumorale de la COX-2
c’est a dire a son intérét dans I’évaluation de la capacité de réponse tumorale a un traitement
anticancéreux. Dans cette étude sur les carcinomes vésicaux a cellules transitionnelles,
I’expression de la COX-2, la concentration tumorale en PGE; ou la combinaison de ces deux
facteurs n’ont pas permis d’évaluer la réponse tumorale a un traitement inhibiteur de la

COX-2"°,

VI. INHIBITEURS DE LA COX-2 ET THERAPIE ANTICANCEREUSE

A. Rappels sur les inhibiteurs de la COX-2 et leur mode d’action

Les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) exercent leur action en bloquant
I’activité des deux isoformes de la cyclo-oxygénase (COX) par altération enzymatique ou
inhibition compétitive du récepteur a I’acide arachidonique (AA). Ils exercent notamment
leur action en bloquant la COX-2 qui est I’isoforme impliquée dans la synthése de la majorité
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des prostaglandines de la réaction inflammatoire. Les AINS sont des inhibiteurs de la COX-
2, ce qui leur confére des propriétés anti-inflammatoires, anti-pyrétiques et analgésiques.

Tous les AINS exercent leur action en bloquant également, de maniére plus ou moins
importante, 1’isoforme constitutive COX-1. Ils peuvent ainsi perturber la syntheése des
molécules homéostatiques impliquées dans la protection de la muqueuse gastrique, le
maintien de la perfusion rénale ou la régulation de I’agrégation plaquettaire. Cela a
conduit les recherches a développer des molécules de plus en plus sélectives de la COX-2
afin de limiter les effets secondaires, notamment digestifs, 1i¢s a I’inhibition de la COX-1.
Une famille d’AINS hautement sélective, les coxibs, a ainsi été créée dans les années 1990.

Parmi les AINS, on distingue quatre classes d’inhibiteurs de la COX : les inhibiteurs
COX-1 préférentiels, les inhibiteurs non sélectifs, les inhibiteurs COX-2 préférentiels et les
inhibiteurs COX-2 sélectifs ou coxibs™.

Dans I’espéce canine, les AINS sont couramment utilisés dans le traitement des états
douloureux et inflammatoires dont les crises arthrosiques en sont I’exemple. En dehors de
ces indications, depuis les années 1990, de nombreuses ¢tudes publiées ont montré que de
nombreux types tumoraux exprimaient la COX-2.

1. Les inhibiteurs COX-1 préfé:rentiels45 188

Les inhibiteurs COX-1 préférentiels exercent leur action en bloquant majoritairement
Pactivité de I’isoforme COX-1. L’inhibiteur COX-1 préférentiel le plus couramment utilisé
en médecine canine est I’aspirine a 0,5 mg/kg/j. Utilisée a des doses tres faibles, 1’aspirine
inhibe exclusivement DP’activité plaquettaire de la COX-1 grace a des concentrations
systématiques tres faibles qui préservent 1’activité rénale et gastro-intestinale de la COX-1, ce
qui limite 1’apparition d’effets secondaires.

2. Les inhibiteurs non sélectifs*

Les inhibiteurs non sélectifs exercent leur action en bloquant a la fois ’activité de la
COX-1 et de la COX-2. Les prostaglandines synthétisées par la COX-1 étant impliquées
dans de nombreuses fonctions homéostatiques, 1’utilisation de ces AINS se caractérise par des
effets secondaires digestifs et rénaux. Ces effets secondaires graves contre-indiquent 1’'usage
a long terme de cette classe pharmacologique dans la plupart des situations rencontrées en
médecine vétérinaire. L’inhibiteur non sélectif le plus couramment utilisé en cancérologie
canine est le piroxicam a 0,3 mg/kg/j.

3. Les inhibiteurs COX-2 préfé:rentiels45 139

Les inhibiteurs COX-2 préférentiels exercent leur activité de maniere plus importante
sur la COX-2 aux doses thérapeutiques. Le caracteére préférentiel est défini en conditions in
vitro par un ratio Clsg cox-1 / Clso cox-2 supérieur a 1. La concentration inhibitrice 50 (Cls
cox-1) est la concentration a laquelle I’AINS diminue de 50% 1’activité enzymatique de la
COX-1. Cette classe pharmacologique est particuliecrement utile quand 1’agrégation
plaquettaire doit étre préservée, notamment chez les patients recevant des anticoagulants ou
atteints de troubles de I’hémostase primaire. L’inhibiteur COX-2 préférentiel le plus
couramment utilisé en cancérologie canine est le méloxicam a 0,1 mg/kg/j.
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4. Les inhibiteurs COX-2 sélectifs*”’

Les inhibiteurs COX-2 sélectifs ou coxibs bloquent de mani¢re encore plus
importante Dactivité de la COX-2 aux doses thérapeutiques. Le caractere sélectif est
défini en conditions in vitro par un ratio Clso cox-1 / Clso cox-2 supérieur a 1000. On considere
donc que ces AINS n’inhibent pas I’agrégation plaquettaire et sont les AINS les mieux
tolérés au niveau digestif. L’inhibiteur COX-2 sélectif le plus couramment utilis€¢ en
cancérologie canine est le firocoxib a 5 mg/kg/j.

B. Cibles des inhibiteurs de la COX-2 indépendantes de la COx-2"

L’effet pharmacologique de certains AINS, le célécoxib notamment, apparait
¢galement étre médié par des voies de synthése indépendantes de la COX-2 qui ne sont pas
encore totalement caractérisées. Parmi les cibles potentielles, au moins deux composés
cellulaires, la PDK1 et les SERCA, semblent étre directement contrdlés par le célécoxib”*'*.
Ces résultats encouragent la mise au point de dérivés du célécoxib n’ayant plus d’effet
inhibiteur sur la COX-2 mais un effet supérieur sur la PDK1 ou les SERCA. L’OSU-03012
est un exemple de dérivé dont on espére qu’ils s’avéreront utiles en thérapie anticancéreuse™.

Dans I’espece canine, la synthése de la protéine NAG-1 (NSAID-activated gene-1) est
également induite par plusieurs AINS. Les résultats les plus prometteurs ont été obtenus
expérimentalement avec le piroxicam®”. D’autres génes impliqués dans la carcinogenése
sont altérés par des concentrations physiologiques en AINS parmi lesquels ’EGR-1, le TSP-1

et PATE3%'*122_ Ces génes constitueront & I’avenir des sujets de recherche en cancérologie.

C. Inhibiteurs de la COX-2 et cultures de cellules tumorales

Les cultures cellulaires in vitro constituent des outils de qualité pour explorer le rdle
de la COX-2 dans la carcinogenese et évaluer de potentiels agents de chimiothérapie.
Cependant, ces ¢études restent rares chez les carnivores domestiques d’autant plus que seules
des lignées cellulaires canines ont été développées pour le moment.

Des études ont montré que le NS398, un inhibiteur COX-2 sélectif, bloque de maniere
significative la synthése de PGE, et diminue ainsi la prolifération cellulaire de cellules
mammaires tumorales et de kératinocytes tumoraux issus de carcinomes ¢épidermoides
oraux'>'*®. Le méloxicam, un inhibiteur COX-2 préférentiel, a également montré in vitro un
effet pro-apoptotique et inhibiteur sur la croissance de cellules canines tumorales issues
d’ostéosarcomes™”. Comme cela a pu étre montré dans I’espéce humaine, ces résultats
suggerent que I’inhibition de la COX-2 contribue a diminuer la prolifération des cellules
canines tumorales et a controler la croissance tumorale.

Les modeles de xénogreffes tumorales sur des souris nues constituent une étape
préalable aux essais cliniques dans 1’¢tude in vivo des effets des inhibiteurs de la COX-2. En
récréant un environnement dynamique, elles offrent en effet la possibilit¢ d’évaluer in vivo
I’effet de ces principes actifs sur la croissance et ’angiogenése tumorales ou I’apoptose.

Bien que cela ait 6té réalisé dans I’espéce humaine''*?%’, des xénogreffes de tumeurs
mammaires canines ont été utilisées dans une seule étude sur les inhibiteurs de la COX-2'".
Le déracoxib et le piroxicam ont montré un effet inhibiteur sur la croissance des xénogreffes
chez la souris, suggérant qu’ils pouvaient faire 1’objet d’études cliniques prospectives.
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D. Inhibiteurs de la COX-2 et chimioprévention

Le terme chimioprévention a ¢ét¢ employé pour la premiére fois en 1976 par Sporn
pour décrire Ieffet de la vitamine A sur la carcinogenése chimique'””. La chimioprévention
désigne I’utilisation de substances naturelles ou synthétiques dans le but d’interrompre, de
modifier ou de retarder la carcinogenése70.

Au cours des dernieéres décennies, dans I’espéce humaine, de nombreuses études
épidémiologiques ont suggéré que les AINS auraient un effet chimiopréventif dans les
cancers colorectaux et dans une moindre mesure dans les cancers du sein et du poumon. Ces
études ont en effet mis en évidence une relation inverse entre I’incidence de cancer et la
consommation réguliére d’AINS®"'". L’effet bénéfique des AINS dans la carcinogenése
colorectale a été confirmé par deux essais cliniques randomisés de grand effectif avec le
sulindac, un inhibiteur non sélectif et le célécoxib, un inhibiteur COX-2 sélectif’ 1,180

Dans I’espéce canine, 1’effet chimiopréventif des inhibiteurs de la COX-2 n’a pour le
moment pas encore ¢té clairement établi. Les recherches se focalisent en effet davantage sur
le r6le des inhibiteurs de la COX-2 dans le traitement des tumeurs canines.

E. Inhibiteurs de la COX-2 et traitement des tumeurs

1. Inhibiteurs de la COX-2 et chimiothérapie conventionnelle'®?

Des études in vitro et in vivo ont montré que I’association des AINS et des agents de
chimiothérapie conventionnelle avait un effet synergique sur 1’inhibition de la croissance
tumorale'”. Teicher et al.'® ont montré la capacité des inhibiteurs de la COX-2 & agir comme
des modulateurs des thérapies anticancéreuses cytotoxiques grace a un modele de cancer du
poumon non a petites cellules. Hida et al.®” ont également montré que le nimésulide, un
inhibiteur COX-2 préférentiel, améliore 1’effet cytotoxique et pro-apoptotique du cisplatine
et de 1I’étoposide, deux agents de chimiothérapie conventionnelle, sur des lignées de cellules
pulmonaires tumorales.

Dans les carcinomes vésicaux canins a cellules transitionnelles, un pourcentage
supérieur de rémission (57%) a été obtenu en associant le firocoxib au cisplatine par rapport
au cisplatine seul, sans toxicité rénale ou digestive supplémentaire®®. Ces résultats ont été
confirmés par une autre étude clinique sur 32 chiens qui a montré une meilleure évolution
clinique en associant le firocoxib au cisplatine par rapport au cisplatine seul'"".

Dans les carcinomes épidermoides oraux, un pourcentage supérieur de rémission
(56%) a également été obtenu en associant le piroxicam au cisplatine par rapport au
piroxicam seul’. Dans les lymphomes multicentriques, I’association du piroxicam a la

doxorubicine n’a cependant pas apporté de bénéfice par rapport a la doxorubicine seule'?.

2. Inhibiteurs de la COX-2 et chimiothérapie métronomique128

L’administration d’agents de chimiothérapie conventionnelle a petite dose et de facon
continue est appelée chimiothérapie métronomique ou chimiothérapie antiangiogénique.
Cette démarche semble en effet cibler davantage les cellules endothéliales et I’angiogenese
tumorale que les cellules tumorales®. C’est un modele thérapeutique prometteur qui présente
de nombreux avantages tels que les faibles effets secondaires escomptés, la relative incapacité
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des cellules endothéliales non tumorales a développer des résistances, son faible cofit et sa
commodité d’administration pour les propriétaires.

Dans I’espéce humaine, des résultats favorables ont été obtenus dans le cancer du sein,
les mélanomes, les sarcomes des tissus mous et les cancers prostatiques. Dans I’espece
canine, seuls des essais cliniques de chimiothérapie métronomique dans les
hémangiosarcomes spléniques et les sarcomes des tissus mous ont été publiés'*****'%
Dans deux de ces études, un AINS, le piroxicam, était administré a 0,3 mg/kg/j.

