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Réle du récepteur opioide delta dans un modéle de douleur cancéreuse

Par
Valérie Otis
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I’obtention du diplome de maitre és sciences (M.Sc.) en Physiologie, Faculté de
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A ce jour, on estime que 60% des cancers, tous types confondus, formeront des
métastases qui vont se loger dans les os. Bien que des avancées majeures aient été
réalisées dans la détection et le traitement du cancer, dans le cas du cancer des os les
soins ne sont habituellement que palliatifs et la douleur toujours grandissante. Parmi les
douleurs cancéreuses, celle causée par le cancer des os est la plus commune mais
aussi la plus difficile 4 traiter. A ce jour, les antalgiques de la famille des alcaloides (i.e.
la morphine et ses dérivés) demeurent la meilleure thérapie pour combattre la douleur due
au cancer des os, et ce méme si leur utilisation prolongée entraine des épisodes de
tolérance analgésique. Cependant, dans le cas d’un cancer avancé la dose de
narcotiques requise pour lutter adéquatement contre la douleur intense est
généralement limitée par Dapparition d’effets indésirables qui, s’ils ne sont pas
contrdlés adéquatement, poussent plusieurs patients a abandonner leurs traitements. La
majorité des analgésiques opioidergiques utilisés en clinique ont pour cible le récepteur
opioide mu, MOPR. Ce récepteur est aussi responsable de la majorité des effets
indésirables associés a la prise de narcotiques. Plusieurs données importantes recueillies
au cours des derni€res années indiquent que 1’activation du récepteur opioide delta,
DOPR, ne semble pas entrainer les effets secondaires qu’on associe habituellement aux
narcotiques. Nous pensons ainsi que DOPR, pourrait étre une cible thérapeutique
intéressante pour réduire la douleur due au cancer, plus particuliérement celle due au
cancer des 0s. Ce projet a donc pour but de déterminer si les agonistes sélectifs du
récepteur DOPR peuvent représenter une avenue intéressante pour le traitement de
la douleur cancéreuse dans un modéle animal de douleur cancéreuse. La douleur
provoquée par le cancer des os a été induite chez le rat Sprague-Dawley par I’injection de
cellules cancéreuses originaires d’une tumeur mammaire de rat (MRMT-1) dans la cavité
médullaire du fémur. Quartorze jours aprés ’implantation des cellules cancéreuses dans
le fémur, I’administration intrathécale de 1’agoniste delta, deltorphine II, a renversé
significativement 1’allodynie. De plus, nous avons démontré que la deltorphine II
soulageait la douleur inflammatoire et cancéreuse de fagon comparable. Dans cette étude,
nous avons confirmé les effets analgésiques d'un agoniste sélectif des récepteurs opioides
delta, delorphine II, administré par la voie intrathécale. Les résultats de cette étude
montrent, pour la premiére fois, ’effet analgésique spinale de la deltorphine II dans un
modele de douleur osseuse chez le rat.

Mots clés : Récepteur opioide delta, cancer des os, allodynie, douleur, analgésie, cellules
MRMT-1, adjuvant complet de Freund.
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1 INTRODUCTION

1.1 LE CANCER DES OS
1.1.1  Epidémiologie

Au Canada, parmi les 177 800 nouveaux cas de cancer diagnostiqués en 2011, au
moins 54% sont attribuables au cancer du sein, de la prostate, du poumon, et au cancer
colorectal (Statistique Canada, 2011). La majorité des cancers primaires fréquents (sein,
prostate, thyroide, reins et poumons) ont une forte prédilection & générer des métastases
osseuses (Coleman, 2006). Bien que les tumeurs malignes primitives de l'os (par exemple
I’ostéosarcome et le sarcome d’Edwing), soient extrémement rares (ils ne représentent
que 0,19% de tous les cancers), I’os demeure le troisiéme site en importance de
I'implantation métastatique (aprés les poumons et le foie) (Tubiana-Hulin, 1991).
L'incidence des métastases osseuses lors des examens post-mortem est majeure (Galasko,
1986). Par exemple, trois études indépendantes d’autopsies en 1948, 1979 et 1992 ont
montré qu’entre 62-71% des patientes décédées du cancer du sein possédaient des
métastases osseuses (Walther, 1948; Cifuentes, 1979; Weiss, 1992). D'autres types de
cancer démontrent également une incidence élevée pour l’ir;vasion tumorale osseuse : soit
54-85% des patients atteints du cancer de la prostate; 28-60% de la thyroide; 33-40% des
reins; 32-40% du poumon (Tubiana-Hulin, 1991).

La douleur est une complication redoutée du cancer par la grande majorité des
patients atteints qui appréhendent le moment ou ils vont la ressentir. Les douleurs
associées au cancer peuvent étre présentes a tout moment au cours de la maladie, mais la
fréquence et l'intensité de la douleur du cancer ont tendance a augmenter conjointement
avec les stades du cancer. Une revue systématique de la douleur au cours des 40 derniéres
années suggerent que la prévalence de la douleur chez tous les patients atteints de cancer
reste élevée, soit 60%, et que cette prévalence varie selon le stade de la maladie du
patient. Chez les patients avec un cancer en stade avancé, 62%-86% éprouvent de la
douleur significative, décrite comme étant modérée a sévére chez environ 40% -50% et
comme trés sévére dans 25% -30% des cas (van den Beuken-van Everdingen et al.,

2007). La douleur due au cancer des os est le type de douleur le plus commun chez les



patients en stade avancé, et les deux tiers des patients atteints de douleurs osseuses
métastatiques souffrent de douleurs sévéres (Coleman, 2006; Mercadante et Fulfaro,
2007). Ainsi, tous les patients atteints de cancer ne souffrent pas de douleurs mais la
grande majorité I’expérimente au stade palliatif de la maladie. Malgré les nouvelles
approches de traitement au cours des 20-30 derniéres années, une proportion importante
de patients continue a vivre au quotidien avec une douleur modérée a sévére difficile a

contréler.

1.1.2 Pathophysiologie

Les métastases osseuses suivent un processus en plusieurs étapes pour arriver au
site d’ancrage. Les cellules des tumeurs primaires, du cancer du poumon ou du sein, se
multiplient et envahissent les tissus normaux adjacents. Lors de leur croissance, ces
cellules cancéreuses pénétrent les vaisseaux sanguins et lymphatiques pour se disperser
dans différents organes (Berretoni, 1986). La majorité des cellules métastatiques arrivent
a destination via une voie hématogéne. Le systéme veineux, par opposition au systéme
artériel, est particuliérement important dans le plexus paravertébraux Batson qui est le
systeme veineux pelvien. Le squelette axial et proximal des longs os sont deux sites avec
une forte propension a la participation métastatique en raison des communications entre
le plexus veineux et la grande vascularisation de la moelle rouge trouvée dans ces
endroits anatomiques (Galasko, 1986). Bien que les cellules tumorales peuvent progresser
vers tous les organes, elles adhérent préférentiellement a la surface endothéliale de la
moelle osseuse du fémur chez certains patients atteints du cancer du sein (Lee Y. T.,

1983).

Une fois dans la circulation sanguine, les cellules cancéreuses sont attirées par des
sites et tissus spécifiques selon ‘the seed and soil hypothesis’ postulé par Paget en 1889.
Cette hypothese stipule que la migration des cellules tumorales dans certains tissus de
I'organisme n’est pas due au hasard, mais que certaines cellules cancéreuses (en référence
« seed » ) ont une affinité spécifique pour certains organes (en référence « soil » ) qui lui
fourniront les facteurs particuliers pour croitre (Paget, 1989). Suivant cette théorie, les

cellules tumorales mammaires qui forment des métastases dans le squelette adhérent a la



surface endo-osseuse en raison de la présence de facteurs spécifiques d’attractions. L'os
constitue un endroit de prédilection pour les métastases mammaires puisqu’il dispose
d’un micro-environnement composé d’ostéoblastes, d’ostéoclastes, d'un vaste réseau
sanguin ainsi que la présence de facteurs de croissance locaux (NGF), de cytokines

inflammatoires et d’hormones favorisant I’invasion et la croissance tumorale.

Lors de I’établissement des cellules cancéreuses dans I’os, I’homéostasie de I’os
est perturbée par les métastases engendrant un déséquilibre du systeme de remodelage
osseux. Dans un état physiologique normal (Figure 1A), I’os est constitué de cellules
spécialisées comprenant les ostéoblastes, responsables de la synthése de la matrice
extracellulaire, les ostéocytes, responsables de la maintenance du métabolisme osseux, et
les ostéoclastes, responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire.
L'architecture normale de l'os est maintenue et renouvelée grice a l'activation des
ostéoclastes (résorption osseuse) et des ostéoblastes (formation de I’0s) (Szczesny, 2002).
L'activation des ostéoclastes et la libération de facteurs de croissance (secondaire & une
résorption osseuse) activent les ostéoblastes, qui sécrétent la matrice ostéoide. Au fil du
temps, il y a minéralisation pour former une nouvelle matrice osseuse. L’équilibre de ce
cercle vicieux est strictement maintenu avec de nombreuses boucles de rétroaction
positives et négatives (Troen, 2003). 1l est a noter que des influences systémiques telles
que les hormones (parathormone, calcitonine, les oestrogénes, les stéroides), les
vitamines (vitamine D), et I'immobilité, entre autres, ont également un impact sur la

résorption ou la formation d'os.



Dans un état physiologique osseux perturbé par la présence de métastases
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Figure 1. Processus de remodelage osseux. A-Dans
un état physiologique normal, un remodelage constant
de la structure osseuse dépend de [I'équilibre
dynamique entre la formation de I’os effectuée par les
ostéoblastes et la résorption osseuse (destruction de
’os) produit par les ostéoclastes. B-Dans un ¢tat
pathologique, les cellules cancéreuses vont sécréter des
facteurs de croissance et des cytokines favorisant ainsi
Pactivité ostéolytique de I’os, créant ainsi un
déséquilibre du remodelage osseux. Source: Schéma
réalisé par Valérie Otis. Images

http://www.ns.umich.edu/Releases/2005/Feb05/img/bo

ne.n( )£

osseuses, 1’homéostasie de
I’os est déséquilibrée
engendrant deux types
possibles de  lésions

ostéolytique ou
ostéoblastique. Ces Il€sions
résultent d'un déséquilibre

entre la formation et la
osseuse

Les

résorption

1B).

(Figure
l1ésions
ostéolytiques, caractéristiques
du cancer du sein, sont
causées par un exces de
l'activité des ostéoclastes par
rapport a Pactivité
ostéoblastique, conduisant a
une destruction accrue de 1’os
(Guise et al, 2006). Le
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tout en générant un microenvironnement extracellulaire acide par la libération de protons
contribuant a la génération de la douleur osseuse. Les deux types de pathologies,
ostéolytique (destruction osseuse) et ostéoblastique (formation osseuse), sont caractérisés
par la prolifération des ostéoclastes et une hypertrophie (Halvorson et al., 2006). Dans le
cancer du sein, les 1ésions ostéolytiques provoquées par les ostéoclastes sont trouvées
dans 80% des patients de stade IV de la maladie (Kozlow et Guise, 2005) et sont
caractérisées par une activité anormalement élevée des ostéoclastes (Kakonen et Mundy,
2003).

Au-dela de la douleur, les métastases osseuses peuvent entrainer plusieurs autres
problémes graves, notamment des fractures pathologiques, des complications
neurologiques (comme la compression des nerfs ou de la moelle épiniére), une
hypercalcémie, la thrombose veineuse profonde et une embolie pulmonaire. Une fracture
pathologique, secondaire & une fragilité osseuse accrue, survient chez 8-30% des patients
atteints de métastases osseuses (Mercadante, 1997). La fracture est commune dans les
lésions osseuses ostéolytiques et est donc plus probable chez les patients atteints de
carcinome mammaire. Les os le plus souvent fracturés sont le fémur (50%) et 'humérus
(15%), principalement dans la partie proximale de 1’0os (Nielsen et al., 1991). La
complication la plus grave est la compression de la moelle épiniére. Comme les
métastases osseuses affectent généralement les zones du squelette o1 la moelle rouge est
située, les tumeurs provoquent la suppression de la moelle osseuse causant des
symptomes et signes d'anémie, d’infections et d'hémorragie. De plus, 5-10% de tous les
patients atteints de cancer sont affectés par une hypercalcémie au cours de leur maladie
(Coleman, 1997). L'hypercalcémie est particuliérement fréquente dans le cancer du sein,

le myélome multiple et le carcinome du poumon.