3. Inhibiteurs de la COX-2 et radiothérapie102

En conditions in vitro, on a montré que I’apport exogéne de prostaglandines
engendrait une plus grande résistance des lignées cellulaires normales et tumorales aux
radiations. L’association des AINS et de la radiothérapie aurait par ailleurs un effet
synergique sur 1’inhibition de la croissance tumorale. Cela a €t¢ montré avec I’administration
quotidienne de SC-236, un inhibiteur COX-2 sélectif*’. Pyo et al."*’ ont également montré, en
conditions in vitro et in vivo, que le NS-398, un inhibiteur COX-2 sélectif, potentialisait
I’effet des radiations uniquement sur des tumeurs exprimant la COX-2.

4. Inhibiteurs de la COX-2 et inhibiteurs de ’EGFR>°

On a mis en évidence trés récemment une interaction entre la voie de synthése de la
COX-2 et celle du récepteur au facteur de croissance épidermique (EGFR). L’association
d’inhibiteurs de la COX-2 et de ’EGFR semble donc étre une thérapie rationnelle. La PGE;
favorise en effet 1’activation de 'EGFR via ’amphiréguline, tandis que I’EGFR activé
favorise la surexpression de la COX-2 via la voie des MAP kinases. Cette association
constitue un sujet de recherche prometteur en cancérologie.

5. Inhibiteurs de la COX-2 et traitement de la douleur d’origine cancéreuse’” 100

La prise en charge de la douleur en cancérologie canine associe fréquemment un
AINS et un morphinique. Dans I’espéce canine et humaine, plusieurs études ont montré
I’efficacité des inhibiteurs COX-2 sélectifs dans le traitement des douleurs aigués et
chroniques. La COX-2 est en effet impliquée aussi bien au niveau central que périphérique
lors de la sensibilisation du systéme nerveux par une inflammation périphérique. Ces
inhibiteurs COX-2 sélectifs, dont les effets secondaires sont moindres, sont particuliérement
intéressants aprés une chirurgie lorsque des saignements sont redoutés.

6. Inhibiteurs de la COX-2 et traitement des tumeurs canines

Dans les carcinomes vésicaux a cellules transitionnelles, quatre études cliniques ont
montré des résultats prometteurs®® 1?1918 Dang deux études, une évolution clinique
comparable a celles obtenue avec une chimiothérapie conventionnelle est rapportée pour
52 chiens recevant uniquement du piroxicam (rémission compléte ou partielle dans 18 a
33% des cas et stabilisation dans 50 a 53% des cas)**''®. Des résultats similaires ont été
obtenus avec du firocoxib dans deux ¢tudes menées respectivement sur 15 chiens (rémission
partielle dans 20% des cas et stabilisation dans 33% des cas)™ et sur 11 chiens (absence de
progression tumorale dans 73% des cas)'”. Une étude clinique a également mise en évidence
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une rémission partielle ou une stabilisation pour 8 chiens recevant du firocoxib seul ou en
association avec une chimiothérapie conventionnelle'™.

Dans I’'une des ces études, on a également mis en évidence une association entre la
réponse tumorale, I’induction de ’apoptose et la réduction de la concentration urinaire en
facteurs pro-angiogéniques tels que le bFGF''®.

Dans les tumeurs mammaires, une revue de cas cliniques a montré une meilleure
réponse clinique pour 12 chiens atteints de carcinome mammaire inflammatoire et
recevant du piroxicam par rapport & 3 chiens traités avec de la doxorubicine’®. Dans les
tumeurs mammaires métastasées ou inopérables, le firocoxib a ¢galement montré des
résultats prometteurs sur la qualité de vie de quatre chiens traités'.

Dans les tumeurs prostatiques, une étude clinique a montré une durée de vie
significativement plus élevée pour 16 chiens traités avec des inhibiteurs COX-2 non
sé¢lectifs, piroxicam et carproféne, par rapport aux 17 chiens ne recevant pas d’AINS (6,9
mois contre 0,7 mois)'’°.

Dans les carcinomes épidermoides oraux, une ¢tude clinique menée sur 17 chiens
recevant du piroxicam a montré une rémission, partielle ou complete, dans 18% des cas et
une stabilisation dans 29% des cas'®.

Dans les mélanomes oraux, une ¢tude clinique menée sur 11 chiens traités avec du
piroxicam et du cisplatine, a montré une rémission partielle dans 18% des cas et une

stabilisation dans 10% des cas’.

Bien que les données cliniques soient pour le moment limitées a quatre types
tumoraux, elles sont encourageantes et nous ameénent a investiguer davantage I’effet
antitumoral des inhibiteurs de la COX-2 dans I’espéce canine, utilisés seuls ou en
association avec d’autres traitements anticancéreux (tableau 20).
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Type tumoral Traitement Résultats Etude
piroxicam’ RC 2/34 RP 4/34 S 18/34 P 10/34 (MS : 181 )) Knapp et al. 1994
piroxicam' RP 6/18 SO/IB P 3/18 Mohammed et al. 2002
firocoxib’ RP ou S 4/4
- — - Lloret et al. 2007
firocoxib' + chimiothérapie RP ou S 4/4
Carcinomes transitionnels vésicaux S
firocoxib® RPou S 8/11 P 3/11 (MS : 80)) )
— - - Léon-Artozqui et al. 2008
firocoxib™ + cisplatine” RPouS 10/10 P 0/10 (MS : 178 )
firocoxib’ RP 3/12S 5/12 P 4/12 (MS : 105 j)
T 3 - Knapp et al. 2013
firocoxib™ + cisplatine” RP 8/11 S3/11 (MS : 186j)
CMTI piroxicam’ qualité de vie améliorée 7/7 (MS : 185)) de M. Souza et al. 2009
Tumeurs mammaires firocoxib’ qualité de vie améliorée 4/4 Castillo et al. 2010
) . . piroxicaml RC I/17RP 2/17 S 5/17P 9/17 Schmidt et al. 2001
Carcinomes épidermoides oraux | .
piroxicam + cisplatine RC2/9RP 3/9S3/9P 1/9 (MS : 237 )) Boria et al. 2004
Carcinomes prostatiques piroxicam' ou carprofénes MS:214] Sorenmo et al. 2004
Mélanomes oraux piroxicam' + cisplatine® RP2/I1 SUIIP&/I11I(MS:119)) Boria et al. 2004
Lymphomes multicentriques piroxicaml + doxorubicine” RC ou RP 26/33 Mutsaers et al. 2002

CMI : carcinomes mammaires inflammatoires ; RC : rémission compléte ; RP : rémission partielle ; S : stabilisation ; P : progression ; MS : médiane de survie

03 mg/kg SID ’s mg/kg SID 60 mg.’m2 tous les 21 jours 50 mg.’m2 22 mg’kg BID 30 mg.’m2 tous les 21 jours

Tableau 20 : Inhibiteurs de la COX-2 et traitement des tumeurs canines




VII. LA CYCLO-OXYGENASE-2 EN CANCEROLOGIE HUMAINE

A. Expression de la COX-2 et tumeurs solides humaines

Dans I’espéce humaine, un grand nombre d’études suggerent que les prostaglandines
produites par 1’activité de la COX-2 contribuent a la carcinogenése™. Le cancer colorectal
est le premier cancer pour lequel le role de la COX-2 et des prostaglandines a été suspecté sur
la base de résultats épidémiologiques qui montraient un risque plus faible de cancer associé a
une prise réguliére d’aspirine a faible dose®*'®". Ces résultats ont été complétés par des études
qui ont montré une surexpression de la COX-2 dans les cancers colorectaux>**"'%,

Une expression de la COX-2 a également ¢ét¢ mise en €vidence dans de nombreux
autres types tumoraux tels que le cancer du sein, du poumon, de la prostate, du pancréas,
de la téte, du cou et de Pestomac®’+347:>7:39.66.68.177

B. Perspectives thérapeutiques

Afin de compléter les démarches thérapeutiques actuelles qui ciblent D’activité
fonctionnelle de la COX-2 par les AINS, de nouvelles stratégies thérapeutiques se
développent actuellement. Leur objectif est d’agir en amont sur les voies de signalisation et
les éléments de réponse a I’origine de I’induction transcriptionnelle du géne de la COX-2.

Ce controle thérapeutique de la transcription de la COX-2 est envisagé grace a
I’utilisation d’oligonucléotides compétiteurs des séquences régulatrices du gene Ptgs2. La
vectorisation de génes correcteurs ou suicides dans les cellules tumorales surexprimant la
COX-2 est également ¢tudiée. En aval, il est raisonnable d’imaginer que des ARN
interférents ciblant de manicre spécifique les messagers de la COX-2 puissent également
apporter un bénéfice par rapport aux démarches thérapeutiques actuelles.

Une meilleure connaissance des mécanismes de stabilisation et de dégradation de la
COX-2 ainsi que I’étude des relations fonctionnelles entre les deux isoformes de la COX
pourraient permettre d’améliorer 1I’impact thérapeutique de ces nouveaux composés.

VIII. CONCLUSION

Dans I’espéce canine et humaine, la COX-2 est un acteur majeur de la progression
tumorale qui exerce un rdle critique a tous les stades de la cancérogenése. Elle se comporte
comme un promoteur tumoral via I’activation de procarcinogenes en carcinogenes mais elle
assure ¢galement le développement tumoral en favorisant I’invasion tumorale et I’extension
métastatique. Bien que ’expression de la COX-2 ait été mise en évidence dans un grand
nombre de tumeurs canines, I’implication de la COX-2 dans la carcinogenése et ses
mécanismes sont encore partiellement compris.

Cibler la COX-2 en thérapie anticancéreuse demeure un concept unique, a la frontiére
entre médecine traditionnelle et moléculaire. Cette cible thérapeutique peut étre atteinte grace
a des inhibiteurs pharmacologiques, les AINS, qui agissent sur I’activit¢ fonctionnelle de la
COX-2 mais également en agissant en amont sur les voies de signalisation ou les éléments
de réponse a I’origine de I’induction transcriptionnelle du géne de la COX-2.

Concernant les inhibiteurs de la COX-2, leur usage en médecine vétérinaire dans le
traitement des tumeurs se fonde sur quelques études cliniques menées notamment sur les
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carcinomes vésicaux a cellules transitionnelles. Leur utilisation semble prometteuse mais
nécessite d’étre confirmée par la suite.

Les effets des AINS qui sont indépendants de leur activit¢ pharmacologique sur la
COX-2 doivent étre explorés. La COX-2 est une cible potentielle mais également un signal
impliqué dans des processus clés de la carcinogenese. De nouvelles cibles seront
probablement trouvées en explorant les voies de synthése de la COX-2.

A T’heure actuelle, les inhibiteurs de la COX-2 constituent probablement un outil a
part entiere dans le traitement des tumeurs canines. Les résultats obtenus sur I’effet
antitumoral des inhibiteurs de la COX-2 devront étre confirmés et les types tumoraux précisés
par des études cliniques prospectives.

Dans l'espéce canine et humaine

La COX-2 est exprimée dans un grand nombre de types tumoraux
La COX-2 et la PGE; participent d la carcinogenése via notamment I'EGFR, les PPAR et les MAPK

Les inhibiteurs de la COX-2 sont de plus en plus I'objet d'études cliniques

Dans I'espéce humaine

Des études épidémiologiques ont montré 1'effet chimiopréventif des AINS dans le cancer du cdlon, du sein
et du poumon

Des essais précliniques ont montré des résultats prometteurs avec des polythérapies associant chimiothérapie
ou radiothérapie et inhibiteurs de la COX-2

Des essais cliniques sur des patients atteints de polypose adénomateuse colique familiale ont montré
I"efficacité des coxibs dans la réduction du nombre et de la taille des polypes

L'expression de la COX-2 est corrélée a une évolution clinique défavorable dans un grand nombre de types
tumoraux incluant le cancer du célon, du sein et du poumon

Dans l'espéce canine

La surexpression de la COX-2 est corrélée & un pronostic moins bon dans les tumeurs mammaires, les
ostéosarcomes et les mélanomes oraux

Les inhibiteurs de la COX-2 sont & 'origine d"une meilleure évolution clinique dans les carcinomes vésicaux
4 cellules transitionnelles, les carcinomes mammaires inflammatoires et les carcinomes prostatiques

EGFR : epodermal growth factor recepior : PPAR : peroxisome prohiferator activiated recopeor : MAPK - msogen-activated protein kinase

Tableau 21 : La COX-2 en cancérologie humaine et canine (adapté de Liao et al.'” )
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DEUXIEME PARTIE

ETUDE PRELIMINAIRE DE L’USAGE DES INHIBITEURS DE LA COX-2 DANS LE
TRAITEMENT DES TUMEURS CANINES
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I. MATERIEL ET METHODES

A. Inclusion des cas

Entre le 1% octobre 2009 et le 1° février 2012, ont été inclus dans cette étude
préliminaire, tous les chiens présentés en consultation de cancérologie a 1’Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse (ENVT) pour lesquels un prélévement de tumeur maligne d’origine
¢épithéliale ou mésenchymateuse avait été réalisé.