Les métastases du squelette contribuent principalement a la morbidité et mortalité
dans le cancer métastatique. Tot ou tard les métastases vont s’accompagner de douleur
venant compromettre la survie et surtout la qualité de vie des patients (Coleman, 2006,
2008).



1.1.3 Douleur due au cancer des os

Une fois les cellules tumorales métastasées au squelette, les mécanismes de
douleurs osseuses se développent graduellement. La douleur initiale est habituellement
décrite comme sourde de caractére, constante dans la présentation, et augmentant
progressivement en intensité et fréquence avec 1’avancement de la maladie (Dy et al.,
2008). Puisque les thérapies contre le cancer ont augmenté en efﬁcacité, la durée de vie
des patients est significativement prolongée et, conséquemment, la persistance et la
gravité des douleurs osseuses souvent intensifiées. Aux stades avancés du cancer, 75-95%
des patients souffrent de douleurs cancéreuses sous plusieuré formes, y compris une
hypersensibilité locale (hyperalgésie ou allodynie) au toucher, & la chaleur ou au froid,
une douleur due & un mouvement et une douleur continue (van den Beuken-van
Everdingen et al., 2007). Dans la littérature, il est reconnu que la douleur osseuse est une
combinaison de la douleur continue (aussi nommée douleur de fond ou basale) et de la
douleur idiopathique (également appelée douleur intermittente), inclue la douleur
spontanée (non-volontaire) et la douleur incidente induite par le mouvement (volontaire)

(Figure 2) (Mercadante et Arcuri, 1998; Portenoy et Frager, 1999).

‘Figure 2. Schéma des différents types de douleurs induites par le cancer des
os. La douleur osseuse est composée de douleur continue également appelée
douleur de fond ou basale et de douleur idiopathique aussi nommée intermittente.
La douleur idiopathique est catégorisée en 2 types de douleurs distinctes soit la
douleur spontanée (non-volontaire) et la douleur incidente (volontaire, évoquée
par le mouvement). Source : Tirée et adaptée de (Middlemiss et al., 2001)



La douleur continue de longue durée est décrite comme une douleur initialement
constante qui augmente progressivement au fil du temps (Mercadante, 1997). Elle
apparait graduellement sur une période de plusieurs semaines ou mois, devenant
progressivement plus sévére en intensité. Elle se manifeste par une profonde sensation de
courbatures ou une sensation de brilures et peut étre accompagnée par des épisodes
d’inconfort. La douleur continue est la représentation la plus fréquente des douleurs
osseuses (Coleman, 1997). La douleur est habituellement bien localisée a un ou plusieurs
zones spécifiques de 1’os pouvant étre identifiées par le patient avec une certaine facilité.
D'autres termes sont utilisés dans la littérature médicale pour décrire le méme
phénomene, y compris « la douleur basale » et « la douleur de fond » (Ferrell et al.,
1999).

La douleur idiopathique est définie comme une exacerbation transitoire de la
douleur qui survient spontanément (« douleur spontanée »), ou en relation avec un
déclencheur prévisible ou imprévisible (« douleur incidente »), généralement en dépit du
traitement antalgique en cours. Plus la destruction de ’0os progresse, plus les épisodes
intermittents d’une douleur aigu¢ intense sont fréquents ; ils peuvent survenir
spontanément ou provoqués lors d’un mouvement comme la marche, le déplacement du
poids et la palpation de 1’os atteint (Portenoy et al., 1999). Un sondage mené par
’association internationale pour lI'étude de la douleur (IASP) a révélé que la douleur
intermittente était présente, selon les cliniciens, chez 65% des patients atteints de cancer
(Caraceni et Portenoy, 1999; Caraceni et al., 2004). Dans I'étude de Portenoy en 1999,
prés des deux tiers des patients ont pu identifier un facteur déclenchant pour leur douleur,
comme le déplacement d’un poids ou lors d’un mouvement. Cependant, prés de la moitié
des patients ont également déclaré que leur douleur était imprévisible a certains moments.
Les métastases osseuses sont la cause la plus fréquente de cette douleur incidente
prévisible et imprévisible. En effet, le mouvement 1ié a la douleur incidente volontaire est
une cause majeure de morbidité, d'autant que ce type de douleur peut étre trés difficile a

contrbler (Davies, 2005).



Au cours de la derniére décennie, la douleur liée au cancer des os a suscité
Pintérét des scientifiques pour I’étude des mécanismes sous-jacents afin de développer de
nouvelles thérapies pour mieux contrdler la douleur cancéreuse (Honore et al., 2000a;
Halvorson et al., 2005; Sevcik et al., 2006). Grice aux récents modeles animaux de
douleur cancéreuse, 1’étude de la douleur cancéreuse a permis de mieux comprendre les
mécanismes qui générent et maintiennent la douleur. Ces efforts ont permis d’émettre une
hypothese suggérant que la douleur cancéreuse est une douleur unique ayant une

composante & la fois neuropathique et inflammatoire (Schwei et al., 1999).

1.1.3.1 Mécanisme neuropathique.

Les neurones sensoriels afférents prifnaires sont la passerelle par laquelle
l'information sensorielle provenant des tissus périphériques est transmise a la moelle
épiniére et au cerveau ; ces neurones sensoriels innervent tous les organes du corps, sauf
le cerveau. Les corps cellulaires des fibres sensorielles qui innervent la téte et le corps
sont logés dans le ganglidn de la racine du nerf trijumeau et de la racine dorsale (DRG),

respectivement. Ils peuvent étre divisés en deux grandes catégories : 1) les fibres A

@ Glutamate 4>
© Substance P 1T
— {
inflammatony \:

Figure 3. Sensibilisation périphérique des fibres afférentes primaires. La
relache de composés pro-nociceptifs (prostaglandines, interleukines, cytokines)
par la tumeur et/ou les cellules inflammatoires combinée a I’instabilité et la
fragilité de 1’os générent une activation accrue des nocicepteurs périphériques.
Le signal douloureux produit se propage aux corps cellulaires des fibres
afférentes (DRG), se poursuit dans la corne dorsale de moelle épinére pour
ensuite &tre transmis aux centres supérieurs. Source : Tirée du Textbook of Pain,
Wall et Melzack, 5¢ Edition-www textbookofpain.com


http://www.textbookofpain.com

my¢élinisées de grand calibre et 2) les petites fibres C non-myélinisées et A légérement
myélinisées. Ces fibres C et A, non-myélinisées et légérement myélinisées, sont
impliquées dans la génération de la douleur chronique qui accompagne de nombreux
cancers (Mantyh et al., 2002). Suite & une lésion tissulaire induite par les cellules
tumorales ou associée a la tumeur, les nocicepteurs modifient leur patron de synthése des
neurotransmetteurs, des récepteurs, et de I'expression des facteurs de croissance ; méme
les seuils d’activation aux stimuli sont changgés. Il y a développement de la sensibilisation
périphérique (Figure 3) afin qu’une stimulation normalement non-douloureuse soit
maintenant pergue comme un stimulus douloureux, ce qui entraine un état de douleur
neuropathique chronique (Mantyh, 2006). Autant chez les animaux de laboratoire que les
humains, les neurones sensoriels afférents primaires innervent I’os minéralisé ainsi que
son périoste (tissu fibreux qui recouvre la surface externe de 1'os). De nombreux nerfs se
localisent dans le périoste et d’autres entrent dans 1’0s via les vaisseaux sanguins. Ce qui
est clair dans les études, c'est que tout os minéralisé et sa moelle osseuse sont innervés
par les neurones sensoriels et que cette innervation est moindre par rapport a l'innervation
sensitive du périoste (Bjurholm et al., 1988; Tabarowski et al., 1996). Il existe une
innervation dense en fibres sensitives de type CGRP+ et NF200 dans le périoste et le
fémur (Figure 4) (Mach et al., 2002). Mach et ses collégues ont examiné l'innervation du
fémur de souris normales par immunohistochimie, microscopie confocale, et
reconstruction d'image tridimensionnelle. Ils ont montré que le fémur est
remarquablement riche et hétérogéne en fibres sensorielles sympathiques tout au long du
périoste, de 1'os minéralisé, et de la moelle osseuse. Puisque les neurones sensoriels et
sympathiques sont présents dans la moelle osseuse, l'os minéralisé, et le périoste, le
systéme sensoriel est affecté¢ par les fractures, 1’ischémie, ou la présence de cellules
tumorales. Les fibres sensorielles de ces neurones présents dans ces compartiments jouent
un role dans la génération et la maintenance de la douleur du cancer des os. En examinant
les modifications dans la structure des nerfs innervant les os porteurs de tumeurs
ostéolytiques, les scientifiques ont observé la présence des fibres sensorielles au cceur et
au pourtour de la tumeur dans les régions profondes du stroma (Urch C., 2004; Martin C.
D. et al.,, 2007). De plus, ces fibres nerveuses sensorielles affichent une apparence

discontinue et fragmentée, ce qui suggére que les fibres sensorielles périphériques ont
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VOtis, rat sham

Figure 4. Composition nerveuse de 1’os minéralisé. L.’ os se compose de 2 types
de structure osseuse : 1’os.trabéculaire et ]’os compact. Dans ’os trabéculaire et
compact, les petites fibres CGRP sont présentes et organisées selon le réseau de
micro-vaisseaux. Les fibres CGRP sont particulierement abondantes dans le
périoste de I’os, membrane protectrice entourant 1’0s. Source : Tirée et adaptée de
(Mach et al., 2002) ‘

ultimement été détruites par les cellules tumorales envahissantes. Les ostéoblastes, par la
formation anarchique et compensatoire d’os, peuvent également comprimer les
terminaisons nerveuses logées dans la moelle, la matrice osseuse et le périoste générant

une douleur neuropathique.

De plus, la résorption de T'os due & I'activation ostéoclastique accrue diminue la
densité osseuse et perturbe l'architecture squelettique générant des microfractures. Les
tumeurs ostéolytiques par leur phénotype agressif vont réduire la résistance mécanique et
la stabilité de l'os porteur de la tumeur de sorte qu’un effort mécanique normalement
inoffensif peut maintenant provoquer des distorsions mécanosensibles des fibres
nerveuses sensorielles qui innervent 'os (Hélvorson et al., 2006). Les mouvements
- induits par la douleur incidente peuvent alors activer des nocicepteurs mécanosensibles
normalement silencieux. L'étirement du périoste par expansion de la tumeur, le stress
mécanique induit par l'os affaibli, une compression du nerf par la tumeur ou la
destruction directe de l'os sont tous des mécanismes associés a la douleur neuropathique

(Campa et Payne, 1992).
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Ces résultats suggérent que la tumeur confinée dans l'os génére une composante de
la douleur cancéreuse principalement par les lésions etla compression des fibres

afférentes primaires.

1.1.3.2 Mécanisme inflammatoire

Les tumeurs envahissent progressivement l'espace médullaire de I'os permettant
aux cellules cancéreuses de générer une inflammation locale dans 1’0s. Dans la plupart
des cancers, la masse tumorale est composée de cellules tumorales mais également de
nombreux autres types cellulaires constituant le stroma tumoral y compris les cellules
immunitaires contribuant a la réponse inflammatoire. Le stroma tumoral et les zones
nécrosées de la tumeur présentent généralement un pH extracellulaire inférieur
comparativement aux tissus normaux de la matrice extracellulaire. Comme les cellules
inflammatoires et immunitaires envahissent le stroma tumoral, elles libérent également
des protons qui générent une acidose locale, ce qui réduit le pH environnant a pH < 5
(Griffiths, 1991). La constatation que les neurones sensoriels peuvent étre directement
excités par les protons ou les acides provenant des ostéoclastes et de la tumeur a généré
un intérét clinique en recherche sur la douleur (Sutherland et al., 2000). Des études ont
montré que les sous-ensembles de neurones sensitifs expriment différents canaux
ioniques sensible a I’acide (Olson et al., 1998; Julius et Basbaum, 2001) tels que les «
acid sensing ion channels » (ASIC-3) et le « transient receptor potential vanilloid 1 »
(TRPV1) (Figure 5) (Bassilana et al., 1997; Caterina et al., 2000). Ces canaux sont
sensibilisés et excités par la diminution du pH. Les canaux ASIC ont une colocalisation
avec les fibres nociceptives CGRP”, petites fibres afférentes primaires, tels que celles qui
innervent le fémur. Une étude a montré que TRPV1 est exprimé par un sous-ensemble de

fibres C des neurones sensoriels qui innervent le fémur de la souris (Ghilardi et al., 2005).
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Figure S. Détection des stimuli inflammatoires par .

. . . avec les
un nocicepteur de I’os cancéreux. Les nocicepteurs

spécifiquement

possédent plusieurs types de récepteurs (ETR, BR, récepteurs et les canaux
Tka) et canaux (TRPV1, ASIC, NaV) capables de joniques  neuronaux  pour
détecter et transmettre le signal douloureux des

stimuli produits par les cellules cancéreuses et réguler I'excitabilité

immunitaires. Les nombreux médiateurs chimiques
reldchés dans le micro-environnement osseux créent
une acidose locale amplifiant I’activation des
récepteurs nociceptifs ce qui contribuent aux
mécanismes de la douleur induite par le cancer des os.
Source : (Mantyh, 2006)
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externes, et la

Non
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plasticité¢  synaptique.
seulement le pH acide, mais
une multitude de facteurs
sécrétés par les cellules tumorales et les cellules inflammatoires tels que les
prostaglandines, cytokines (TNF-a), endothélines, interleukines IL-1 et IL-6, facteurs de
croissance (NGF), peuvent sensibiliser et activer directement les afférences primaires
(Abbédie, 2005; Schafers et Sorkin, 2008). Un bon nombre des récepteurs de ces facteurs

sont exprimés par les afférences primaires innervant I’os contribuant ainsi a la

dépolarisation des neurones et a la transmission d’un signal de douleur.

Prises ensemble, ces données indiquent que la douleur induite par les métastases

osseuses est le résultat d'interactions complexes entre les cellules tumorales, les cellules

osseuses, le micro-environnement osseux et les fibres afférentes primaires. Ces
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intéractions engendrent une sensibilisation des neurones périphériques contribuant a

générer des modifications spinales et centrales.

1.1.4 Modifications neurochimiques du SNC

Suite a4 un dommage subit aux nerfs périphériques, il y a une grande plasticité dans
le systéme nerveux périphérique et central qui est directement liée a la pathogenése des
différents stades de douleur neuropathique. Les mécanismes sous-jacents a ces états de
douleur chronique sont hétérogénes. La nature complexe de ces syndromes est largement
‘ responsable du nombre limité de
stratégies thérapeutiques. La
séquence d’événements qui suit
une lésion du nerf périphérique
peut étre vue a différents

niveaux du systeme nerveux. La

1ésion nerveuse est associée a

g des changements (Yaksh, 1997)
z

g Bl Concer anatomiques,
g ] Sham

Z pharmacologiques,
+

g a électrophysiologiques et
E neurochimiques.
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Figure 6. Détection du facteur de transcription Chez des animaux ay

ATF-3 dans les neurones de DRG de rats avec
une tumeur fémorale. Les DRG ipsilatéraux, au
jour 14 post-induction du cancer, montrent la
présence d’ATF-3 dans leurs noyaux par
immunohistochimie en DAB (A) et par

un sarcome, notre équipe a
montré une augmentation de
P’expression  d’ATF-3, un

facteur de

immunofluorescence (B). Tandis que dans les DRG
controlatéraux, le facteur de transcription n’a pas €té
détecté (C). La quantification des neurones positifs
pour ATF-3 est significativement plus élevée chez
les animaux cancéreux que chez les contrdles
(sham). Source : (Dore-Savard L, Otis V. et al.
2010)

transcription
activateur (Figure 6) (Dore-
Savard et al., 2010). ATF-3 est
un membre de la famille des
facteurs de transcription ATF /

CREB, qui n'est pas exprimé a
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des niveaux détectables dans des conditions normales dans les neurones sensoriels ni
suite 4 une lésion des nerfs périphériques dans les modéles de douleur neuropathique
(Tsujino et al., 2000). Il est probable que l'expression d’ATF-3 dans les neurones
sensoriels des animaux porteurs de tumeurs est le résultat de 1ésions induites par la
tumeur et la destruction des extrémités distales des fibres nerveuses sensitives et
sympathiques qui innervent l'os. La destruction des fibres nerveuses sensorielles dans le
modéle de sarcome a été également accompagnée de modifications neurochimiques dans
les ganglions spinaux de la racine dorsale (DRG). Les neurones sensoriels qui innervent
le fémur porteur de la tumeur ont démontré une régulation positive de la galanine et une
hypertrophie des cellules satellites entourant les corps cellulaires des neurones sensoriels.
De plus, une augmentation des cellules gliales fibrillaires acides (GFAP) et une
infiltration macrophagique du DRG ipsilatéral on été notées (Honore et al., 2000a). Des
changements neurochimiques similaires ont été décrits aprés une lésion du nerf
périphérique et dans d'autres états de douleur neuropathique non cancéreuse (Halvorson
et al., 2005).

L’information obtenue a partir de modéles animaux suggére que la corne dorsale
de la moelle épiniere subit également des modifications importantes, ce qui la rend
hypersensible. Ainsi, les neurones de la moelle épiniére qui devraient normalement é&tre
réceptives aux stimuli nocifs deviennent sensibles aux stimuli non nocifs. Honore et ses
collegues ont comparé les changements neurochimiques qui se produisent dans la moelle
épiniére et les neurones afférents primaires de souris C3H/HeJ souffrant de douleur
cancéreuse avec celle ayant de la douleur inflammatoire et neuropathique (Tableau 1)
(Honore et al.,, 2000b). Les résultats immunohistochimiques dans le modéle
d'ostéosarcome de souris C3H/HeJ indiquent que les altérations dans la corne dorsale sont
différentes de ceux observées dans la douleur inflammatoire et neuropathique. La
régulation a la hausse de la dynorphine, un peptide pro-hyperalgésique, est observée
seulement dans le modéle de douleur osseuse induite par le cancer (CIBP) et le modéle
inflammatoire. Alors que pour la douleur neuropathique et inflammatoire, les
changements pro-inflammatoires tels que la régulation positive du CGRP et SP, ou des

changements pro-neuropathiques tels que 1'augmentation du neuropeptide Y, ne sont pas
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Tableau 1. Signature neurochimique spinale de la douleur inflammatoire,
neuropathique et cancéreuse. Les changements neurochimiques observés dans
chaque modéle de douleur sont distincts. La douleur induite par 1’ostéosarcome
semble seulement modifier 2 parameétres, soit 1’augmentation de la dynorphine et du
GFAP, marqueur astrocytaire, comparativement aux nombreux changements détectés
dans les autres modeles. Légende : («») signifie aucun changement, (1) indique une
augmentation et (}) une diminution de I’intensité d’immunofluorescence (IF) ou du
nombre (count). Source : (Honore et al. 2000a)
vus dans le CIBP (Schwei et al., 1999; Honore et al., 2000c). Des évidences pour une
sensibilisation centrale dans la moelle épiniére du modéle cancer se manifestent par
P’expression accrue de la protéine c-fos (Dore-Savard et al., 2010) et I’internalisation du
complexe substance P récepteur de la neurokinine 1 suite a des stimuli douloureux
(Honore et Mantyh, 2000). Ces résultats suggérent que les modifications neurochimiques
de la douleur inflammatoire, neuropathique et cancéreuse chez les souris C3H/HelJ ont
une signature neurochimique distincte et unique pour la douleur cancéreuse.
Par ailleurs, il existe aussi une grande plasticité dans les systemes de transmission

et de modulation de ces états de douleurs chroniques afin que les systémes €voluent dans

le temps. Un tel mécanisme implique aussi l'activation gliale. La glie, présente dans le
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systéme nerveux central, est importante dans la perception de la douleur. Lorsqu’une
douleur chronique existe, les cellules gliales sont activées, ce qui entraine la libération de
substances chimiques qui peuvent amplifier la douleur. Dans un modéle d’ostéosarcome
chez le rat, I’augmentation de la protéine gliale fibrillaire acide (GFAP, un marqueur des
astrocytes) et Ibal (un marqueur de la microglie) ont été détectées sur le coté ipsilatéral
mais pas controlatéral, suggérant un rdle dans la génération et la maintenance de la
douleur cancéreuse (Honore et al., 2000c; Dore-Savard et al., 2010). La glie, incluant les
astrocytes et la microglie, dans la moelle épiniére est impliquée dans le développement

d'une douleur persistante dans les tissus inflammatoires et les nerfs affectés par la tumeur.

Suite a une perturbation des neurones sensoriels par le cancer osseux, les zones de la
moelle épiniére et du systtme nerveux central impliquées dans le traitement de
l'information somatosensorielle subissent également une variété de changements
neurochimiques et cellulaires, appelée sensibilisation centrale, qui facilite la transmission
de l'information nociceptive douloureuse et non-douloureuse. Ainsi, pendant le
développement du cancer, il y a probablement un remodelage cellulaire et neurochimique
lent et progressif a la fois périphérique et central qui inhibe, facilite ou modifie
différemment la transmission d'informations & partir des fibres périphériques
endommagées jusqu’au cortex cérébral. Les altérations physiopathologiques dans la
CIBP ne sont pas simplement confinées a la périphérie, mais s'étendent vers le cerveau et
la voie descendante facilitatrice et inhibitrice (Apkarian et al., 2005). La voie ascendante
des neurones de projection de la lamina I s’effectue majoritairement via la zone
parabrachiale (par exemple, I'hypothalamus, I'amygdale), qui représente la composante
affective du sentiment de la douleur. Cependant, cela peut rendre la perception de la
CIBP aussi troublante et désagréable, pouvant mener a des comportements anxieux et
dépressifs (Portenoy et Hagen, 1990). Les altérations des centres supérieurs par la CIBP

n'ont pas encore €té explorées en détails.



17

1.2 TRAITEMENTS DU CANCER DES OS
1.2.1 Gestion de la douleur

La majorité des patients atteints d'un cancer peuvent obtenir soulagement de leur
douleur lorsque celle-ci est évaluée de maniere adéquate, si un traitement approprié est
donné et si une réévaluation appropriée est faite de facon réguli¢re. Le traitement de la
douleur osseuse est treés individualisé et peut impliquer 'une ou plusieurs des stratégies
suivantes : le traitement symptomatique de la douleur continue, le traitement
symptomatique de la douleur idiopathique, le traitement de la pathologie sous-jacente
(par exemple la résorption de l'os) et le traitement du cancer sous-jacent (cibler les
métastases). De nombreuses directives pour la gestion de la douleur cancéreuse ont été
approuvées par les organisations non gouvernementales, les associations professionnelles,
et 'Organisation mondiale de la Sant¢ (OMS). L’échelle analgésique de I'OMS a été
développée comme un guide universel clinique qui doit étre applicable partout dans le
monde. Il se doit donc d'étre simple et d'inclure des options thérapeutiques
potentiellement accessibles a tous. L’échelle de I'OMS permet de contréler la douleur
chez 80% des patients atteints de cancer, et chez 75% des personnes en phase terminale

de la maladie (Von Roenn et al., 1993).

Traitement symptomatique de la douleur continue

Le traitement symptomatique de la douleur osseuse est basé sur les lignes
directrices prdduites par ’OMS (OMS, 1996). Les lignes directrices favorisent cinq
grands principes pour la gestion pharmacologique de la douleur:

1. Les médicaments doivent étre administrés par voie orale (si possible).
Les médicaments doivent étre donnés réguliérement.
Les médicaments sont donnés de maniére progressive suivant I’échelle de I’OMS.