B. Matériel tumoral

L’ensemble des prélévements étudiés correspond a des pieces d’exérése chirurgicale,
a des biopsies ou a des prélévements nécropsiques réalisés a '’ENVT entre le 10 décembre
2007 et le 26 juin 2012 sur 19 chiens atteints de tumeurs malignes solides.

Les prélévements ont été fixés dans une solution de formol tamponné a la neutralité,
recoupés, inclus et archivés en blocs de paraffine par le Laboratoire d’Anatomie
pathologique de 1’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT, 23 chemin des capelles,
31076 Toulouse Cedex, France). Les délais de fixation sont ceux du diagnostic histologique
de routine. Certains échantillons ont également subi une étape de décalcification préalable,
d’une durée variable, en raison de la présence de tissu osseux dans le prélévement.

C. Données cliniques et paracliniques

Pour chaque animal, la race, I’age et le sexe ont été rapportés. Les données relatives a
I'évolution clinique des lésions tumorales (taille, récidive locale et extension métastatique a
distance) et des animaux (qualité de vie, effets secondaires et pronostic vital) ont été
recueillies lorsque les chiens étaient présentés en consultation de cancérologie a ’ENVT.

Au moment du diagnostic, un bilan d’extension métastatique a été réalisé par imagerie
thoracique (radiographie ou tomodensitométrie) et/ou abdominale (échographie).

Lorsqu’un inhibiteur de la COX-2 a été administré, un suivi de la fonction rénale a été
effectué en comparant la valeur de la créatinine plasmatique obtenue au moment de la mise en
place du traitement aux valeurs obtenues pendant la durée du traitement. Ces analyses ont été
réalisées dans des conditions similaires (a jeun, état d’hydratation correct et analyseur
identique) et ont été accompagnées d’une analyse d’urine. Dans le cadre de cette étude
préliminaire, lorsque du firocoxib a été administré, il était fourni par le laboratoire Mérial.

D. Technigue histopathologique conventionnelle

Les prélevements, inclus en paraffine, ont fait I’objet de coupes d’environ 3 pm
d’épaisseur qui ont été recueillies sur des lames de verre (lames Starfrost) afin d’en permettre
I’observation en microscopie photonique. Les lames ainsi obtenues ont été séchées a 1’étuve
pendant une nuit a 37-40°C puis déparaffinées dans du toluéne (3 bains de 5 minutes) avant
d’étre réhydratées dans des bains d’éthanol de concentrations décroissantes (éthanol absolu : 1
bain de 5 minutes, éthanol a 95° : 1 bain de 5 minutes, eau courante : 1 bain de 5 minutes).

Une coloration conventionnelle Hémalun-éosine a ensuite été pratiquée : les lames
ont ¢t¢ plongées 1 minute et 30 secondes dans une solution d'Hémalun de Mayer, rincées a
I'eau courante pendant 5 minutes puis plongées 3 secondes dans une solution d'€osine-
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¢érythrosine aqueuse a 2%. Les lames ont été a nouveau rincées a 1’eau courante, déshydratées
dans des bains d'éthanol de concentrations croissantes, puis placées dans du tolueéne. Des
lamelles ont alors ét¢ montées en milieu synthétique avant la lecture des lames.

L’examen histopathologique permet en premier lieu de confirmer la nature tumorale
de la néoformation et de la caractériser.

E. Technique de détection immunohistochimique de la COX-2

La technique immunohistochimique a été réalisée sur des sections issues de coupes
sériées et adjacentes a celles utilisées pour 1’examen histopathologique. Elle a permis la mise
en ¢vidence de I’isoforme COX-2 sur des coupes tissulaires de prélévements tumoraux fixés
au formol et inclus en paraffine. Le protocole de détection de cette enzyme a été établi apres
des essais méthodologiques préliminaires permettant 1’obtention de techniques
standardisées parfaitement reproductibles. Le cofit 1i¢ a la réalisation et a I’interprétation de
la détection immunohistochimique de la COX-2 a été pris en charge par le laboratoire Mérial.

1. Anticorps primaire

L’anticorps monoclonal M3617 (isotype IgG;, kappa, clone CX-294, DAKO) produit
chez la souris est spécifique d’un peptide de syntheése correspondant aux acides aminés 580 a
598 de la COX-2 humaine.

Sa spécificité a été mise en évidence dans deux études par Western blot ¢t dosage
immuno-enzymatique”®. Dans ces deux études, le clone CX-294 a marqué la COX-2
humaine exprimée par des cellules endothéliales de veines ombilicales humaines (HUVEC)
apres stimulation par du phorbol myristate acetate (PMA).

Cet anticorps destiné a marquer spécifiquement 1’isoforme COX-2 a été sélectionné a
partir de données bibliographiques qui ont montré son aptitude a reconnaitre des épitopes sur
des prélévements de tissus humains et canins’>~*!'*!**1% 1] nous a ét¢ fourni par le
laboratoire Mérial.

2. Essais préliminaires

Dans le but d’obtenir le meilleur marquage compatible avec une détérioration
minimale des tissus, la technique immunohistochimique a été établie apres des essais
méthodologiques préliminaires. Ils nous ont permis d’obtenir une technique standardisée
parfaitement reproductible. L’effet engendré par la variation de plusieurs parametres
(solution de démasquage antigénique, dilution de P’anticorps primaire, chromogéne) a
également été étudié en marquant des tissus canins tumoraux. Les variations concernant ces
divers parametres sont présentées ci-apres. La technique immunohistochimique retenue est
présentée en annexe 2.

3. Immunomarquages

Des coupes de 3 pm d’épaisseur ont été recueillies sur des lames de verre (lames
Starfrost). Les lames ainsi obtenues ont été séchées a 1’é¢tuve pendant une nuit a 37-40°C puis
déparaffinées dans du toluéne (3 bains de 5 minutes) puis plongées dans I’acétone (2 bains
de 5 minutes) avant d’étre réhydratées dans 1’eau courante (1 bain de 5 minutes).
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a. Démasquage antigénique

Afin de restaurer I’antigénicité des épitopes reconnus par 1’anticorps primaire, les
lames ont subi un prétraitement appel¢ démasquage antigénique. Deux types de
prétraitements ont été testés : les lames ont été plongées pendant 30 minutes dans un bain-
marie a 94-96°C, additionné d’une solution de citrate a 10 mM (pH 6) ou ’EDTA (pH 9).

La solution de citrate a 10 mM (pH 6) a été retenue pour la réalisation des marquages
immunohistochimiques de cette étude préliminaire.

b. Principales étapes techniques

Les étapes suivantes sont celles d’une méthode streptavidine-biotine-peroxydase :
Dans un premier temps, I’inhibition des peroxydases endogénes est réalisée dans un bain de
« Peroxidase Blocking Solution » (S2023, DAKO) pendant 5 minutes a température ambiante.
Afin de minimiser les fixations non spécifiques, un sérum normal de chévre dilué au 1/10°™
dans du PBS a ensuite été¢ appliqué pendant 20 minutes a température ambiante.

L’anticorps primaire dirigé contre 1’épitope de la COX-2 est ensuite appliqué
pendant 50 minutes a température ambiante. Trois dilutions différentes ont été testées : au
1/50°™, au 1/100°™ ou au 1/200°™ dans une solution de PBS. La dilution au 1/200°™ a ét¢
retenue pour la réalisation des marquages immunohistochimiques de cette étude préliminaire.

L’anticorps primaire étant produit chez la souris, un anticorps secondaire de chévre
biotinylé dirigé contre les chaines lourdes des immunoglobulines de souris (K0675,
LSAB®2, DAKO) a été appliqué pendant 25 minutes a température ambiante.

Un complexe streptavidine-biotine-peroxydase (K0675, LSAB®2, DAKO) a ensuite
¢été appliqué pendant 25 minutes a température ambiante.

Deux chromogenes différents ont été testés : la révélation a ét€ pratiquée en appliquant
de I’Amino-Ethyl-Carbazole (AEC) pendant 20 minutes ou de la 3,3’-diaminobenzidine
tétrachloride (DAB) pendant 10 minutes. Le chromogéne DAB a été retenu pour la
réalisation des marquages immunohistochimiques de cette étude préliminaire.

Une contre-coloration des noyaux par I’Hématoxyline de Harris a ensuite été
effectuée puis un ringage a I’eau courante et une déshydratation. Les lames ont été finalement
montées a 1’aide d’un baume synthétique suivant les procédures usuelles.

4. Contrdles

Durant les essais méthodologiques préliminaires, un controle négatif par omission de
P’anticorps primaire a ét¢ réalis€. Un second controle négatif a été réalisé en remplacant
I’anticorps primaire par une immunoglobuline anti-CD; de méme isotype IgG; afin de
permettre la caractérisation d’une hypothétique fixation non spécifique des anticorps.

F. Lecture et interprétation des lames

1. Analyse histopathologique

La lecture des échantillons colorés a I’Hémalun-éosine, en vue de leur classification
histologique, a ét¢ effectuée par deux pathologistes certifiés (M. Delverdier et MN. Lucas).
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Les critéres morphologiques et histologiques généraux de malignité ont été appliqués
aux 21 prélévements de cette étude : croissance infiltrante, densité cellulaire augmentée,
anisocaryose, anisocytose, index mitotique ¢€levé et figures mitotiques atypiques, nombre
augmenté de polycaryons et remaniements nécrotico-hémorragiques.

2. Analyse immunohistochimique

La lecture des prélévements marqués par immunohistochimie a été effectuée par deux
pathologistes certifiés (M. Delverdier et MN. Lucas). A partir de ces lames ont été notés :

- I’existence et la spécificité du marquage anti-COX-2 : les cellules tumorales considérées
positives expriment un marquage cytoplasmique brun net

- I’intensité du dépot chromogénique
- la proportion de cellules tumorales marquées

- la répartition du marquage : focale, multifocale ou diffuse

L’¢évaluation du marquage immunohistochimique anti-COX-2 a été effectuée par
observation des coupes tissulaires a faible grandissement (x40), avec détermination du
nombre de cellules tumorales positives par rapport au nombre total de cellules tumorales
présentes. Concernant 1’évaluation de I’intensité du marquage anti-COX-2, c’est I’intensité la
plus intense qui était observée au sein des cellules tumorales qui était prise en compte.

L’immunoréactivité tumorale anti-COX-2 a ¢été ¢évaluée a ’aide d’un score
immunohistochimique obtenu en multipliant le score de la proportion de cellules tumorales
marquées par le score de I’intensité du marquage immunohistochimique. Les échelles de
notation utilisées pour obtenir et interpréter ces scores ont été adaptées des travaux de Soslow
et al.'”’. 5 des 42 études sur ’expression tumorale de la COX-2 dans I’espéce canine ont
également eu recours a cette méthode d’évaluation du marquage anti-COX-2'2"133130:152.153

La méthode d’évaluation de la proportion de cellules tumorales marquées était la suivante :

Proportion de cellules tumorales exprimant la COX-2 Score

Absence de marquage 0

1 - 10% de cellules positives 1
11 - 50% de cellules positives 2
51 - 80% de cellules positives 3
81 - 100% de cellules positives 4

Tableau 22 : Evaluation de la proportion de cellules tumorales exprimant la COX-2
(adapté de Soslow et al.'”’)
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La méthode d’évaluation de I’intensité du marquage des cellules tumorales était la suivante :

Intensité du marquage anti-COX-2 des cellules tumorales Score
Absence de marquage 0
Marquage faible 1
Marquage modéré 2
Marquage fort 3

Tableau 23 : Evaluation de [’intensité du marquage anti-COX-2 des cellules tumorales
(adapté de Soslow et al.'”’)