Les médicaments opioidergiques doivent étre ajustés individuellement.

o wn

Le souci du détail doit étre omniprésent tout au long du traitement.



18

Figure 7. Echelle de la gestion de la douleur proposée par I’Organisation
mondiale de la Santé. Il y a trois niveaux de traitement de la douleur en fonction de
’intensité ressentie par le patient. Au premier niveau, pour une douleur qualifiée de
faible 8 modérée, les analgésiques non-opioidergiques comme les anti-inflammatoires
non-stéroidiens (A.IIN.S.) sont utilisés. Lorsque la douleur augmente et devient
modérée a sévére, les opioides légers sont préconisés comme la codéine et le
tramadol. Au troisiéme niveau, quand la douleur est sévére et insupportable,
I’administration d’opioides forts comme la morphine, le fentanyl ou I’hydromorphone
est recommandée. Source : (Organisation mondiale de la Santé, 1996).

Traitement symptomatique de la douleur intermittente

Selon I’OMS (Figure 7), les analgésiques opioidergiques sont le pilier du traitement
analgésique et sont classés en fonction de leur capacité a controler la douleur. A la
deuxiéme étape de I’échelle, on retrouve les opioides agissant sur la douleur légére y
compris la codéine, la dihydrocodéine, le tramadol, la dextropropoxyphéne. A Tétape
trois, les opioides les plus couramment utilisés en soins palliatifs sont la morphine,
l'oxycodone, le fentanyl, I'hydromorphone, la méthadohe. Depuis quelques années, la
rotation des opioides et de leurs différentes combinaisons a pour objectif, dans les deux
cas, d’améliorer le contrdle de la douleur et de réduire les effets secondaires. A T'heure

actuelle, il n'existe pas d'études contrdlées portant sur ces pratiques. Cependant, trois
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prihcipes ont €té proposés pour une meilleure gestion de la douleur intermittente
(spontanée et incidente) (Portenoy, 1997) :

1. Mise en place de thérapies ciblant I'étiologie sous-jacente de la douleur.

2. Optimisation des médicaments administrés sur un calendrier fixe.

3. Interventions pharmacologiques ou non-pharmacologiques pour la douleur

intermittente.

Il a été suggéré que l'augmentation de la médication suivant un calendrier fixe peut
prévenir ou limiter la douleur idiopathique associée au CIBP (Mercadante et al., 2004).
La méthode la plus courante pour contrbler ce type de douleur reste l'utilisation de

- médicaments de secours oraux, soit la morphine, I'hydromorphone et 'oxycodone.

’

Les adjuvants ou co-analgésiques sont des médicaments qui sont principalement
destinés a un usage autre que l'analgésie, mais qui peuvent avoir un effet éntinociceptif
dans des situations particuliéres (Tableau 2) (Mantyh et al., 2002) . Les coanalgésiques

sont des médicaments administrés en conjonction avec les anti-inflammatoires non-

Drug class Mechanismof action Effect Indication
NSADs COX1 and COX2 Analgesia, Mid to moderate pain,
synthesis bfockade anti-inflammatory  bone pain, inflammation,
enhance opioid efects
Opioids p-opioid receptor Angalgesia Moderate to severe pain
antagonism in the
peripheral and cenual
nervous systems
Radiation Destruction of dividing  Analgesia. Primary therapy
ts twmour shrinkage
Systemic Destruction of cells Analgesia, tumour Therapy for bone
radicisotopes strinkage metastasis
Corticostercids ~ Mulliple mechanisms  Analgesia. Central nervous system
anti-inflammatory  oedema, spinal-cord and
nerve of plexus

compression, bone pain

Complications
Bieeding, gastrointestinal
ulceration, fenal toxicity,
ceiling effect
Constipation, nausea/
vomiting, sedation,
respiratory depression

Mucositis/pruritis, fatigue.
nausealvomiting

Myelosuppresion

Dysphoria, weight gain,
dyspepsia. oropharyngeal
candidiasis. diabetes
melfitus, aseptic bone
necrosis

Local anaesthetic Blockade of sodium Local anaesthesia  Cutaneous/mucosal pain, Short lasting, potential for
channels on peripheral intrathecal application for  tissue injury
nerves severe pain .
Antidepressants  nhibition of serotonin  Anaigesia, Neuropathic pain, Anticholinergic side effects. |
and NE re-uplake mood musculoskeletal pain sedation, hypotension,
maoxdification cardiotoxicily seizures
Bisphosphonates Cause apoptosis of Anaigesia, Lytic and blastic Gastrointestinal tract
osteoclasts in tumotr shrinkage, bone pain toxicity, feves, electrotyte
minerafized bone suppression of abnormaliies
osteolysis
COX, cyclooxyo NE. pinephrine. NSAIDs, non-stesoidal anti-inflammatory drugs.

P T T e T TP T e

Tableau 2. Thérapies utilisées pour traiter la douleur cancéreuse.

L’utilisation de plusieurs stratégies pharmacologiques selon différents mécanismes -
d’action est employée afin d’atténuer la douleur cancéreuse. Les opioides agissant sur

le récepteur opioides mu sont fréquemment utilisés ainsi que les NSAIDs, les agents

anesthésiants locaux, la radiothérapie, les biphosphonates et plusieurs autres. Source :

(Mantyh et al. 2002).
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stéroidiens (AINS) et les opiacés pour améliorer I'activité analgésique des médicaments,

diminuer la dose requise d’opiacés et réduire les effets indésirables.

Etant donné que la douleur inflammatoire est une composante reconnue de la douleur
osseuse (Honore et Mantyh, 2000), I'administration concomitante d'inhibiteurs de la
cyclo-oxygénase (COX) peut s'avérer une stratégie utile pour la gestion efficace de la
douleur tout en limitant les effets secondaires indésirables des opioides. Les AINS
réduisent la biosynthése des prostaglandines par inhibition de la cyclo-oxygénase (COX)
impliquée dans la cascade d'événements inflammatoires qui causent, amplifient, ou
maintiennent la nociception. Les AINS sont recommandés a I'étape 1 de l'échelle
analgésique, mais ils peuvent aussi étre utilisés en combinaison avec des opiacés aux

étapes 2 et 3 de cette échelle.

Une revue systématique d’essais cliniques contr6lés randomisés des AINS pour la
douleur cancéreuse a été publié¢ en 2004 (McNicol et al., 2004). Cette revue incluait 42
essais portant sur 3084 patients. L'é¢tude a conclu que les AINS sont efficaces pour le
traitement & court terme de la douleur cancéreuse, et qu'il n'y avait pas de preuve pour
soutenir une efficacité supérieure d'un AINS par rapport a un autre. Ces résultats étaient
en accord avec ceux d'une étude antérieure (Eisenberg et al., 1994) et avec une autre

étude portant sur le traitement générique de la douleur cancéreuse (Carr et al., 2004).

Traitement de la pathologie sous-jacente

A ce jour, il existe peu de traitements disponibles pour bloquer la croissance des
métastases osseuses. La croissance tumorale au site secondaire est I’étape limitante la
plus favorable a cibler plutét que 1’extravasation des cellules tumorales dans la
circulation, puisque son mécanisme est aujourd’hui mieux connu et décrit. Les thérapies
les plus attractives sont celles qui vont bloquer la résorption osseuse (biphosphonates),
empécher I’activation et la prolifération des ostéoclastes (ostéoprotégérine) ou inhiber
Pactivation des facteurs de croissance osseux (anti-NGF) nécessaires a la résorption
osseuse. Certains de ces traitements sont déja applicables chez I’humain (biphosphonates,
ostéoprotégérine) alors que les autres (anti-NGF, TRPV1) sont encore au stade

expérimental.
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a) Biphosphonates

L’utilisation des bisphosphonates est un traitement bien établi pour les maladies
osseuses associées au cancer (Krempien et al., 2005). Les biphosphonates interférent avec
la résorption osseuse, inhibent la fixation des cellules tumorales 4 1’0os et initient
I’apoptose des cellules tumorales. Une fois pris par les ostéoclastes, ils entrainent la perte
de fonction et, finalement, 'apoptose des ostéoclastes. Les études animales et cliniques
du cancer des os ont rapporté¢ que le traitement anti-résorptif des bisphosphonates peut
réduire la douleur et la destruction osseuse induite par la tumeur, et la croissance
tumorale dans 'os (Mantyh, 2006; Lipton, 2008; von Moos et al., 2008). Dans une étude
clinique utilisant I'alendronate bisphosphonate chez des patients atteints de métastases
osseuses, une réduction significative du nombre d’ostéoclastes et de l'activité des
ostéoclastes a été observée (Major et al., 2000).

Les effets analgésiques des biphosphonates peuvent étre observés peu aprés
I'initiation du traitement, bien que les principaux effets analgésiques ne soient présents
qu’apres plusieurs mois de traitement. Les biphosphonates de premiére et de deuxiéme
génération peuvent réduire la douleur osseuse résultant d'un cancer du sein métastatique
et d’un myélome, mais ne conduisent pas & une réduction statistiquement significative de
la douleur aprés 1-2 ans de traitement (Hortobagyi et al., 1998). Actuellement, des études
cliniques sont en cours pour clarifier I'effet des bisphosphonates sur la douleur osseuse, la
croissance tumorale et les métastases osseuses. Les bisphosphonates sont approuvés et
fréquemment utilisés pour la réduction de la destruction osseuse et de la douleur due au
cancer des os, malgré les effets secondaires engendrés y compris 'induction d'arthralgies
et d'ostéonécrose de la machoire (Drake et al., 2008). 1l serait essentiel de démontrer que

les biphosphonates peuvent augmenter la survie des patients atteints du cancer des os.

b) Ostéoprotégérine

L’ostéoprotégérine (OPG) est une protéine soluble sécrétée par les ostéoblastes
membres de la famille des facteurs de nécrose tumorale (TNF). Cette protéine empéche
l'activation et la prolifération des ostéoclastes en jouant le role de récepteur-piége pour le
ligand RANK-L bloquant ainsi son action sur les ostéoclastes (Simonet et al., 1997).

L’OPG peut diminuer les comportements douloureux dans le modéle cancer du sarcome
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de souris (Luger et al., 2001). Ces résultats suggérent qu'une partie substantielle des
actions de 'OPG semble résulter de l'inhibition de la résorption osseuse via une réduction

de la fonction des ostéoclastes.

¢) Anti-NGF

Le traitement par des anticorps anti-NGF peut étre particulierement efficace dans
le blocage de la douleur du cancer des os, car le facteur de croissance neuronale (NGF)
semble étre intégralement impliqué dans la régulation a la hausse, la sensibilisation et la
désinhibition des neurotransmetteurs multiples, des canaux ioniques et des récepteurs des

fibres afférentes primaires des DRG.

Pour tester I'hypothése selon laquelle une thérapie anti—NGF serait efficace dans la
réduction de la douleur du cancer des os, l'efficacité analgésique de 1’anti-NGF a été
examinée dans un modéle d’ostéosarcome ostéolytique de souris qui expriment des taux
élevés de NGF (Sevcik et al., 2005) et dans un modéle ostéoblastique murin ou
I’expression du NGF par les cellules tumorales est indétectable (Halvorson et al., 2005).
Dans ces deux modeles, ils ont démontré que 1'administration d'un anticorps anti-NGF a
été trés efficace dans la réduction a la fois du cancer des os et de la douleur en stade
précoce et tardif de la maladie. Ces données suggérent qu’en bloquant 1’action du NGF
sur son récepteur par un anticorps ou I’inactivation du récepteur TrkA peuvent étre des
cibles thérapeutiques intéressantes & investiguer pour bloquer la douleur du cancer des os,
peu importe si la tumeur exprime ou non le NGF. Vraisemblablement, dans le cas ou les
cellules tumorales n'expriment pas NGF, les cellules stromales expriment et sécrétent le

NGF assurant I’efficacité d’une thérapie anti-NGF.

d) L’antagoniste du TRPV-1

Compte tenu de la localisation stratégique de TRPV1, des études ont évalué son
role potentiel dans la douleur cancéreuse. L’antagoniste du TRPV-1 et la diminution de
son expression par I’ARN interférent atténuent de fagon significative la douleur évoquée
et continue dans un modele de cancer murin (Ghilardi et al., 2005; Niiyama et al., 2007).
Des études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux comprendre le rble et

I’'implication de TRPV-1 dans le signal douloureux du cancer des os.