La méthode d’évaluation de 'immunoréactivité tumorale anti-COX-2 était la suivante :

Immunoréactivité tumorale anti-COX-2 Score IHC
Nulle 0
Faible 1-4
Modeérée 5-8
Forte 9-12

IHC : immunohistochimique

Tableau 24 : Evaluation de | 'immunoréactivité tumorale anti-COX-2
(adapté de Soslow et al.'”’)

G. Evolution clinique et traitement inhibiteur de la COX-2

Lorsqu’un inhibiteur de la COX-2 a ¢ét¢ administré et que la 1ésion tumorale était
accessible cliniquement, chaque cas a été répertorié dans une catégorie faisant référence a
I'évolution clinique suivant la mise en place du traitement :

- rémission compléte (RC) : absence d’¢lément clinique ou paraclinique évocateur d’un
processus tumoral

- rémission partielle (RP) : diminution supérieure a 50% de la taille de la 1ésion tumorale et
absence de toute nouvelle Iésion tumorale (récidive locale, éclosion multicentrique ou
extension métastatique)

- stabilisation (S) : diminution inférieure a 50% de la taille de la 1ésion tumorale et absence
de toute nouvelle 1ésion tumorale

- progression (P): augmentation supérieure a 50% de la taille de la lésion tumorale ou
apparition de toute nouvelle 1ésion tumorale

Lorsque la Iésion tumorale n’était pas accessible cliniquement, ces catégories étaient
définies selon des criteres permettant d’évaluer indirectement le processus tumoral :

- rémission compléte (RC) : absence d’¢lément clinique ou paraclinique évocateur d’un
processus tumoral

- rémission partielle (RP): diminution des signes cliniques locaux et absence de toute
nouvelle 1ésion tumorale (récidive locale, éclosion multicentrique ou extension
métastatique)
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- stabilisation (S) : stabilisation des signes cliniques locaux et absence de toute nouvelle
lésion tumorale

- progression (P) : aggravation des signes cliniques locaux ou apparition de toute nouvelle
lésion tumorale

Lorsqu’un inhibiteur de la COX-2 n’a pas été administré, chaque cas a été répertorié
dans une catégorie faisant référence a 1'évolution clinique post-chirurgicale.

Le délai entre la mise en place du traitement inhibiteur de la COX-2 et la chirurgie a
également été rapporté pour chaque cas. En ’absence de chirurgie, c’est le délai entre la mise
en place du traitement inhibiteur de la COX-2 et le diagnostic qui a été rapporté.

La durée de vie a partir de la mise en place du traitement inhibiteur de la COX-2 a
également été rapportée pour chaque cas. En ’absence de traitement inhibiteur de la COX-2,
c’est la durée de vie a partir de la chirurgie qui a été rapportée.

II. RESULTATS

A. Caracteristiques épidéemiologiques de la population

Les 19 chiens de notre étude présentaient une médiane d'age de 10,5 ans au moment
du diagnostic et une distribution comprise entre 3 et 12 ans (figure 8).

Pour 15 chiens (79%), le diagnostic a été établi grace a I’analyse histopathologique
de la piece d’exérese de la tumeur primitive. Pour 4 chiens (21%), le diagnostic a été établi
par biopsie ou cytologie. Le diagnostic établi par cytologie a été confirmé par une autopsie.

Nombm & ¢

Chanse & e

Figure 8 : Répartition des cas selon [’dge au moment du diagnostic

Dans notre population, 8 chiens sur 19 (42%) étaient des maéles ; 11 sur 19 (58%)
¢étaient des femelles. 13 races étaient répertoriées. 16 chiens sur 19 (84%) étaient de race
pure ; les 3 chiens restants (16%) étaient de race croisée (tableau 25).
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Race Nombre de cas

Berger allemand 1
Berger belge tervueren
Bouledogue frangais
Boxer
Chien nu
Cocker
Coton de Tuléar
Croisé
Dalmatien
Labrador
Rottweiler
Setter anglais

Setter gordon

[ S JE N e N R e S S

Yorkshire terrier

Tableau 25 : Répartition des cas selon la race

B. Reésultats de [’analyse histopathologique

Les tumeurs épithéliales sont les tumeurs les plus représentées dans cette étude avec
13 cas sur 19 (68%) et notamment les carcinomes mammaires avec 4 cas sur 13 (31%)
(tableau 26). Les tumeurs mésenchymateuses représentent 6 cas sur 19 (32%). L’ensemble
des résultats de ’analyse histopathologique est présenté en annexe 3.

Type tumoral Nombre de cas
Carcinomes mammaires 4
Tumeurs nasales épithéliales 3
Carcinome épidermolde cutané 1
Carcinome parathyroldien 1
Tumeurs épithéliales L. .
Carcinome thyroidien 1
Carcinome corticosurrénalien 1
Carcinome transitionnel vésical 1
Adénocarcinome des glandes apocrines du sac anal 1
Ositéosarcomes 3
Tumeurs mésenchymateuses Hémangiosarcomes 2
Liposarcome 1

Tableau 26 : Reépartition des cas selon le type tumoral

C. Resultats de [’analyse immunohistochimique

1. Controles

Les controles négatifs effectués par omission et remplacement de I’anticorps primaire
par un anticorps de méme isotype ont donné les résultats escomptés. Aucune
immunoréactivité anti-COX-2 n’a en effet été mise en évidence.

61



2. Evaluation du marquage immunohistochimique anti-COX-2

a. Caracteristiques du marquage immunohistochimique anti-COX-2

La réactivité¢ obtenue lors de la détection de 1’épitope de la COX-2 correspond a
I’observation d’un dépot brun net dans le cytoplasme de la cellule marquée. Ce marquage
peut étre, selon les cellules, un marquage cytoplasmique diffus ou focal.

b. Qualité et répartition du marquage immunohistochimique anti-COX-2

8 préléevements sur 21 (38%) sont restés totalement négatifs apres la détection
immunohistochimique de la COX-2 (tableau 27). Un marquage immunohistochimique anti-
COX-2 a été mis en évidence dans 13 prélévements sur 21 (62%) (tableau 27).

La qualit¢ du marquage obtenu a été jugée bonne car le marquage se distinguait
nettement d’un bruit de fond d’intensité variable, souvent faible, a distribution diffuse et
concernant des constituants tissulaires divers.

On note, pour certaines lames, une hétérogénéité dans la répartition de la réactivité
anti-COX-2 en fonction des territoires tumoraux présents sur la coupe histologique (tableau
27). Le marquage anti-COX-2 a en effet parfois été observé uniquement en périphérie des
zones de nécrose (cas n°11 et 18) ou au sein d’un nodule tumoral (figure 9). L’ensemble des
résultats est présenté en annexe 4.

Meouih . iber (@ oone pammen Ol MPules WDOrEs (PIIRET] O Dargugd (Vwplealuge
e 0X ) Foment forxe (ooer = Y1 Mibods woptesdine Mooac-poson pde.  sontre-oolomston dov
ooy per | My tow d¢ Harin Goossomomone & 40

Figure 9 : Mise en évidence d’une immunoréactivité dans un seul nodule tumoral (cas n°9)
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Cas (n®) Prélevement Type tumoral Qualité du marquage Répartition du marquage

Exérése Tumeur - .
1 (lésion primitive) Liposarcome bonne zones d ulcérution
Exérése Tumeur épiderme réactionnel et
- (récidive n°1) R e zones d"ulcération

Biopsie Carcinome nasal moyennement différencié bonne épithélium de surface

Métastase nodale d'un adénocarcinome des

3 Exérese Mélastase landes apocrines du sac anal

bonne multifocale

. Carcinome mammaire d'évolution .
6 Exérése Tumeur anaplasique avec méta 1ale bonne multifocale

7 Biopsie Adénocarcinome nasal bien différencié bonne multifocale

9 Exérése Tumeur  Carcinome mammaire basaloide infiltrant bonne focale
1 rise Mé Métastase nodale dun nlénonrciwne b en pénphér-u: des
mammaire différencié ne zones de nécrose

Comédocarcinome mammaire avec cellules inflammatoires

14 Exérése Tumeur ; 1al bonne et épithéli
15 Exérése Tumeur Hémangiosarcome hépatique bonne multifocale
17 Exérése Tumeur Carcinome épidermoide cutané bonne diffuse
d'évolution multicentrigque
18 Autopsie Carcineme transitionnel vésical banse en pérphéric des
zones de nécrose
Exérése Tumeur Carcinome corticosurrénalien bonne diffuse

19
- ahsence de réoctivied ann-COX-2

shsence de réactivieé tumocale amti-COX-2

Tableau 27 : Evaluation de la qualité et de la répartition du marquage anti-COX-2

c. Evaluation de ['immunoréactivité tumorale anti-COX-2

Une immunoréactivité anti-COX-2 a été mise en évidence dans 13 prélevements. Son
évaluation a été réalisée a 1’aide d’une méthode adaptée des travaux de Soslow et al.'”’
(tableau 28). L ensemble des résultats est présenté en annexe 4.

Dans 4 prélévements (31%), un marquage anti-COX-2 a ¢ét¢ mis en évidence
uniquement au sein des cellules non tumorales : des cellules épithéliales de surface, des
cellules inflammatoires ou des cellules appartenant aux zones d’ulcération (cas n°l, 2 et
14). Le score immunohistochimique attribué était alors 0 car il traduit I’immunoréactivité
tumorale anti-COX-2 (tableau 28).

Dans 9 prélévements (69%), un marquage anti-COX-2 a été mis en évidence au sein
des cellules tumorales. On note, quelque soit le type de prélevement, une proportion assez
faible de cellules tumorales marquées : souvent 1 a 10% des cellules tumorales, parfois 11 a
50%. On note également une faible variabilité de Dintensit¢é du marquage.
L’immunoréactivité observée est le plus souvent d’intensit¢ modérée a forte (figure 10).
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Proportion de cellules  Intensité du

Cas (n%) Prélévement Type tumoral tumorales maraudé Score IHC
Exérése Tumeur
1 (Iési imitive) Liposarcome 0 0 0
Exérése Tumeur
1 P Liposarcome 0

2 Biopsie Carcinome nasal moyennement différencié 0

Métastase nodale d'un adénocarcinome

! EEE— des glandes apocrines du sac anal

Exérd Carcinome mammuaire d'évolution
6 — unaplasique avec métastase nodale ! i i

7 Bropsie Adénocarcinome nusul bien différencié 1 3 3

9 Exérése Tumeur  Carcinome mammaire basaloide infiltrant 2 3 6

Métastase nodale d'un adénocarcinome

" Exésies Métmtmo mammuire différenceé

Comédocarcinome mammaire avec

14 Exérése Tumeur ; 1al 0 0 0
15 Exérése Tumeur Hémungiosarcome hépatique 1 2 2

2 3 6

Carcinome épidermoide cutané

17 Exérése Tumeur d'évolution mults . 2 3 6

1 2 2
18 Autopsie Carcinome transitionnel vésical 1 3 3
19 Exérése Tumeur Carcinome corticosurrénalicn 2 1 2

- uhsence de réactivitd mel-COX-2

uhsence de réactivitd wmoenle ant-COX-2
[HC : lmmunohistochinsque

Tableau 28 : Evaluation de | 'immunoréactivité tumorale anti-COX-2

Concernant le cas n°17, trois lésions distinctes ont été mises en évidence au sein du
prélevement tumoral. Il s’agissait en effet d’une piece d’exérése d’un carcinome €pidermoide
cutané¢ d’évolution multicentrique. Ces trois 1ésions exprimant un marquage anti-COX-2
différent (figure 10), le score immunohistochimique le plus élevé a été retenu pour évaluer
I’immunoréactivité anti-COX-2 de la tumeur.

6
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Figure 10 : Variabilité de [’intensité du marquage des cellules tumorales (cas n°17)
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D. Résultats anatomo-cliniques

1. Tolérance du traitement inhibiteur de la COX-2

Un inhibiteur de la COX-2 a été administré a 16 chiens (84%). Du firocoxib a été
administré a 15 chiens a une posologiec médiane de 5 mg/kg/j pendant une durée comprise
entre 6 et 559 jours. La posologie était comprise entre 3 et 8 mg/kg/j. Du méloxicam a 0,1
mg/kg/j a été administré a un chien pendant 50 jours (tableau 29).

Ces inhibiteurs de la COX-2 ont ét¢ administrés seuls (4/16) ou en association avec
une chimiothérapie conventionnelle (6/16) ou une chimiothérapie métronomique (6/16). Pour
12 chiens (75%), ils ont été administrés apres I’exérese chirurgicale de la tumeur primitive
(tableau 29).

Pour 14 chiens (88%), les données de suivi clinique ont permis d'avoir au moins 2
mois de recul aprés la mise en place d’un traitement inhibiteur de la COX-2. Pour 5 de ces
chiens (31%), le suivi clinique a été obtenu pendant au moins 6 mois.

Cas (n°) Type tumoral Chirurgie AINS Association
1 Liposarcome oui firocoxib 8 mg/kg/j 31 «:yclc.tphc.).f»ph.'amidn:l + d:)x_vcyc]im:2
2 Carcinome nasal non firocoxib 5 mg'kg/) 62 )
3 Adélfocarcilome -y gl:andes‘ out ﬁ rocox.ib g mgv'kg.iji g j, cyclophosphsmidc' + doxvcytlinc:
apocrines du sac anal métastasé¢ firocoxib 3 mg'kg/j 72 .

firocoxib 8 mg'kg/) 224 ) . 4
4 Carcinome nasal non - - - - doxorubicine” + carboplatine
firocoxib 4 mg/kg/y 132

5 Ostéosarcome out firocoxib 5 mg'kg/) 142 doxorubicine’

Carcinome mammaire . - . . .
ou roc me'kelj 2
: avec métastase nodale ! firocoxib 5 mg/kglj 27 )

7 Adénocarcinome nasal non firocoxib 5 mg/'kg/) 80 ) doxorubicine’
8 Ostéosarcome out firocoxib 2 mgkg/) 27 ) cyclophosphamidcl
9 Carcinome mammaire oui firocoxib 5 mg'kg/) 197 doxorubicine” + carboplatinc"

. firocoxib 4 mg/'kg/) 294 ce
10 Ostéosarcome oui - - - - cyclophosphamide
firocoxib 6 mg'kg/y 265 j

11 Adénocarcinome mammaire métastasé out firocoxib 5 mg'kg/j 21
12 Carcinome parathyroidien oui
13 Hémangiosarcome splénique oui méloxicam 0,1 mg'kg/y 50) cyo:loplmsphamidc:l

14 Comédocar.clnome SR——(— oui firocoxib 4 mg/kg/) 73 carboplatincS
avec métastase nodale

15 Hémangiosarcome hépatique out firocoxib 5 mg'kg/) 53 ) cyclop}mspharnidcl

Carcinome thyroidien

16 avec images d'effraction vasculaire out
Carcinome épidermoide cutané . . . P .
17 d'évolution multicentrique out firocoxib 4 mg/kg)j 93
18 Carcinome transitionnel vésical non firocoxib 5 mg/'kg/j 63 ) carlmplatim:s
19 Carcinome corticosurrénalien oui

"0 mg/m’j ; 10 mg'kg/i 10 mg/m® ; 1250 mgv‘m“ %300 mg/m”

Tableau 29 : Traitement inhibiteur de la COX-2

Pour 14 chiens (88%), la tolérance digestive de I’inhibiteur de la COX-2 a été jugée
trés bonne (tableau 30). Un épisode de troubles digestifs, ayant répondu favorablement a un
traitement symptomatique, a été¢ rapporté dans le cas n°9 et 10. Pour les 12 chiens restants,
aucun trouble digestif n’a été rapporté par les propriétaires au cours du traitement.
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Pour 2 chiens (13%), la tolérance digestive a ¢été jugée bonme. L’apparition de
troubles digestifs a en effet nécessité une diminution de la posologie de 50% (cas n°3 et 4).
Aucun trouble digestif n’a été rapporté au cours du traitement apres cette diminution.

Pour 13 chiens (81%), un suivi de la fonction rénale a également été réalisé. Pour 11
de ces chiens (85%), la tolérance rénale a ét¢ jugée trés bonne (tableau 30). Concernant ces
11 chiens, les valeurs de la créatinine plasmatique mesurées au cours du traitement ont
toujours ¢été conformes a D’intervalle de référence de I’espéce canine. La plus forte
augmentation de la créatinine plasmatique n’a pas excédé 30% de la valeur initiale.

Dans le cas n°8, le traitement a été stoppé suite a une hausse légere (15%) de la
créatinine plasmatique car 1’animal souffrait déja d’une insuffisance rénale chronique au
moment de la mise en place du traitement. Dans le cas n°18, I’augmentation de la créatinine
plasmatique est a mettre en relation avec la progression du carcinome vésical a cellules
transitionnelles dans la région du trigone qui a aboutit a une hydronéphrose sévere bilatérale.
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Créatininémie [44-133 pmoLL")

o
Cas (n°) Type tumoral Chirurgie AINS Association  Tolérance digestive AT e T I P e
1 Liposarcome oui firocoxib 8 mg/kg/j 31 ) CM trés bonne 51,7vs 48,2
2 Carcinome nasal non firocoxib 5 mg/kg/j 62 ) trés bonne 72,1 vs 67
firocoxib 6 mg/kg/j 6 j
3 Adénocarcinome des glandes oui _ g/ 8{'] L M bonne §7.2 vs 87.1-87
apocrines du sac anal métastasé firocoxib 3 mg/kg/j 72 j (troubles digestifs)
firocoxib 8 m, ) 224
4 Carcinome nasal nen - gk 3 =) cc pomne 76.9 vs 77,4-45,7-64,8
firocoxib 4 mg/kg/j 132 (troubles digestifs)
5 Ostéosarcome oui firocoxib 5 mg/'kg)) 142 cC trés bonne 713 vs 83,1-75,1
Carcinome mammaire . " . . "
6 avee mét nodale oui firocoxib 5 mg/kg/j 27 ) trés bonne 758 vs ND
Adénocarcinome nasal non firocoxib 5 mg/kg/j 80 ) cC trés bonne ND vs 61,6-61,2-60,9-57.8
Ostéosarcome oui firocoxib 2 mg/kg/j 27 ) CM trés bonne 2755 vs 316.8
. . . . trés bonne
9 Carcinome mammaire oui firocoxib 5 mg/kg)) 197 cC (troubles digestifs x1) 85,4 vs 83 .9-98.3-91-97,7-108 4-92,6-94-91,9
10 Ostéosarcome oui Sco soygh B M e 61 vs 67-67,5-73,8-73,7-77.9-64.,6
firocoxib 6 mg/kglj 265 j (troubles digestifs x 1)
11 Adénocarcinome mammaire métastasé oui firocoxib 5 mg/kg/j 21) trés bonne 56,3 vs ND
12 Carcinome parathyroidien oui
13 Hémangiosarcome splénique oui méloxicam 0.1 mg/kg/j 50 cM trés bonne 70.2 vs 75,5-77,4
Comédocarcinome mammaire . . . . .
14 T R oui firocoxib 4 mg'kg/j 73 cC trés bonne 1145 vs 105,7-108,7-108,1
15 Hémangiosarcome hépatique oui firocoxib 5 mg/kg/j 53 CM trés bonne 78,3 vs 1029
16 Carcinome thyroidien -
avec images d'effraction vasculaire
Carcinome épidermoide cutané , . A z )
17 d'évolution multicentrique oui firocoxib 4 mg/kg/j 93 trés bonne 53.6vsS18
18 Carcinome transitionnel vésical non firocoxib 5 mg/kg/j 63 ) cC trés bonne 79,1 vs 364.6
19 Carcinome corticosurrénalien oui

CC : chimiothérapie conventionnelle ; CM : chimiothérapie métronomigue ; ND : non disponible

Tableau 30 : Tolérance du traitement inhibiteur de la COX-2
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2. Evolution clinique et traitement inhibiteur de la COX-2

Un inhibiteur de la COX-2 a été administré a 16 chiens (84%). Lorsque la 1ésion
tumorale était accessible cliniquement (12/19), chaque cas a été répertorié dans une catégorie
faisant référence a I'évolution clinique suivant la mise en place de 1’inhibiteur (tableau 31).
Lorsque la lésion tumorale n’était pas accessible cliniquement (4/19), chaque cas a été
répertori¢ dans une catégorie selon d’autres criteres cliniques et paracliniques (tableau 31).

Concernant les 3 chiens pour lesquels un inhibiteur de la COX-2 n’a pas été
administré, chaque cas a ¢été répertori¢é dans une catégorie faisant référence a 1'évolution
clinique post-chirurgicale (tableau 31).

Dans les carcinomes mammaires et nasaux et les ostéosarcomes, des résultats
encourageants ont ¢été obtenus lorsqu’un inhibiteur de la COX-2 était administré dans les 2
mois suivant la chirurgie ou le diagnostic (tableau 31). Compte tenu des effectifs restreints
par type tumoral, cette é¢tude préliminaire n’a pas permis de conclure sur ’efficacité clinique
des inhibiteurs de la COX-2 dans le traitement des tumeurs canines.
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Cas (n°) Type tumoral Chirurgie  AINS  Durée' (j) Délai’(j) Durée de vie' (j) Evolution clinique

1 Liposarcome oui firocoxib 3l 1149 34 Pal5jeta30)(mort)
2 Carcinome nasal non firocoxib 62 375 62 Sal5jPadsjetas0)(mort)
Adénocarcinome des glandes . . - ’ .
3 apecrines du sac anal métastasé oui firocoxib 78 297 155 S430)etaT0j (arrét du traitement)
4 Carcinome nasal non firocoxib 356 0 356 RP30jSaSmatmetaSmPa9meta 1l m(mort)
5 Ostéosarcome oui firocoxib 142 3l =170 RC&15j,430jetad5jPac0jetal20] (arrét du traitement)
Carcinome mammaire : . - .
6 avee mé e nodale oui firocoxib 27 30 =30 RC a 30 j (arrét du suivi)
7 Adénocarcinome nasal non firocoxib 80 7 80 S421jetd60 ) (mort cause autre)
8 Ostéosarcome oui firocoxib 27 326 258 RC & 30 j (arrét du traitement)
9 Carcinome mammaire oui firocoxib 197 32 =200 RCa4m,a5metaémarrét du traitement)
10 Ostéosarcome oui firocoxib 559 56 =550 RCAlmadm a6ém. al10m, 413 metd 18 m(suivi en cours)
11 Adénocarcinome mammaire métastasé oui firocoxib 21 0 31 S 420 ) (mort)
12 Carcinome parathyroidien oui =365 RC i 17 mois {suivi en cours)
13 Hémangiosarcome splénique oui méloxicam 50 12 85 RC 4 15 et d 45 j (mort)
Comédocarcinome mammaire - . . s
14 e Bl oui firocoxib 73 24 =70 P 4 70 j (arrét du suivi)
15 Hémangiosarcome hépatique oui firocoxib 53 87 53 P 430 et a 60 ) {mort)
Carcinome thyroidien - : ac
16 avec images d'effraction vasculaire oui > 365 RPa2IjPa3mSa7Pallmal2meta 16 m(suivien cours)
17 CArCiSie ipidarmisiis cutant oui firocoxib 93 3 > 500 RC 4 15 P & 12 m (arrét du traitement)
évolution multicentrique
18 Carcinome transitionnel vésical non firocoxib 63 12 63 P a2 m (mort)
19 Carcinome corticosurrénalien oui = 365 RC i 9 m (arrét du suivi)

RC : rémission compléte ; RP : rémassion partielle : S : stabilisation ; P : progressson ; ND : noa disponible ; § : jours : m : moss

"durée du trastement ; *délai entre la mise en place du traitement et la chirurgse (ou le diagnostic en I"absence de chirurgie)
“durée de vie partir de la mise en place du tratement (ou de la chirurgie en I'absence de trastement)

Tableau 31 : Evolution clinique et traitement inhibiteur de la COX-2
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3. Potentiel métastatique et récidive locale

Un bilan d’extension métastatique au moment du diagnostic a été réalisé pour 16
chiens (84%) (tableau 32). Afin d’évaluer le développement de métastases au cours du suivi,
au moins un bilan d’extension apres le diagnostic a pu étre réalisé pour 14 chiens (75%).

Lorsque I’exérese chirurgicale de la tumeur primitive a été réalisée (15/19), la
survenue d’une récidive locale a été évaluée pour 10 chiens (67%) (tableau 32). Dans les
ostéosarcomes et I’hémangiosarcome splénique, la récidive locale a été jugée non évaluable.