23

Traitement du cancer sous-jacent

Les thérapies complémentaires reliées au traitement propre du cancer sous-jacent
sont maintenant reconnues comme des ¢€léments essentiels. Le rdle principal du
traitement complémentaire est de réduire la taille et les métastases soit par un traitement

de radiothérapie, de chimiothérapie ou d'hormonothérapie.

Radiothérapie

La radiothérapie peut étre appliquée de maniére curative ou palliative pour traiter
la douleur due aux métastases chez les patients ol un autre traitement n'est pas possible.
Plusieurs essais cliniques ont montré que la radiothérapie est efficace pour le traitement
palliatif des métastases osseuses douloureuses (Roos et al., 2000; Hoskin et al., 2001;
Saarto et al., 2002). Cependant, le mécanisme de la radiothérapie pour soulager la douleur
n'est pas clair. Les mécanismes possibles incluent la mort des cellules tumorales, la mort
des cellules hotes concernées (par exemple les macrophages), ou l'activation/induction de
cytokines impliquées dans le remodelage osseux. Somme toute, la radiothérapie apporte
un soulagement significatif de la douleur dans un délai relativement court
comparativement aux biphosphonates. La radiothérapie et la chimiothérapie ont un role
fondamental dans le contréle des symptdmes et favorisent une approche intégrée de la

gestion du cancer.

Traitements non-pharmacelogiques

Une variété de méthodes non-pharmacologiques peuvent étre complémentaires
aux méthodes pharmacologiques dans le traitement des douleurs intermittentes. Ces
méthodes comprennent l'acupuncture, la neurostimulation électrique transcutanée
(Zeppetella et Ribeiro, 2003), le massage (Fine et Busch, 1998), les techniques de
relaxation (Portenoy, 1997), les techniques de distraction (Petzke et al., 1999) et la
psychothérapie de soutien qui ont montré, chez des patients sélectionnés, avoir un impact
favorable. Toutefois, les preuves d’efficacité de ces techniques dans la gestion de la

douleur osseuse sont limitées, voir absentes.
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1.2.2 La tolérance aux opioides

Méme si I’utilisation des antalgiques est & ce jour la meilleure thérapie pour
atténuer la douleur cancéreuse, de nombreux obstacles limitent ce type de traitement. En
particulier, I’opinion des médecins, des patients et des familles peut devenir des obstacles
a leur utilisation. Ces préoccupations incluent souvent la crainte des dépendances
physiques et de la toxicomanie. L'administration d'opioides, en particulier a des doses
élevées, peut étre associée au développement de la tolérance opioidergique menant a de
graves effets secondaires parfois débilitants, y compris la dépression respiratoire, la

sédation, ’hyperalgésie, la constipation et les nausées (Bruera, 1997).

La tolérance aux opiacés est définie comme une réduction de 1’effet d’'une méme
dose d'opiacé apres une exposition répétée ou lorsque les doses de plus en plus élevées
doivent étre administrées pour obtenir 1’effet analgésique obtenu avec la dose initiale. En
termes pharmacologiques, la tolérance est la réduction de la puissance analgésique qui
peut étre illustrée quantitativement par un décalage vers la droite de la courbe dose-
réponse pour l'analgésie et une augmentation du EDsg, ou dose efficace moyenne (Foley,

1991).

Il est essentiel de définir ici les termes « tolérance », « dépendance physique » et «
dépendance psychologique ». La dépendance physique se référe a un état physiologique
altéré produit par l'administration répétée d’opioides qui nécessite l'administration
continue d’opioides pour prévenir l'apparition d'un syndrome stéréotypé, le syndrome de
sevrage ou d'abstinence. En revanche, la dépendance psychologique aux opiacés est un
comportement qui se caractérise par les habitudes, 1’état affectif et le style de vie d’un
individu en association positive au souvenir plaisant lors de la consommation. La
dépendance psychologique provient généralement de 1’usage compulsif de la substance
afin d’assouvir I’envie extréme de consommer pour ressentir de nouveau les effets et

1’état plaisant en dépit de toute douleur physique (Foley, 1991).

L'utilité clinique des opioides pour traiter la douleur peut étre limitée de maniére
significative par le développement de la tolérance analgésique qui peut se produire chez

de nombreux patients recevant une thérapie a long terme. De multiples facteurs peuvent
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contribuer a augmenter la dose chez les patients cancéreux, y compris les modifications
de la fonction opioidergique endogéne, la progression de la maladie, et le développement
d'hyperalgésie induite par les opioides (OIH) (Silverman, 2009). Un certain degré de
tolérance a l'analgésie semble se développer dans la plupart des patients recevant
chroniquement des analgésiques opioidergiques (McQuay, 1999). Cependant, il est
difficile d’effectuer des essais contrdlés randomisés sur le développement de la tolérance

a l'administration chronique d'opiacés.

1.2.3 Les effets secondaires des opioides

Les nombreux effets indésirables des opiacés sont reconnus depuis longtemps, mais
certains ont été plus clairement identifiés au cours des 20 derniéres années. Les
mécanismes qui sous-tendent ces effets néfastes ne sont que partiellement compris et
semblent dépendre d'un certain nombre de facteurs, incluant 1'dge du patient, I'étendue de
la maladie, le dysfonctionnement des organes, I'administration concomitante de certains
médicaments, l'exposition antérieure aux opiacés, et la voie d'administration du
médicament (Bruera, 1997). Les effets indésirables couramment associés au traitement

par les opioides peuvent étre répartis en quatre domaines :

1. Systéme nerveux central (SNC) : dépression respiratoire, somnolence, hyperalgésie,
délire, agitation, euphorie, hallucinations, troubles cognitifs, réves, myoclonies,
troubles épileptiques.

2. QGastro-intestinaux (GI) : constipation, nausées, vomissements.

3. Systéme nerveux autonome : bouche séche, rétention urinaire, hypotension
orthostatique.

4. Cutanée : démangeaisons, transpiration.

Dépression respiratoire

La dépression respiratoire est potentiellement l'effet indésirable le plus grave.
L'action des agonistes morphiniques sur les centres respiratoires du tronc cérébral va
produire, en fonction de la dose, une dépression respiratoire qui peut aller jusqﬁ’z‘i I'apnée.
Chez I'homme, la mort des suites d’une surdose d'un analogue de la morphine est souvent

le résultat d'un arrét respiratoire. Chez les patients souffrant de dépression respiratoire, la
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réduction de la dose, l'arrét ou la rotation des opioides sont des techniques
recommandées. Le naloxone peut étre administré dans une solution diluée a de petits

incréments pour éviter les symptémes de sevrage (Walsh, 1984).

Sédation

Les analgésiques opioidergiques produisent sédation et somnolence. La sédation
est un effet indésirable fréquent qui limite la quantité d'opiacés utilisables. Le phénoméne
se produit fréquemment chez les patients lorsque les opioides sont débutés ou en
augmentant la dose de fagon significative. La tolérance a l'effet sédatif des opioides se
produit dans les 3-7 jours suivant I’administration, ou lorsque les opiacés sont donnés

assez longtemps (Bruera et al., 1989).

Hyperalgésie

L’hyperalgésie induite par les opioides (OIH) est une entité clinique dans laquelle
les patients ressentent une aggravation de la douleur et des symptdmes anormaux tels que
I'allodynie, en dépit de I'augmentation des doses d'opioides. Des études cliniques ont
rapport¢ que les opioides administrés de maniére aigué par différentes voies
(transdermique, orale, par voie intrathécale ou intraveineuse) peuvent produire de
I’hyperalgésie et de l'allodynie, en particulier pendant l'escalade rapide des doses
d'opioides (Mercadante et Portenoy, 2001; Mercadante et al., 2003). De récentes études
cliniques ont indiqué que OIH peut survenir aussi chez 'homme suite a 1'exposition
chronique aux opiacés (Angst et Clark, 2006; Chu et al., 2006). L hyperalgésie est
maintenant acceptée comme une réalité clinique et doit étre différenciée de la tolérance

aux opiacés.

Constipation

La constipation survient chez environ 90% des patients traités par les opioides.
Ces médicaments agissent a4 des sites multiples dans le tractus gastro-intestinal et la
moelle épiniére pour diminuer dans les sécrétions intestinales et le péristaltisme, résultant
en des selles seches et la constipation. D’ailleurs, l'opium a été employé historiquement
pour la réduction de la dysenterie et les troubles diarrhéiques de par ses actions

périphériques (Demeulenaere et al., 1974). L’utilisation chronique des opiacés est une
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situation préoccupante dans la gestion de la douleur cancéreuse, car les opiacés consituent
une pierre angulaire du traitement. Afin de réduire les effets constipants des opiacés, les
patients regoivent systématiquement des laxatifs titrés en fonction de la dose d’opiacés

regue.

Nausées et vomissements

Les opioides analgésiques provoquent des nausées et des vomissements par une
action sur la zone médullaire chémoréceptrice. Les nausées ont été rapportées pour étre
présentes dans 8% -35 % des patients recevant des opioides, et des vomissements chez
environ 14%-40% (Campora et al., 1991). Alternativement, un antiémétique peut étre
utilisé en combinaison avec l'opioide. Les patients exposés aux opioides pour la premiére
fois, ou ceux qui subissent une augmentation significative de la dose, devraient avoir

d’emblé des antiémétiques.

En supposant que les effets indésirables soient imputables a la thérapie aux
opiacés, ils peuvent €tre gérés par la réduction de la dose, une hydratation adéquate, la
prise en charge symptomatique de certains effets négatifs et la commutation des opioides
(également nommé la rotation des opioides ou substitution) (Cherny et al., 2001).
Malheureusement, chez certains patients, les effets secondaires deviennent si intolérables

et incontrdlables qu’ils abandonnent leur traitement.

La grande majorité des effets secondaires, décrits précédemment, sont médiés par
I’action des agonistes morphiniques via le récepteur mu. Des études ont clairement
montré qu’en absence du récépteur mu opioidergique (MOPR) chez la souris
I’administration de morphine n’induit pas d’analgésie ni de dépression respiratoire, de
constipation et de dépendance physique (Kieffer et Evans, 2002). Ces résultats
confirment que le récepteur MOPR médie la majorité des effets secondaires indésirables

associés a la morphine et ses analogues.

1.2.4 MOPR et le cancer des os

La morphine est 'opioide le plus fréquemment utilis€é pour le traitement de la

douleur cancéreuse modérée a sévére, méme si son efficacité n'est pas toujours soutenue
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au cours d’un traitement continu et & long terme (plusieurs mois ou années) (Slatkin,

2009).