Présencede Développement

o
Cas (n°) Type tumoral métastases'  de métastases® Récidive locale
1 Liposarcome non non a 24 mois oui
2 Carcinome nasal moyennement différencié ND ND

Meétastase nodale d'un adénocarcinome . . ]
3 oul oul oul
des glandes apocrines du sac anal

£

Carcinome nasal peu différencié non non a 6 mois

wn

Ostéosarcome chondroblastique non oui

Carcinome mammaire d'évolution . . . .
6 . . non non a 1 mois non a 1 mois
anaplasique avec métastase nodale

7 Adénocarcinome nasal bien différencié non ND

8 Ostéosarcome ostéoblastique productif non non a 9 mois

9 Carcinome mammaire basaloide infiltrant non non a 6 mois non a 6 mois
10 Ostéosarcome non non a 18 mois

Meétastase nodale d'un adénocarcinome .
11 et L non oul ND
mammaire peu différencié

12 Carcinome parathyroidien non non a 17 mois non a 17 mois

13 Hémangiosarcome splénique non ND

14 Comédocnrsinome mammaire avec ND ND oui
métastase nodale

15 Hémangiosarcome hépatique non oui non a 1 mois
16 Carcinome thyroidien oui oui non a 16 mois
Carcinome épidermoide cutané . .
17 R . . . non oul non a 18 mois
d'évolution multicentrique
I8 Carcinome transitionnel vésical ND ND
19 Carcinome corticosurrénalien non non a 9 mois non a 9 mois

'au moment du diagnostic ; *au cours du suivi ; ND : non disponible

Tableau 32 : Potentiel métastatique et recidive locale

4. Durée de vie

\

7 chiens (41%) sont morts spontanément ou ont été euthanasiés a cause de leur
processus tumoral. 2 chiens (12%) sont morts d’autres causes parfaitement identifiées et ne
présentaient aucune évidence de récidive locale ou d’extension métastatique. 5 chiens (29%)
¢taient encore en vie a la fin de 1’étude, soit plus de 12 mois apres la chirurgie (tableau 33).
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Cas (n") Type tumoral Chirurgie Traitement médical Durée de vie (j) Cause de la mort

1 Liposarcome oui CM + AINS 1183 processus tumoral
2 Carcinome nasal non AINS 437 processus tumoral
3 &L";::?::ﬁﬁ::e aui CC +CM + AINS 452 processus tumoral
4 Carcinome nasal non CC + AINS 156 processus tumoral
Ostéosarcome oui CC + AINS =200 ND
6 ‘;‘:‘::;:'“:‘:'m':’:‘: oui AINS > 60 ND
7 Adénocarcinome nasal non CC + AINS 87 SDTE
Ostéosarcome oui CC + CM + AINS 584 méningiome

9 Carcinome mammaire oui CC + AINS > 230 ND

10 Ostéosarcome oui CM + AINS =600

11 Adénocarcinome mammaire métastasé oui AINS 31 processus tumoral
12 Carcinome parathyroidien oui > 365

13 Hémangiosarcome splénique oui CM + AINS 97 ND

14 ComnfSacarcinemus Mutmataaive avec oui CC + AINS > 90 ND

métastase nodale
15 Hémangiosarcome hépatique oui CC +CM + AINS 140 processus tumoral
L avec i:l-:g’:::'::r:::i::‘?:a:uluim = oc e
17 Carcinome épidermoide cutané oui AINS > 580
d'évolution multicentrique

18 Carcinome transitionnel vésical non CC + AINS 75 processus tumoral
19 Carcinome corticosurrénalien oui > 365

en vie i Ia fin de I"éude

CC : chimiothérapse comventioanelle : CM : chimiothdrupic méeronomaque : AINS : anti-inflammatoére non stéroidien ; j @ jours
ND : non disponible ; SDTE : syndrome diktation-torsion de 'estomac

Tableau 33 : Durée de vie

III. DISCUSSION

A. Limites et reproductibilité de la méthode

1. Echantillonnage

Bien qu’il s’agisse d’une étude préliminaire, le nombre de cas retenus peut paraitre
limité par rapport aux études qui ont été présentées dans la premiere partie. La faiblesse
relative de notre échantillon révele les difficultés auxquelles nous avons été confrontés :

- la nécessité de disposer d’un prélévement tissulaire tumoral exploitable d’un point de vue
technique et dont le diagnostic histologique n’¢était pas ambigu

- la volonté de disposer de cas ayant fait ’objet d’un traitement inhibiteur de la COX-2 et
dont le suivi clinique était disponible de maniére rétrospective

- la volonté de disposer pour chaque animal d’un suivi clinique d’au moins six mois suivant
I’exérese chirurgicale de la tumeur primitive ou la mise en place d’un traitement médical

72



2. Détection immunohistochimique de la COX-2

La mise en évidence immunohistochimique de la COX-2 sur des coupes tissulaires de
prélevements tumoraux apparait comme une méthode de réalisation technique relativement
simple qui peut étre utilisée en pratique courante de laboratoire de diagnostic. Elle est en
effet réalisable sur des prélevements fixés selon les protocoles standard et destinés a la
réalisation de coupes histologiques en vue d’examen histopathologique. Cette mise en
évidence de la COX-2 s’effectue par ailleurs dans un contexte tissulaire ou les caractéristiques
morphologiques du tissu et des cellules tumorales sont préservées.

La mise en ceuvre d’une réaction immunohistochimique doit toutefois suivre un
protocole dont les parametres doivent &tre impérativement standardisés afin d’en assurer la
qualité et la reproductibilité. Plusieurs facteurs sont en effet susceptibles d’intervenir dans la
réactivité immunohistochimique : les méthodes de fixation et d’inclusion des prélévements
(nature du fixateur, durée de fixation...), les méthodes de traitement préalables a la réaction
immunohistochimique (traitement thermique, digestion protéolytique...) et les différentes
étapes de la réaction immunohistochimique (nature et dilution de 1’anticorps primaire,
technique d’amplification et de révélation...). La technique d’immunodétection que nous
avons mise au point, a nécessité plusieurs essais méthodologiques préalables avant de
conduire a des résultats satisfaisants. Le protocole que nous proposons nous a donné toutes les
garanties de qualité et de reproductibilité souhaitables. Il est présenté en annexe 2.

En médecine vétérinaire, les techniques de décalcification des prélevements font
appel a des produits a base d’acide formique ou d’acide acétique. Nous avons constaté
I’absence totale d’immunoréactivité anti-COX-2 dans les préleévements ayant été soumis a un
processus de décalcification (cas n°5, 8 et 10). Un tel phénomene n’a rien d’inattendu dans la
mesure ou I’on a déja montré un effet délétere et irréversible des acides faibles sur les
épitopes antigéniques''*. L’absence d’immunoréactivité dans 5 prélévements n’ayant pas été
soumis a un processus de décalcification n’a pu étre interprétée (cas n°l, 4, 12, 13 et 16).
L’absence totale de marquage ne nous permet en effet pas de distinguer une absence
d’expression tumorale de la COX-2 d’un défaut li€ a la technique immunohistochimique. S’il
s’agissait de la technique, la méthode de fixation du préleévement ou la technique de
démasquage antigénique pourraient étre impliquées.

La mise en évidence d’un marquage immunohistochimique anti-COX-2 au sein de
cellules non tumorales et 1’absence de bruit de fond nous ont permis de conclure sur la
spécificité du marquage obtenu. Une détection de la COX-2 par Western blot aurait pu étre
envisagée afin de confirmer 1’absence d’expression tumorale de la COX-2 mise en évidence
dans 4 prélevements (cas n°1,2 et 14).

3. Evaluation du marquage immunohistochimique anti-COX-2

Comme cela a été évoqué dans la revue bibliographique, I’évaluation du marquage
immunohistochimique obtenu est treés variable d’une étude a I’autre.

Dans cette étude préliminaire, nous avons fait le choix d’une méthode reposant sur un
score immunohistochimique obtenu en combinant 1’évaluation de la proportion de cellules
tumorales marquées et I’évaluation de I’intensité du marquage. Cette méthode a été adoptée
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car son échelle de notation permettait de décrire et d’évaluer sans ambiguité la proportion de
cellules tumorales marquées. Comparativement aux études ayant utilisé cette méthode, les
résultats obtenus étaient similaires a inférieurs, qu’il s’agisse de la proportion de cellules
tumorales marquées ou de I’intensité du marquage'?’'**1°*15%153  Ces études ont cependant
concerné le plus souvent des types tumoraux qui n’ont pas été étudiés ici.

B. Traitement inhibiteur de la COX-2 et tolérance

Dans cette étude préliminaire, la tolérance du traitement inhibiteur de la COX-2 a été
jugée trés bonne dans la majorité des cas (85%), en monothérapie ou en association avec une
chimiothérapie conventionnelle ou métronomique.

Ces résultats sont similaires a ceux obtenus dans une étude clinique sur 60 chiens
atteints de tumeurs épithéliales et mésenchymateuses'®. Cette étude a en effet montré la
bonne tolérance au long terme du firocoxib, utilisé seul ou en association avec des agents de
chimiothérapie conventionnelle. Des résultats équivalents ont également ¢té obtenus dans une

étude préliminaire sur 7 chiens atteints de tumeurs'"’.

C. Expression tumorale de la COX-2 et caracteéristiques histologiques

1. Expression tumorale de la COX-2 et type tumoral

Dans cette étude préliminaire, les types tumoraux qui ont montré une
immunoréactivité anti-COX-2 sont identiques a ceux mis en évidence par les études sur
I’expression de la COX-2 dans les tumeurs canines (tableau 34). On note en effet une
immunoréactivit€ forte (score = 6) dans un carcinome mammaire et un carcinome
épidermoide cutané qui sont deux types tumoraux pour lesquels une surexpression de la
COX-2 a été rapportée a plusieurs reprises.

Une expression de la COX-2 a également été mise en évidence dans un carcinome
corticosurrénalien et un hémangiosarcome (tableau 34). Aucune étude publiée n’a pour le
moment mis en évidence 1’expression de la COX-2 dans les hémangiosarcomes tandis que les
carcinomes corticosurrénaliens n’ont pas encore fait I’objet d’études publiées.

Type tumoral Marquage anti-COX-2  Score THC
Carcinomes mammaires 14 |1-2-6
Twwmeurs nasales fpithéliales 2 3
Carcimome épidermolde curané i &
Carcinome thyroldien o parathyroidien o2
Carcimome covticosmrrénalien in 2
Carcimome ransinonnel vésical i '
\dénocvarcimome des glandes apovnnes du soc anal i’ |
Ostdosarcomes o3
Heémangiosarcomes n ?
Liposarcome wi 0

shacnce de réactivied st COX-2

B - immunobatochimegue

Tableau 34 : Marquage immunohistochimique anti-COX-2 et type tumoral
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2. Expression tumorale de la COX-2 et type histologique

Dans les carcinomes mammaires canins, plusieurs études ont montré que certains
types histologiques exprimaient la COX-2 a des niveaux supérieurs parmi lesquels les
carcinomes tubulo-papillaires, anaplasiques, inflammatoires, ¢épidermoides et les
carcinosarcomes”®%*12%13!,

Dans cette ¢tude préliminaire, une expression faible a modérée de la COX-2 a été
mise en évidence dans des carcinomes mammaires tubulo-papillaire, basaloide et tubulo-
trabéculaire (tableau 35). Aucune immunoréactivité¢ tumorale anti-COX-2 n’a cependant été
mise en évidence dans un comédocarcinome mammaire (cas n°14).

Cas (n°) Type tumoral Score IHC
6 Carcinome mammaire tubulo-papillaire complexe d'évolution anaplasique 3
9 Carcinome mammaire basaloide infiltrant 6
11 Métastase nodale d'un adénocarcinome mammaire tubulo-trabéculaire peu différencié 2
14 Comédocarcinome mammaire 0

IHC : immunohistochimique

Tableau 35 : Expression tumorale de la COX-2 et carcinomes mammaires

Le type histologique est rapporté comme étant un facteur pronostique dans les

tumeurs nasales canines™'

. Une étude a en effet montré que les carcinomes épidermoides,
anaplasiques et indifférenciés étaient associ€és a une durée de vie plus courte que les
sarcomes’. Adams et al. ont également montré que les chiens atteints de carcinomes
épidermoides ou indifférenciés avaient une durée de vie significativement plus courte que
ceux atteints d’adénocarcinomes ou de sarcomes nasaux (6 mois vs 12 et 11,2 mois)’. Enfin,
Théon et al."® ont montré que les carcinomes nasaux étaient associés 4 un pronostic moins
bon que les sarcomes nasaux.

Dans cette étude préliminaire, une expression tumorale de la COX-2 a été mise en
évidence dans un carcinome nasal (tableau 36). Il serait intéressant d’étudier 1’expression de
la COX-2 dans des sarcomes nasaux afin de déterminer s’il existe également une corrélation

entre le type histologique et I’expression de la COX-2 dans les tumeurs nasales canines.

Cas (n°) Type tumoral Score IHC
2 Carcinome nasal moyennement différencié 0
4 Carcinome nasal peu différencié
7 Adénocarcinome nasal bien différencié 3

absence de réactivité anti-COX-2

IHC : immunohistochimique

Tableau 36 : Expression tumorale de la COX-2 et carcinomes nasaux

D. Valeur pronostique et prédictive de [’expression tumorale de la COX-2

Dans cette étude, méme si cela n’était pas 1’objectif premier, nous avons tenté
d’¢étudier la valeur prédictive de 1’expression tumorale de la COX-2 en évaluant sa relation
avec 1’évolution clinique suivant la mise en place d’un traitement inhibiteur de la COX-2.
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Nous avons aussi tent¢ d’étudier sa valeur pronostique en évaluant sa relation avec
deux données anatomo-cliniques : le potentiel métastatique et la survenue de récidive locale.

1. Expression tumorale de la COX-2 et évolution clinique

Compte tenu des effectifs restreints par type tumoral, cette étude préliminaire n’a pas
permis de conclure sur I’efficacité clinique des inhibiteurs de la COX-2. La relation entre
I’expression tumorale de la COX-2 et I’évolution clinique suivant la mise en place d’un
traitement inhibiteur de la COX-2 n’a donc pu étre évaluée (tableau 37). Cependant, ces
résultats préliminaires nous amenent a penser qu’il est nécessaire de cibler les types tumoraux
qui feront I’objet d’études prospectives sur la valeur prédictive de 1’expression de la COX-2.

Les carcinomes mammaires, nasaux, vésicaux et les carcinomes épidermoides sont
les types tumoraux qui expriment le plus la COX-2 (score IHC > 3) et ceux qui ont déja fait
I’objet d’¢études cliniques sur 1’effet antitumoral des inhibiteurs de la COX-2. Il nous semble
donc intéressant d’étudier la valeur prédictive de I’expression de la COX-2 dans ces types
tumoraux.

A T’heure actuelle, une étude publiée s’est intéressée a la valeur prédictive de
I’expression tumorale de la COX-2 dans les carcinomes vésicaux a cellules transitionnelles'*".
Dans cette ¢étude, I’expression de la COX-2 n’a pas permis d’évaluer la réponse tumorale a un
traitement inhibiteur de la COX-2. D’autres ¢études cliniques restent nécessaires avant de

conclure sur la valeur prédictive de I’expression tumorale de la COX-2.
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Cas (n%) Type tumoral Score IHC Chirurgle AINS Evolution clinique Délal' (j) Durée de vie® (j)

1 Liposarcome 0 oui firocoxib P4 15jetd30)(morn) 1149 34
2 Carcinome nasal moyennement différencié 0 non firocoxib S415 P a45)etd60j (mort) 375 62
Métastase nodale d'un adénocarcinome

3 des glandes a es du sac anal :

oui firocoxib S 430 etd 70 j (arrét du traitement) 207 155

6 Carcinome mammaire d'évolution 3
anaplasique avec métastase nodale

7 Adénocarcinome nasal bien différencié 3 non i S 421 jetd 60 ) (mort cause autre) 7 80

oui firocoxib RC & 30 j (arrét du suivi) 30 =30

9 Carcinome mammaire basaloide infiltrant 6 oul firocoxib RCa4m. d35metd6mamét du traitement) 32 =200

Métastase nodale d'un adénocarcinome R . .
- mammaire peu différencié 2 e firocoxib $420 j (mort) 0 31

Comédocarcinome mammaire avec

14 ; lal 0 oul firocoxib P 470 (arrét du suivi) 24 =70

15 Hémangiosarcome hépatique 2 oui firocoxib P 430 etd 60 ) (mort) 87 53
Carcinome épidermoide cutané . . . .

17 d'évolution multicentrique 6 oui firocoxib RCa 15§ P a 12 m{amét du traitement) 33 =500

18 Carcinome transitionnel vésical 3 non firocoxib P a2 m(mort) 12 63

19 Carcinome corticosurrénalien 2 oui RC 3 9 m (arrét du suivi) > 365

absence de réactivité anti-COX-2

absence de réactivité tumorale anti-COX.2

IHC : immunohistochimique ; ND : non disponsble : RC : rémission compléte ; RP : rémission particlle : S : stabilisation : P : progression ; ND : non disponible ; j : jours ; m = mois

'délai entre la mise en place du traitement et la chirurgie (ou le diagnostic en I'absence de chirurgie) ; *durée de vie i partir de la mise en place du traitement {ou de la chirurgie en I'absence de traitement)

Tableau 37 : Expression tumorale de la COX-2 et évolution clinique




2. Expression tumorale de la COX-2 et potentiel métastatique

Dans I’espece canine, le degré d’extension tumorale, aussi appelé stade tumoral, est
considéré comme un facteur pronostique dans de nombreux types tumoraux incluant
notamment les tumeurs mammaires, les tumeurs nasales, les carcinomes vésicaux a cellules
transitionnelles et les adénocarcinomes des glandes apocrines du sac anal®"'.

Dans cette étude préliminaire, la présence et le développement de métastases ne sont
pas corrélés a I’expression tumorale de la COX-2 (test de Fischer exact, p > 0,05) (tableau
38). Concernant les tumeurs exprimant la COX-2 (score IHC > 0), on notera cependant que 4
cas sur 7 ont développé des métastases au cours du suivi. Dans les tumeurs mammaires, deux
études ont par ailleurs montré que I’expression de la COX-2 était corrélée au développement

151,153

de métastases au cours du suivi et a une durée de vie plus courte . L’ensemble des

résultats est présenté dans le tableau 39.

Présence de métastases' Développement de métastases>
oui non oui non
Score IHC = 0 0 1 0 1
Score IHC > 0 1 7 4 2
Totaux 1 8 4 3

'au moment du diagnostic ; “au cours du suivi

Tableau 38 : Expression tumorale de la COX-2 et potentiel métastatique (1)

Présence de  Développement

o M
Cas (@) Type tumoral Scere IHC métastases’ de métastases”
Liposarcome 0 non non i 24 mois

) Carcinome nasal moyennement différencié 0 ND ND

3 Métastase nodale d'un adénocarcinome 1 oui oui
des glandes apocrines du sac anal

Carcinome mammaire d'évolution ;
6 ) R 3 non non a | mois
anaplasique avec métastase nodale

7 Adénocarcinome nasal bien différencié 3 non ND
9 Carcinome mammaire basaloide infiltrant 6 non non 4 6 mois
M¢tastase nodale d'un adénocarcinome .
11 e R 2 non oui
mammaire peu différencié
Comdédocarcinome mammaire avec
14 métastase nodale E NI NI
15 Hémangiosarcome hépatique 2 non oui
Carcinome épidermolide cutané .
17 X . . . 6 non oui
d'¢volution multicentrique
IR Carcinome transitionnel vésical 3 ND ND
19 Carcinome corticosurrénalien 2 non non 4 9 mois

absence de réactivité anti-COX.2
absence de réactivité tumorale anti-COX.2

'au moment du diagnostic ; “au cours du suivi ; IHC : immunohistochimique ; ND - noa dispanible

Tableau 39 : Expression tumorale de la COX-2 et potentiel métastatique (2)
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3. Expression tumorale de la COX-2 et récidive locale

Dans cette étude préliminaire, la survenue de récidive locale n’est pas corrélée a
I’expression tumorale de la COX-2 (test de Fischer exact, p > 0,05) (tableau 40). L’ensemble
des résultats est présenté dans le tableau 41.

Récidive locale

présence absence
Score IHC =0 1 0
Score IHC > 0 2 3
Totaux 3 3

Tableau 40 : Expression tumorale de la COX-2 et récidive locale (1)

Cas (n°) Type tumoral Score IHC Récidive locale
1 Liposarcome 0 oui
2 Carcinome nasal moyennement différencié

3 Métastase nodale d'un adénocarcinome 1 oui
des glandes apocrines du sac anal

Carcinome mammaire d'évolution .
6 - R 3 non & | mois
anaplasique avec métastase nodale

7 Adénocarcinome nasal bien différencié
9 Carcinome mammaire basaloide infiltrant 6 non i 6 mois
Métastase nodale d'un adénocarcinome .

11 e . 2 ND
mammaire peu différencié

14 Comédocarcinome mammaire avec 0 —

métastase nodale
15 Hémanglosarcome hépatique 2 non & | mois
Carcinome épidermolde cutané

17 \ ; . . 6 non
d'é¢volution multicentrique

I8 Carcinome transitionnel vésical 3

19 Carcinome corticosurrénalien 2 non 4 9 mois

absence de réactivite anti-COX.2
absence de réactivité tumorale ants-COX.2

[HC : immunohistochimique : ND : non disponible

Tableau 41 : Expression tumorale de la COX-2 et récidive locale (2)

E. Perspectives

Bien qu’elle n’ait pas été envisagée dans cette étude préliminaire, la recherche de
criteres architecturaux ou cytologiques est une approche classique en cancérologie
vétérinaire lorsque 1’on souhaite indiquer le pronostic d’une tumeur.

Dans I’espece canine, le grade histologique est ainsi rapporté comme un facteur
pronostique dans plusieurs types tumoraux incluant les carcinomes mammaires, les sarcomes
des tissus mous et les mastocytomes cutanés™'. Dans les carcinomes mammaires, le systéme
de grading d’Elston et al.*’ est le plus couramment utilisé et repose sur 1’évaluation de trois
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critéres histologiques : la formation de tubules, le pléomorphisme nucléaire et la fréquence
des mitoses (tableau 42). En additionnant ces trois scores histologiques, on obtient le grade
histologique qui évalue le degré de différenciation tumorale (tableau 43). Six études ont

montré que cette méthode de grading avait une signification pronostique fiable?' *>40>380:13¢,

Formation de tubules Score Pléomorphisme nucléaire Score | Mitoses /10 CFG Score
> 75% du prélévement | Petits noyaux umformes‘ou réguliers 1 0-9 1
et nucléoles occasionnels
10 - 75% 5 Noyaux hyperchromatiques avec des variations 10-19 5

modérées en taille et en forme ; présence de nucléoles
Noyaux hyperchromatiques avec des variations

< 10% 3 marquées en taille et en forme ; présence d’un ou de 3 >20 3

plusieurs nucléoles proéminents

CFG : champs au fort grossissement

Tableau 42 : Criteres histologiques des carcinomes mammaires canins
(adapté de Withrow et al*"")

Grade histologique Score histologique
I (faible) bien différencié 3-5
II (modéré) moyennement différencié 6-7
III (fort) peu différencié 8-9

Tableau 43 : Grading histologique des carcinomes mammaires canins
(adapté de Withrow et al*"")

Il serait donc intéressant d’étudier la relation éventuelle entre 1’expression tumorale de
la COX-2 et le grade histologique dans les carcinomes mammaires canins. Cela permettrait
a la fois d’améliorer notre compréhension du réle de la COX-2 dans la carcinogenese
mammaire et d’étudier la valeur pronostique de I’immunodétection de la COX-2.

Bien que le grade histologique soit largement utilis€¢ depuis de nombreuses années, il
apparait, dans certaines conditions, insuffisant pour indiquer avec précision le pronostic et la
réponse tumorale a un traitement anticancéreux. C’est pourquoi, un grand nombre de
marqueurs moléculaires ont été étudiés dans I’espece canine.

Dans les tumeurs mammaires canines, trois études ont montré que 1’expression du
VEGF ¢tait corrélée a un potentiel métastatique supérieur et a une durée de vie plus
courte’'*!1%> Dans les ostéosarcomes, une étude a également montré que la valeur sérique
du VEGF avant la mise en place d’un traitement anticancéreux était corrélée a la durée de
rémission'®. Le réle de la COX-2 dans I’angiogenése tumorale est par ailleurs extrémement
liée a I’induction de facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF est plus efficace et le plus
largement distribué*'.