Les effets prolongés de 'administration soutenue d'opioides en présence d'un état de
douleur persistante, tels que la douleur due au cancer des os, ont récemment été examinés
(King et al, 2007). L’administration soutenue de la morphine par mini-pompes
osmotiques, congu pour maintenir les niveaux plasmatiques constants durant 7 jours,
augmente la douleur induite par le cancer dans un modéle murin de sarcome. De plus, la
perfusion soutenue de morphine augmente I'expression des neurotransmetteurs
excitateurs soit la substance P, le CGRP et le glutamate dans les fibres afférentes
primaires (Powell et al., 2000; Gardell et al., 2002; King et al., 2005), ce qui suggére un
potentiel d’amplification du signal nociceptif chez les animaux traités par la morphine.
Ces données indiquent que la perfusion de morphine continue peut entrainer des
mécanismes additifs de la douleur au-dela de ceux qui sont produits par le sarcome lui-
méme. Il est inquiétant de constater que la morphine délivrée par mini-pompes
osmotiques accélere la dégradation de 1’os et double I’incidence de fracture dans un
modele murin de douleur induite par un sarcome, ce qui vraisemblablement contribue a la
douleur accrue observée chez les souris traitées a la morphine en continu (Figure 8) (King
et al., 2007). De plus, dans un modéle d’ostéosarcome de souris comparé a un modéle
inflammatoire (CFA), il a été montré que la dose de morphine nécessaire pour réduire la
douleur cancéreuse est 4 fois plus élevée que dans le modéle CFA (Luger et al., 2002).
Ces études pré-cliniques suggérent que la morphine produit des dommages osseux
majeurs augmentant la fragilisation de I’os et I’incidence de fractures et nécessite des

doses tres élevées pour contrer la douleur induite par le cancer des os.
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Figure 8. Images radiographiques de fémur 12 jours suivant l’induction du
cancer chez la souris. A-L’ostéosarcome induit la destruction de I’os dans la partie
distale du fémur. Le traitement & la morphine pendant 5 jours a amplifié la
fragilisation de 1’os comparativement aux animaux traités saline. B-Un grossissement
des images indique (fléches blanches) la présence de microfractures dans le fémur
traité a la morphine. Source : (King T et al., 2007)

1.3 LE RECEPTEUR OPIOIDE DELTA
1.3.1 Historique

La découverte d’un récepteur sélectif aux opioides en 1973 a généré beaucoup
d’intérét auprés des chercheurs afin de comprendre leé mécanismeé endogénes du
contrdle de la douleur pour mener au développement de nouveaux analgésiques (Pert et
Snyder, 1973). L'existence de trois récepteurs distincts aux opiacés, nommeés mu, kappa
et sigma a été postulé par Martin R.W. suite & I’observation des différents changements
du comportement (dysphorie, délire, hallucinations) des canins souffrant de douleur
neuropathique ayant recu des opiacés (Martin W. R. et al., 1976). Entre 1977 et 1979,
John Hughes, Hans Kosterlitz et leurs collégues ont fourni des preuves de l'existence du
récepteur opioide delta, 2 ans aprés la découverte des enképhalines (Lord et al., 1977).
Ces chercheurs ont démontré que la Leu-enképhaline était plus puissante que la morphine
pour inhiber la contraction du muscle du canal déférent isolé de souris. En utilisant les
canaux déférents isolés de souris et les préparations d’iléons isolées de cobayes, ils ont
également proposé l'existence d'un récepteur préférentiellement exprimé dans le canal
déférent de souris qu'ils ont appel€ le récepteur delta (pour le canal déférent) distinct du
récepteur mu, kappa et sigma proposés par le groupe de Martin. Aujourd’hui, le canal

déférent de souris est un outil reconnu pour I'étude des actions des opioides.
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L'identification d'un récepteur pour les enképhalines endogénes a conduit a des
recherches sur les propriétés physiologiques et pharmacologiques de ces ligands
endogénes et sur le récepteur delta lui-méme. La compréhension de ces propriétés et

mécanismes est en progression depuis environ 40 ans.

La percée scientifique la plus importante de la biologie des récepteurs delta est
venue avec le premier clonage du récepteur opioide. Chris Evans (Evans et al., 1992) et
Brigitte Kieffer (Kieffer et al., 1992) ont simultanément rapporté le clonage du récepteur
delta ce qui a conduit & la confirmation de l'existence de ce récepteur dans les tissus de
souris et de rats. Puis en 2000, Filliol et ses collégues ont réussi 4 générer les toutes
premiéres souris avec le récepteur opioide delta non-fonctionnel, modéle qui constitue un
outil efficace pour les études physiologiques et pharmacologiques (Filliol et al., 2000). En
1994, le récepteur humain delta a €té cloné (Knapp et al., 1994). Ce demnier présente une
homologie de séquence élevée (93%) avec le rat et la souris ; la plupart des différences se

situent en position N et C-terminale de DOPR.

1.3.2 Localisation

Les récepteurs opioides delta sont ubiquitaires dans le SNC en particulier dans
plusieurs structures anatomiques importantes pour la transmission (ganglions de la racine

dorsale, moelle épiniére) et I’intégration (cerveau) du signal douloureux.

Dans le cerveau, la localisation de DOPR a été identifiée par RT-PCR et Northern
blot dans la région corticale, I’hippocampe, le noyau caudé, le noyau accumbens ainsi
qu’a plus faible intensité, dans les sections médullaires et mésencéphaliques (Simonin et
al., 1994). Par la technique d’hybridation in situ, une analyse détaillée de la localisation
de DOPR a été réalisée chez le rat (Bzdega et al., 1993). L’ARN messager de DOPR a été
trouvé dans le cortex, 'hippocampe, les noyaux hypothalamiques, les noyaux pontiques et
l'olive inférieure (Bzdega et al., 1993). Similairement, I’autoradiographie effectuée dans
les sections de cerveau de rats avec le [D-Pen®, D-Pen’] enképhaline tritié, [’H] DPDPE,
a également montré de fortes densités du récepteur opioide delta dans l'amygdale, le
caudate putamen, le noyau accumbens, le bulbe olfactif, et de faible densité de liaison

dans le cervelet, le bulbe rachidien et la corne dorsale de la moelle épiniére (Gulya et al,,
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1986). Les études d’autoradiographie et d'hybridation in situ ont clairement démontré la
présence de DOPR ou de son ARNm dans les mémes structures neuroanatomiques des
voies ascendantes et descendantes de la douleur (Mansour et al., 1994; Mansour et al.,
1995).

Les études utilisant I'immunoréactivité (anticorps anti-DOPR) ont également
confirmé la distribution de DOPR dans les zones essentielles de la transmission du
message nociceptif. L’immunomarquage pour le récepteur opioide delta a permis
d’identifier dans les noyaux du nerf trijumeau, les noyaux parabrachial et raphé, et aussi
dans la substance grise périaqueducale (PAG) (Arvidsson et al., 1995). En général, il y a
un accord cohérent entre les distributions des récepteurs opioides delta identifiés par
autoradiographie ou par hybridation in situ (Ableitner, 1994). Les sites neuroanatomiques
importants pour le traitement et la modulation de la douleur comprennent la PAG, les

noyaux raphé et parabrachial, I’amygdale (Mansour et al., 1994; Mansour et al., 1995).

Dans la moelle épinicre, !’identification a été faite par autoradiographie
quantitative, par hybridation in situ et par immunohistochimie a démontré la présence
évidente du récepteur opioide delta dans les couches superficielles de la corne dorsale de
la moelle épiniére (Besse et al., 1991; Mansour et al., 1994; Arvidsson et al., 1995;
Mansour et al., 1995; Cahill et al., 2001b). Chez le rat, le récepteur opioide delta est
principalement présent dans les terminaisons axonales des laminae I et II (Cheng et al.,
1995) détecté par immunofluorescence et microscopie électronique (Honda et Arvidsson,
1995). De plus, I'immunomarquage des ultrastructures des neurones permettent de voir
clairement la localisation vésiculaire de DOPR dans la moelle (Cheng et al., 1995). Des
¢tudes utilisant la microscopie optique et électronique ont révélé la localisation cellulaire
de DOPR dans deux endroits distincts des neurones de la moelle épiniére soit a faible
densité (5%) dans la membrane plasmique et a forte densité (95%) dans le cytoplasme
(Cahill et al., 2001a). L'expression de 'ARNm du récepteur opioide delta a été détectée
dans les neurones moteurs de la corne ventrale de la moelle épiniére (Mansour et al.,

1994).
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Dans les ganglions de la racine dorsale (DRG), les études d'hybridation in situ ont
montré une forte concentration de 'ARNm du DOPR, en particulier dans les neurones de
grand diameétre, et en fait dans tous les types et diamétres de neurones (Dado et al., 1993;
Mansour et al., 1994; Minami et al., 1995; Zhang X. et al., 1998; Wang et Wessendorf,
2001; Mennicken et al., 2003). Sur la base de ces études, il a ét¢ admis qu'environ 50%
des récepteurs opioides mu et 67% des récepteurs opioides delta se situent
présynaptiquement sur les fibres afférentes primaires (Cahill et al., 2001a; Abbadie et al.,
2002), préférentiellement dans les neurones peptidergiques (Beaudry et al., 2011). Les
résultats obtenus par microscopie €lectronique ont montré un immunomarquage
significatif pour DOPR sur les axones non myélinisés et les terminaisons axonales (Cahill
et al., 2001a). Prises ensemble, ces études fournissent des preuves irréfutables que le
récepteur opioide delta est anatomiquement situé dans les voies modulatrices de la

douleur.

Les récepteurs opioides delta sont présents dans le SNC. Ils sont aussi présents
dans le systéme nerveux entérique pour médier les effets des opioides sur certains aspects
de la fonction digestive, entre autre la constipation. Des sites de liaisons spécifiques
mixtes pour mu et delta ont été localisés chez des cobayes dans le plexus sous-muqueux,
le muscle circulaire du fundus gastrique et chez le rat dans 1’intestin gréle, la muqueuse
iléale, I’antre gastrique et la muqueuse duodénale (Nishimura et al., 1986; Dashwood et
al., 1990). Chez ’homme, MOPR et DOPR se situent dans les neurones et les fibres du

plexus myentérique du c6lon sigmoide (James et al., 1987).

Les récepteurs opioides impliqués dans la régulation de la fonction
cardiovasculaire ont été localisés dans les myoctyes cardiaques et les terminaisons
nerveuses autonomes (May et al., 1989). Des études de liaison ont montré la présence du
récepteur opioide delta et kappa dans les myocytes ventriculaires du myocarde de rats
(Zhang W. M. et al., 1996). Ventura et ses collaborateurs ont démontré que les récepteurs
kappa et delta sont présents sur les membranes du sarcolemme de coeurs de rats (Ventura
etal., 1989).
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1.3.3 Fonctions physiologiques

Les interactions entre les différents types de récepteurs opioides ont été
documentées dans de nombreux essais in vivo et in vitro. La signification
pharmacologique de ces interactions a lentement émergée. Les indications thérapeutiques
au-dela de l'analgésie ont également vu le jour, entre autres du fait de leur réle
antidépresseur. Plusieurs régions du cerveau ou se trouvent DOPR font partie du systéme
limbique associé au contréle de 1'émotion et du comportement de récompense. Ces zones
comprennent le tubercule olfactif, le noyau accumbens et I'amygdale. De récentes études
ont montré que les agonistes delta peuvent avoir une activité antidépressive au cours du
test de la nage forcée (Broom et al., 2002), et du test de I'auto-administration d’opioides
chez les singes (Negus et al., 1994) ce qui semble dévoiler de nouvelles fonctions de
DOPR dans le systéme limbique. Grace aux souris déficientes pour le géne DOPR, le role
de DOPR dans le contrdle des réponses émotionnelles a été clarifié en observant des

comportements antidépressifs chez ces souris (Jutkiewicz et al., 2005).

La découverte du récepteur delta dans les myocytes cardiaques a conduit a
I'exploration par Garrett Gross et ses collégues d'un réle cardioprotecteur de I'agoniste
delta contre les cardiopathies ischémiques (Mayfield et D'Alecy, 1992; Schultz et Gross,
2001). Une preuve supplémentaire du rdle cardioprotecteur des opioides dans le coeur a
été fournie par Maslov et al. (Maslov et al., 1996), qui a montré que la stimulation des

récepteurs opioides delta €tait anti-arythmique dans le coeur de rat.

D’autres applications thérapeutiques potentielles pour DOPR ont été également
rapportées pour les troubles gastro-intestinaux et I'immunomodulation (Gaveriaux-Ruff et

Kieffer, 2011).
1.3.4 Lesligands

1.3.4.1 Les ligands delta

Afin d’évaluer les effets physiologiques de l'activation du récepteur opioide delta,
des efforts ont été déployés au cours des deux derniéres décennies pour identifier des

agonistes et des antagonistes sélectifs de ce récepteur (Tableau 3) (Brunton L, 2010). Des
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petits peptides ont fourni des exemples précoces de ligands sélectifs du récepteur delta
(Zimmerman et Leander, 1990). Deux limitations importantes liées a [’utilisation des
ligands peptidiques sont : une perméabilité limitée de la barriére hémato-encéphalique et
une faible biodisponibilité systémique. La plupart des données obtenues avec les ligands
peptidiques proviennent d'injections directes dans les ventricules du cerveau
(intracérébroventriculaire, icv) ou la colonne vertébrale (intrathécale, i.t.) ou par des
études in vitro de la fonction du récepteur. Dans le but de contourner les problémes
inhérents a ces peptides, le développement d'agonistes non peptidiques a dii étre entrepris.
Les petites molécules non peptidiques avec une meilleure stabilité métabolique et des
propriétés pha_rmacocinétiques plus robustes ont été recherchées pour l'expérimentation in

vivo et le développement clinique d'agents thérapeutiques.

Kwen-Jen Chang et Robert McNutt ont identifié une structure non-peptidique

|
*

Naltrindole (NTI)

| Naltrinben (NTB)
7-Benzylidenenaltrexone (BNTX)

Tableau 3. Agomstes/Antagomstes du récepteur oplmde delta (DOPR)

Les composés en blanc représentent des agonistes peptidergiques et
peptidomimétiques delta alors que les molécules en jaune sont non-
peptidergiques. Le symbole (+) signifie un agoniste et (-) un antagoniste selon
leur affinité pour le récepteur d et p. Source : Tableau adapté de Goodman and
Gilman’s, 10° Edition-Chapitre 23, p.553.
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avec une sélectivité importante pour delta, le BW373U86 (Chang et al., 1993). Ce
composé a ét€ montré comme un agent systémique actif et analgésique via sa liaison au
DOPR ; ces travaux ont conduit a d'autres études importantes pour l'identification de
molécules encore plus sélectives. Cependant, chez les primates et les rongeurs, le
BW373U86 ne peut pas induire une antinociception sans produire des -effets
convulsivants (Dykstra et al., 1993; Negus et al., 1994). Le BW373U86 ou son éther
méthylique, le SNC80, ont été des outils précieux pour explorer la pharmacologie des
récepteurs opioides. L’effet analgésique du BW373U86 semble médier par les récepteurs
opioides, car le naloxone et le naltrindole produisent le déplacement vers la droite de la

courbe dose-réponse des effets convulsivants (Comer et al., 1993).

Les antagonistes opioides non-peptidiques ont joué un rdle crucial comme outils
pharmacologiques dans la recherche sur les opiacés. Historiquement, la capacité du
naloxone ou du naltrexone d’antagoniser de facon réversible 1’effet d’agonistes
opioidergiques était et est toujours un critére important pour confirmer l'implication
sélective d'un récepteur opioide a médier son effet. Le naloxone et le naltrexone sont
utiles a cet égard parce qu'ils sont des antagonistes universels c’est-a-dire qu’ils ont la
capacité de lier les trois récepteurs opioides p, 9§, x. Une avancée majeure dans la
recherche d'opiacés delta a été la découverte par Portoghese de I’antagoniste sélectif du
DOPR, le naltrindole, premier ligand non-peptidique pour le récepteur delta (Portoghese
et al., 1988).

Le naltrindole (NTI) a été montré pour étre trés puissant (Portoghese et al., 1988).
Le naltriben (NTB) et le 7-benzylidenenaltrexone (BNTX) affichent une sélectivité
¢levée pour les récepteurs opioides delta par rapport au NTI (Portoghese et al., 1992). Le
tétrapeptide Tyr-Tic-Phe-Phe (TIPP) a été introduit plus récemment comme un
antagoniste hautement sélectif des récepteurs opioides delta (Schiller et al., 1992a;
Schiller et al., 1992b).

1.3.4.2 Les ligands endogeénes

Trois familles distinctes de peptides opioides endogénes ont été identifiées: les

endorphines, enképhalines, et dynorphines qui ont une affinité de liaison aux trois
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récepteurs opioidergiques (u,8,x). Chaque famille dérive du clivage de trois génes
distincts, leurs précurseurs étant respectivement pro-opiomélanocortine (POMC),
proenképhaline (PENK) et prodynorphine (PDYN) (Mansour et al., 1988). PENK a été
découvert dans le cortex surrénalien bovin et le cerveau de porc, ot la biosynthése de

I’enképhaline a été élucidée (Lewis et al., 1980).

La découverte des peptides enképhalinergiques endogeénes, la leucine-enképhaline
(H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH) et la méthionine-enképhaline (H-Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-
OH) (Hughes et al., 1975), combinée a I’hypothése qu'il existe trois récepteurs opioides
(mu, delta et kappa), a eu un impact énorme sur la recherche de nouveaux analgésiques
opioidergiques qui n’ont peu ou pas de toxicité sévére et d’effets secondaires indésirables
associés a la morphine. Les enképhalines, en combinaison avec des antagonistes sélectifs,
ont été utiles pour des études de caractérisation. L'analogue [D-Ala?, D-Leu’]
enképhaline (DADLE) a été parmi le premier agoniste delta sélectif, bien qu'il posséde
également une certaine activité sur les récepteurs opioides mu (Pfeiffer et Herz, 1982). Le
peptide Tyr-D-Ser-Gly-Phe-Leu-Thr (DSLET) a également été¢ identifié comme un
agoniste delta trés sélectif sur la base de ses effets agonistes dans les essais d'iléon de
cobaye et du canal déférent de souris (GPI / MVD) (Ward et al., 1982). Ces peptides se
sont avérés assez efficaces in vivo, mais ils ne sont pas adéquats pour la plupart des types
d’études pharmacologiques dues a leur faible sélectivité pour DOPR. Les dérivés de
contraintes conformationnelles de la pénicillamine [D-PEN?, D-Pen’] enképhaline
(DPDPE) et [D-PEN?, L-Pen’ ] enképhaline (DPLPE) ont été parmi les premiers
analogues pour le récepteur delta qui affichaient une haute sélectivité et une grande
stabilit¢ in vivo. Ces agonistes ont été largement utilisés pour comprendre la
pharmacologie et la physiologie des récepteurs opioi'desv delta (Mosberg et al., 1983;
Akiyama et al., 1985).

La premiére famille de peptides opiacés provenant d’amphibiens a été découverte
en 1981 et nommée dermorphines (Montecucchi et al., 1981). Jusqu'a la découverte des
endomorphines de mammiféres par Zadina et al. (Zadina et al.,, 1997), ces peptides

représentaient les agonistes les plus puissants et sélectifs des récepteurs mu identifiés
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dans les organismes vivants. Huit ans plus tard, les deltorphines ont été découvertes dans

la peau des amphibiens par Vittori Erspamer et ses collégues (Erspamer et al., 1989).

Depuis des siecles, les peuples indigénes de I’Amazonie avaient découvert les
propriétés pharmacologiques de la peau des amphibiens. IIs avaient 1’habitude
d’appliquer les sécrétions des peaux séchées de Phyllomedusa bicolor sur les blessures
des chasseurs. L'abondance de la deltorphine et la dermorphine agissant de concert avec
ou sans les autres peptides actifs présents dans ces sécrétions (céruléine, phyllokinin,
phyllomedusin, sauvagine, adrenoregulin, et d'autres substances encore inconnues)
pourrait avoir causé 1'analgésie des chasseurs et provoqué leur comportement d’excitation
(Barra et al., 1994). Les agonistes peptidergiques sélectifs pour DOPR, [D-Ala?, Asp]
deltorphine (deltorphine I) et [D-Ala?, Glu*] deltorphine (deltorphine II), ont été isolés a
partir de la peau de la grenouille Phyllomedusa bicolor. Ces composés ont montré une
activité antinociceptive via DOPR dans plusieurs modeéles de douleur chez les souris et
les rats (Foss, 2001). Comme la dermorphine, ces peptides contiennent la D-alanine en

second acide aminé, d’ou I’appellation D-Ala-deltorphine-I et D-Ala-deltorphine-II

1.3.5 Modulation de la douleur

Actuellement, les analgésiques narcotiques les plus utilisés en clinique agissent
par l'intermédiaire des récepteurs opioides mu, mais leur utilisation est limitée par leurs
effets secondaires néfastes (Narita et al., 2001) décrits au chapitre 1.2.3. Néanmoins, les
agonistes DOPR peuvent produire de [’analgésie avec une incidence modérée des
symptomes du sevrage, ce qui indique que le récepteur opioide delta reste une cible
thérapeutique importante pour le développement de nouveaux agents analgésiques
(Hutcheson et al., 2001). D’ailleurs de nombreux composés sélectifs pour DOPR ont
montré une analgésie qui peut étre bloquée par des antagonistes sélectifs delta, mais pas

par les antagonistes sélectifs mu (Heyman et al., 1987).
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Figure 9. Sites analgésiques des opioides delta dans le systéme nerveux. Ce schéma
résume les sites ou ’administration des agonistes delta induit de ’analgésie dans des
modeles de douleur chronique. La deltorphine a démontré son potentiel analgésique a

- plusieurs sites différents, systémique, local, intrathécal, intra-medulla rostroventral
(intra-RVM), intra-noyau raphé magnus (intra-NRM), intracérébroventriculaire.
Source : (Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 2011)

1.3.5.1 Effets antinociceptifs de la deltorphine

L’existence de DOPR sur les terminaisons des afférences primaires, dans la
moelle €piniére et le cerveau, suggére que les agonistes delta agissant sur ces sites
seraient d’efficaces composés antinociceptifs (Figure 9) (Gaveriaux-Ruff et Kieffer,
2011).

Administrée en intrathécae chez les rats, la deltorphine Il produit une inhibition
dose-dépendante de la latence lors du test du retrait de la queue. Son effet inhibiteur dure
10-60 min, en fonction de la dose, et il est réversible par le naltrindole (Improta et
Broccardo, 1992). Chez les rats et les singes, il a été démontré que les agonistes opioides
delta produisent de I’analgésie spinale, méme chez les animaux tolérants a la morphine
(Yaksh, 1983). De plus, le DPDPE et le DPLPE donnés i.t. produisent de maniére dose-
dépendante de I’antinociception spinale chez la souris (Porreca et al., 1984). Semblable a
I’injection intrathécale, I’infusion dans la moelle épiniére de deltorphine II a également
produit une analgésie réversible par le NTI et le naloxone chez le rat (Improta et
Broccardo, 1992). Dans une étude pharmacologique, il a été constaté que la deltorphine II
i.t. était 10 fois plus puissante que le DPDPE dans le test du retrait de la queue chez le rat

(Stewart et Hammond, 1993). L’administration spinale d’oligodeoxynucleotides antisens
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ciblant DOR-1 peut sélectivement atténuer l'antinociception spinale produite par les
agonistes delta, mais pas mu ou kappa, sur les agonistes des récepteurs opioides (Narita et
Tseng, 1995). De plus, des souris homozygotes déficientes pour DOR-1 montrent une
diminution marquée de 1’analgésie spinale induite par le traitement avec soit le DPDPE
ou la deltorphine (Zhu et al., 1999). Plusieurs études pharmacologiques ont montré
également les effets antinociceptifs spinaux des agonistes (Porreca et al., 1984; Stewart et
Hammond, 1993; Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 2011) via la caractérisation
¢lectrophysiologique des effets sur les propriétés des neurones de la corne dorsale, et la
détermination neurochimique de leurs effets sur la libération de neurotransmetteurs dans

la moelle épiniére.

Injectée par voie intracérébroventriculaire (icv) chez le rat, la deltorphine II est un
faible agoniste partiel puisque seulement des doses >30 nmol produisent un certain degré
d’antinociception dans le test du réflexe de la queue a la chaleur radiante et qu’aucune
des doses testées ne permet d’atteindre une réponse maximale (Negri et al., 1995). Chez
la souris, deltorphine II montre un effet antinociceptif temps-dépendant a une dose
modérée lors de I’administration icv (Jiang et al., 1990). 11 a également été montré que la
deltorphine II donnée icv était 13 fois plus puissante que le DPDPE et équipotente & la
morphine (Vanderah et al., 1994).