Il serait donc intéressant d’étudier les relations éventuelles entre 1’expression de la
COX-2 et du VEGF dans les tumeurs mammaires canines et les ostéosarcomes canins.
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CONCLUSION

Dans I’espece canine, 1’expression de la COX-2 a été¢ mise en évidence dans un grand
nombre de types tumoraux et notamment dans les tumeurs mammaires, les carcinomes
vésicaux a cellules transitionnelles, les tumeurs nasales épithéliales, les mastocytomes, les
ostéosarcomes et les tumeurs mélanocytaires.

A Theure actuelle, les études cliniques restent cependant limitées sur la valeur
pronostique ou prédictive de 1’expression tumorale de la COX-2. C’est dans ce contexte que
se positionne notre étude préliminaire. Il s’agit avant tout d’une démarche visant a mettre au
point une technique standardisée de détection immunohistochimique afin d’évaluer
I’expression de la COX-2 dans des tumeurs malignes solides. Cette étude a concerné dix types
tumoraux différents : sept types de tumeurs éEpithéliales et trois types de tumeurs
mésenchymateuses.

Une expression de la COX-2 a été mise en évidence dans un hémangiosarcome et un
carcinome corticosurrénalien. Aucune étude publiée n’a pour le moment mis en évidence
I’expression de la COX-2 dans les hémangiosarcomes tandis que les carcinomes
corticosurrénaliens n’ont pas encore fait 1’objet d’études publiées. Ces résultats préliminaires
suggerent une expression tumorale de la COX-2 dans un nombre plus important de types
tumoraux.

Concernant 'usage des inhibiteurs de la COX-2 dans le traitement des tumeurs
canines, cette étude préliminaire a permis de confirmer leur trés bonne tolérance dans la
majorit¢ des cas. Bien qu’elle ne soit pas parvenue a évaluer la valeur pronostique ou
prédictive de I’expression tumorale de la COX-2, cette étude a permis de cibler les types
tumoraux qui feront I’objet d’études prospectives. Les carcinomes mammaires, nasaux,
vésicaux et les carcinomes épidermoides semblent les types tumoraux a privilégier dans
I’é¢tude de I’expression tumorale de la COX-2.

Le grade histologique et I’expression du VEGF apparaissent comme les deux éléments
a cibler dans I’étude des carcinomes mammaires. Le premier ayant montré a plusieurs reprises
sa valeur pronostique, le second ayant un rdle clé dans 1’angiogenese tumorale, il semble
intéressant d’étudier leurs relations éventuelles avec 1I’expression tumorale de la COX-2.

L’immunodétection de la COX-2 pourrait ainsi apparaitre comme un outil
supplémentaire, disponible de maniere prospective et mis en ceuvre au moment du diagnostic
histopathologique afin d’évaluer I’évolution clinique et la réponse tumorale au traitement.

La perspective de ce travail est 1’évaluation de la pertinence de la technique
immunohistochimique mise au point dans une démarche prospective. La facilité de mise en
ceuvre de notre protocole semble favorable a sa diffusion et donc a une telle évaluation. Nous
souhaitons que notre travail puisse ainsi participer aux études cliniques qui seront amenées a
évaluer la valeur pronostique et prédictive de I’expression tumorale de la COX-2 dans
I’espece canine.
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ANNEXE 1 : L’EXPRESSION DE LA COX-2 DANS LES TUMEURS CANINES

Type tumecal IN) COX-2(%) Méthode Etude
0 10 IHC Quelroga ¢t al. 2007
27 100 IHC Queiroga et al. 20104
15 L IHC Badowska etal. 2000
Tuwveurs wavaires LY R IHC Qucwogs ot . 20106
as i IHC de Nardi et al. 2004
147 Q2 IHC Dood ¢t al. 2003
81 27 IHC Dias Percara ¢t al. 2000
Carciwmey momaaires 12 10 IHC o M. Souza et al. 2008
Mffamuntadres 25 100 IHC Millanta <t al. 2006
a 10 IHC Lavalle et al. 204
Carciowwey mammaires 13 hl IHC Mohamsed <1 al. 2004
0 “ 1HC Heller et al. 20042
3 100 IHC Rodrigues <l al. 2010
o S A R Ke IHC Smm.no etal. 200
48 A IHC,. WH LEphmcracr <1 al. 2007
9 Ss IHC Mohammead <1 al. 2004
Toowenrs dpiméliales  Addnocars (e s prestatigies 4 LA IHC. Wh Tremday et al. 194
21 100 IHC Khan <t al. 2000
Carcivowes & cellwles 13 10 IHC Knoteabelt ¢t al. 2006
travaitionne lles 13 100 IHC Mutiacrs <1 al. 2006
A2 o ) IHC Lee et al. 2007
- 9 100 IHC B ietal 2001
LETHI ey (o 100 e ru:::t etal. 2012
Carcwower ipudermvtdes svony . 26 L) IHC Mohamsad <1 al. 2004
Caroinomes dpidermatifes 0 |0 IHC. WB  Pestili de Admelda et al. 2001
42 o« IHC Belshuw <1 al. 2010
1% L IHC Boezacchiclo et al. 2004
Timears sassles Giélisles 5, 81 HC Klester et al. 2004
24 71 1HC Impellizen et al. 200G
Caroinsmwes ovariens 11 X2 1HC Boczacchiclo et al. 2007
Carcimomes réxavr 3 hT IHC Khan ¢t al. 2001
Adévsvarcivomes colovecamy 21 o IHC Knomeabelt et al. 2000
Tawenrx colorecinler 38 7 IHC, WH McEmtee <t al. 2002
a© A IHC Prada et al. 2012
Martocytomer 53 g ) IHC Vascolln ¢t al. 2013
Tawenrs 6 ceffules 17 o 1HC Heller et al 200%h
rowder Swvcowes ertrocvtatres p (] s IHC Heller ot od. 20050
12 0 IHC Rodrigues <1 al. 2001
Lyvephomes 10 o HC Mohammed et al. 2004
Mehinsmwes oraus €1 cwands a7 N IHC Martinez et al. 2001
Tunews wolavooywires a0 w 1HC Pires etal. 2010
Mélmovuex arsmy 15 " IHC Mohamesad ot al. 2004
Tunews welavecontaires de Havwde 57 37 IHC PI!“A <t al. 2009
27 v IHC Millanta et al. 2012
Twews Osrdaswrcowes 4 e IHC, WB Mullims et al. 2004
mdserchyonatnues 13 23 1HC Mohammed et al. 2004
Menivgiones 24 s IHC, Wi Rossmets! et al. 2000
Fivassrcones der oo swowvr 21 4 IHC Nowsk ¢t al. 2007
Fibvosarcomes ovaxe S 0 IHC Mohamsed <1 al. 2004
Héwanginsaronmes 19 0 IHC Heller et ol 20050
Gliwes 2 0 IHC Juskovskhy c1al. 2013

THC | snchistechinge . WB - Wesem Mo
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ANNEXE 2 : DETECTION IMMUNOHISTOCHIMIQUE DE LA COX-2 SUR DES COUPES TISSULAIRES DE
PRELEVEMENTS FIXES AU FORMOL ET INCLUS EN PARAFFINE A L’AIDE DE L’ANTICORPS M3617

1- Effectuer des coupes de 3 um et placer sur des lames Starfrost

2- Sécher a 1'é¢tuve a 37-40°C pendant une nuit

3- Déparaffiner dans du toluéne puis de ’acétone 3 X 5 min puis 2 x 5 min
4- Réhydrater a I'eau courante 1 x 5 min
5- Incuber au bain-marie (94-96°C) dans une solution de citrate a 10 mM (pH 6) 30 min
6- Incuber dans un bain « Peroxidase Blocking Solution » 5 min a T°A
7- Rincer au PBS

8- Incuber dans du sérum normal de chévre dilué au 1/10°™ dans du PBS 20 min a T°A
9- Incuber avec l'anticorps de souris anti-COX-2 dilué au 1/200°™ 50 min a T°A
10- Rincer au PBS

11- Incuber avec 'anticorps de chévre anti-Ig de souris biotinylé 25 min a T°A
12- Rincer au PBS

13- Incuber avec un complexe streptavidine-biotine-peroxydase 25 min a T°A
14- Rincer au PBS

15- Incuber avec le substrat chromogeéne (DAB) 10 min
16- Rincer au PBS

17- Contre colorer dans 'Hématoxyline de Harris 15 sec
18- Rincer a l'eau courante

19- Déshydrater et monter a I’aide d’un baume synthétique

REFERENCES :

- « Peroxidase Blocking Solution » : S2023, DAKO

- anticorps de souris anti-COX-2 : M3617, clone CX-294, DAKO

- anticorps de chévre anti-Ig de souris biotinylé : K0675, LSAB®2, DAKO
- complexe streptavidine-biotine-peroxydase : K0675, LSAB®2, DAKO

min : minutes ; sec : secondes ; T°A : température ambiante ; [g : immunoglobuline
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ANNEXE 3 : RESULTATS DE L’ANALYSE HISTOPATHOLOGIQUE

Cas(n') Référence Orgame Prédvement Analyse histopathologhque Diagnostic histopathelogique
néoformation sodulaire, b crotssance infilerante, mal délimitée et compasée .
e . . L s Sarcome i celbales fusifomes moyennement
P636 Exérese Tumeur  d'une prolifénstion cellulaire de densité iméguliére ; cellubes tumorales de Y ide ¢ "
! 0 pécimale (lésiom primitive) type mésenchymateuses s sein d'wm stroma my xoéde trés sbondant © aﬁémndé.lin'f:‘u:;{ eth nmmn. - e
atyples cytoaucléaires marquées et guelgues figures de mitase o S TS (N e C—
fération mésenchymateuse maligne, dermaque, mal délimisée. noa
. Exérése Tumeur peoli i . . - . Sarcame A seroma myxolde compatible en 1™
1 09P443 masse périamale b a® encapsulée of modérément cellulaire @ atypies cytonuckiaires assez manguées
(récidive n®1) et figures de migase faibles ; absence demboles visibles Atetion xvac By —
proliférution tumocale épichéliale maligne, dessdment cellulaire e . . :
2 10P30 mujueuse massle Biopsie envahissamt nettement [ mugueuse nasale - alypies cytonuckaires marguées Con m r:m em a;":;;:n . so! lide,
et rages figures de mitose : absence d'images d'embolisaticn oy
tissu néoformié de nature mésenchymateuse développé 3 la jonclion recto-
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ANNEXE 4 : RESULTATS DE LA DETECTION IMMUNOHISTOCHIMIQUE DE LA COX-2

Propertion de  Intensité du

Cus(n’) Réfévence  Priltvement  Décakcification Type tumoral 9‘.:':.:: m“ et marantcs  maranape  Score THC
1 oTPese m"m. '!"'."."'I non Liposarcome boase  zones d'wcération 0 0 0
Exérese Tumeur épiderme réactionnel et
1 T non Liposarcome bosme P i 0 0 0

2 10P30 Blopske non Carcinome nasal moyennesment différencié boase dplehélium de sustace 0

=
o

Métastase sodale dun adémocarcimome des -
3 10P300  Exénése Métastase non Sandes apecrines du sac anel boane multifocale 1 | 1

Carcimome mammaire d'évolutson

[ 11P84 Exérése Tumeur non lasique avec métastase sodale boase multfocake 1 3 3

7 11P87 Bii' non Adémocarcinome masal bien différency boane multifocalke 1 3 3

9 11P164 Exénese Tumeur non Carcinome mammaire basaloide infiltram boane focale 2 3 6
Métastase nodale d'un adénocarcineme en péniphéric des zomes

1 11P221  Exérése Métastuse non fre pew différencid boasc de nd 1 2 2
Comédocarcinome mamsmalre ave cellules Inflammutolres

" 11P353 Exérése Tumeur non gtast jal ot épithéls 0 0 i}

boase
boane

15 11P386 Exérese Tumeur non Hémangiosarcome hépatique multifocake 1 2

H

Carcimome épidermoide cutané d'évolutson

17 11P302 Exérése Tumeur non mehtioentrique boasce ditfuse 2 3 6
18 121063 Autopeie non Carcinome transitionmel vésical boame " ""“"‘“ _!'“ e 2 3 6
12P21 Exérése Tumeur non Carcimome corticesurrénalien boasc ditfuse 1 2 2

19
- absence de réactivitd antl-COX-2
absence de sémtivilé lumork wali-00X-2

IHC : immmmobisiockenigec
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