Il est reconnu depuis longtemps que l'efficacité analgésique des opioides est
dynamiquement régulée, avec une puissance accrue dans les états de douleurs
inflammatoires et une diminution de la puissance avec l'usage chronique (le phénoméne
de tolérance). L’augmentation de I’efficacité des opiacés dans des états de douleur
inflammatoire semble étre en partie médiée par un recrutement en fonction du temps des
systémes opioidergiques supraspinaux. Dans une importante série d'études (Cahill et al.,
2001b; Cahill et al., 2003; Morinville et al., 2004b; Gendron et al., 2007a; Beaudry et al.,
2009), Cahill, Gendron, Morinville et leurs collégues ont démontré une potentialisation
significative de 1’action antinociceptive de la deltorphine II injectée par voie spinale dans
la moelle épiniére suite & une lésion inflammatoire chronique (adjuvant complet de

Freund (CFA)) ou un pré-traitement a la morphine. Des études de liaison et
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d'autoradiographie ont démontré une forte augmentation des récepteurs opioides dans la
périphérie chez le rat avec une inflammation induite par le CFA (Kest et al., 1996). Le
processus produit par delta semble étre un recrutement sur une longue période, et ne se
voit pas chez les animaux normaux ou a des temps précoces aprés une inflammation
induite par le CFA (Hurley et Hammond, 2001) ou dans des modéles arthritiques (Kalra
et al., 2001). La modulation continue de delta refléte peut-&tre une libération accrue de
ligands endogenes delta dans le tronc cérébral en présence d'inflammation. Une autre
possibilité, complémentaire & une augmentation de ligand disponible, est une
augmentation de la biodisponibilité de DOPR & la membrane cellulaire, comme cela a été
démontrée dans la corne dorsale de la moelle €piniére suivant I'inflammation (Cahill et
al., 2001b; Cahill et al., 2003; Morinville et al., 2003; Morinville et al., 2004b; Gendron
et al., 2006).

La preuve de la plasticité du systéme opioidergique delta, en particulier dans les
modeles de douleur inflammatoire, suggére que le récepteur delta peut étre une cible

thérapeutique intéressante dans certains €tats de douleurs.

II a été démontré dans plusieurs modeles animaux de lésion du nerf et aussi en
clinique chez I’humain, que la morphine atténue peu ou contrdle inadéquatement les
comportements de douleur neuropathique ; (Yamamoto T. et Yaksh, 1992; Lee Y. W. et
al., 1995; Wegert et al., 1997). L'administration spinale de deltorphine II dans l'interval
de doses actives produit une réduction de I’hypersensibilité tactile a un stimulus
thermique aigiie de fagon dose-dépendante et réversible par le naltrindole chez le rat SNL
(Nichols et al., 1995). L'injection intrathécale de DPDPE et de deltorphine II chez les rats
avec une lésion du nerf sciatique renverse I'hypersensibilité tactile et I’allodynie au froid .
(Mika et al., 2001). Récemment, un agoniste non-peptidique delta, SB235863, a été actif

contre les signes comportementaux de douleur neuropathique (Dondio, 2000).

Les résultats de ces études démontrent I’efficacité des agonistes delta a générer
des effets analgésiques potentiels dans un état de douleur neuropathique. L’activation du
DOPR semble avoir un impact positif dans le contréle de la douleur neuropathique dans

des modeles pré-cliniques.



41

1.3.5.2 Signalisation & trafic cellulaire de DOPR

L’activité des récepteurs opioides semble dépendre de la densité des récepteurs a
la surface cellulaire. Bien que le principe général du récepteur de rechange (spare
receptors) s'applique a la régulation des récepteurs opioides, la puissance de ’agoniste, et
les effecteurs qui régulent les récepteurs opioides, sont dépendants de la densité des

récepteurs (Parrott, 1999).

La compréhension du mécanisme de transduction du signal moléculaire et
cellulaire est bien avancée pour le récepteur delta. Le récepteur delta appartient a la
superfamille des récepteurs aux protéines G (RCPG) (Figure 10) (Kane et al., 2006).
Grace au couplage des différentes protéines G, l'activation du récepteur delta peut
conduire 4 la modulation de la phospholipase C (PLC), de I’adénylcyclase, des canaux
joniques, et des protéines kinases mitogénes activatrices (MAP kinase), et éventuellement
une variété de fonctions cellulaires et néuronales, y compris la libération de
neurotransmetteurs. Au niveau cellulaire, grice aux protéines accessoires: Gi/Go les

récepteurs opioides delta ont la capacité d’inhiber la cyclase et les canaux Ca”" ainsi que
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Figure 10. Récepteur opioide delta (DOPR). Ce récepteur est constitué de 7
domaines transmembranaires ‘couplés aux protéines G faisant partie de la
superfamille des RCPG. Les résidus en gris et noir sont conservés entre les 3 types
de récepteurs opioidergiques (i, §, ). Source : (Kane et al., 2006)
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de stimuler les canaux K+ et augmenter le niveau intracellulaire de Ca?*. Plus
précisément, les opioides diminuent l'entrée d'ions calcium entrainant une diminution de
la libération du neurotransmetteur présynaptique (par exemple, la libération de substance
P des afférences primaires dans la corne dorsale médullaire). Ils améliorent également
I'efflux d'ions de potassium, ce qui entraine l'hyperpolarisation des neurones post-
synaptiques, a son tour qui empéche la propagation des potentiels d’action résultant en
une antinociception (Jin et al., 1992; Fukuda et al., 1996). Ainsi, les agonistes des
récepteurs opioides delta peuvent hyperpolariser le potentiel des membranes et réduire la
durée du potentiel d'action dans de nombreux types de neurones ce qui joue un role
majeur dans I’antinociception produite par les opioides delta (Law et al., 1997; Chan et
al., 2000).

1.4 LE RECEPTEUR OPIOIDE DELTA & LE CANCER DES OS
1.4.1 Etudes pré-cliniques

A ce jour, les effets des agonistes delta ont peu été peu étudiés dans les modéles
animaux de douleur cancéreuse. Seulement 3 études ont évalué I’effet périphérique et

systémique de I’administration d’agonistes delta chez la souris.

Afin de déterminer si ’activation de DOPR périphérique produit de 1’analgésie
dans un modeéle d’ostésarcome de souris, Baamonde et ses collégues ont mesuré
I’hyperalgésie thermique par le test du retrait de la patte suite & 1’administration de
DPDPE (Baamonde et al., 2005). L’administration péritumorale de DPDPE a atténué de
maniére dose-dépendante 1’hyperalgésie induite par 1’ostéosarcome tibial chez la souris.
Cet effet a été¢ bloqué par le naltrindole suggérant que la réponse antihyperalgésique
observée est sélective pour DOPR. Egalement, une récente étude a montré effet du
SNC-80, injecté en sous-cutané, dans un modéle de cancer chez la souris. L’allodynie
mécanique générée par le carcinome a été abolie significativement par 1’effet du SNC-80
(Ye et al., 2012). Ces études montrent le potentiel analgésique périphérique d’agonistes
delta dans des modeles de CIBP mais cependant, il reste a évaluer si la stimulation de

DOPR en périphérie peut étre suffisante en soi pour soulager la douleur.
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Pour examiner les propriétés analgésiques systémiques d’agonistes delta dans le
traitement de la douleur due au cancer des os, le groupe de Brainin-Mattos a utilisé un
modele animal d’ostéosarcome du fémur (Brainin-Mattos et al., 2006). Suite a I’induction
du cancer dans le fémur, I’animal développe une allodynie tactile, quantifiable, pouvant
refléter la douleur incidente. Les résultats obtenus aprés I’injection intrapéritonéale d’un
analogue d’enképhaline ([pVal’,, Ala’| JE) montrent une atténuation dose-dépendante du
comportement allodynique observé chez les souris. Ces effets ont ét€é abolis par le
naloxone et le naltrindole. Cette €tude suggére donc que les agonistes opioidergiques
delta délivrés par voie systémique ont un potentiel analgésique contre la douleur

cancéreuse dans des mode¢les précliniques.

1.4.2  Etudes cliniques

11 existe des études confirmant le pouvoir analgésique d’agonistes delta injectés

par la voie intrathécale chez des patients cancéreux tolérants a la morphine.

Le premier cas rapporté est un patient de 74 ans avec un cancer primaire du
sacrum métastasé aux poumons. L’augmentation des doses de morphine a ét€ nécessaire,
passant de 2-4 mg/jour jusqu’a 60 mg/jour i.t., afin de soulager les douleurs séveres du
patient et conséquemment, il a développé de la tolérance a la morphine. Comme
alternative, une injection i.t. de DADLE lui a permis de retrouver I’analgésie pendant 48
heures. Par la suite, le traitement s’est poursuivi par une infusion continue de DADLE i.t.

(Onofrio et Yaksh, 1983).

Le deuxieme cas clinique est relativement similaire au précédent. Un homme de
72 ans souffrant de douleurs osseuses induites par des métastases vertébrales est devenu
tolérant a I’utilisation chronique de morphine sulfate. Pour mieux contréler ses douleurs
intenses, il a bénéficié d’injections i.t. de DADLE 230 pg/24h (protocole approuvé par
I’agence fédérale américaine des produits alimentaires et médicamenteux, FDA) qui lui a

conféré une analgésie compleéte sur 14 jours (Krames et al., 1986).

La troisitme étude comprend 10 patients tolérants aux opioides systémiques

souffrant de douleur cancéreuse chronique, dont les analgésiques ou leurs combinaisons
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avaient ét¢ inefficaces pour soulager la douleur incidente et continue des patients. Dans
cette étude crois€e, les patients ayant recus du DADLE it. ont tous ressentis de
I’analgésie. Le soulagement de la douleur a été plus efficace avec le DADLE qu’avec la

morphine chez 6 patients (Moulin et al., 1985).

Ces 2 cas et cette étude démontrent la capacité spinale des opioides delta a
produire une analgésie chez I’homme souffrant de douleur osseuse. Il est donc important
de comprendre les mécanismes de cette analgésie en étudiant le rle de DOPR dans un

état de douleur cancéreuse pré-clinique et clinique.
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2 OBJECTIFS DU PROJET

Les patients atteints du cancer des os peuvent bénéficier aujourd’hui de meilleures
thérapies qui leur permettent maintenant de vivre mieux et plus longtemps.
Malheureusement, avec le temps, la qualit¢ de vie est diminuée par la douleur
quotidienne grandissante. La douleur osseuse est une dure réalité, surtout en soins
palliatifs pour une population vieillissante. 1l est difficile de bien contrdler ce type de
douleur d’origine complexe et mal comprise. Dans un état de douleur intense et sévére,
les patients cancéreux sont généralement soulagés par la morphine et ses analogues,
malgré les nombreux effets secondaires engendrés et I’'impact sur la fragilité osseuse. Une
alternative possible serait 1’utilisation d’agonistes agissant sur le DOPR : ils ont montrée
des effets analgésiques en études pré-cliniques et ils entrainent peu d’effets secondaires.
Les travaux antérieurs de notre laboratoire ont permis de mettre en évidence I’efficacité
analgésique de I’agoniste peptidique sélectif delta, la deltorphine II, chez les rongeurs.
Injectée par voie intrathécale de manic¢re aigué, la deltorphine II induit une analgésie dans
des modeles de douleur inflammatoire, un effet qui n’est pas soumis au développement
de la tolérance analgésique. De plus, certaines observations cliniques indiquent que
I’administration intrathécale d’agonistes delta se traduit par une analgésie importante
chez des patients tolérants a la morphine et souffrant de douleur due au cancer des os. Ces
suggérent que les agonistes sélectifs delta peuvent représenter une alternative a la

morphine pour traiter la douleur cancéreuse chez I’homme.

Objectif général

L’objectif principal du projet était de déterminer, chez le rat, si les agonistes
sélectifs delta peuvent représenter une avenue intéressante pour le traitement de la

douleur cancéreuse.

e A priori, ’établissement d’un mod¢le animal de douleur due au cancer des os mimant
de prés la douleur clinique des patients atteints est 1’outil de recherche essentiel pour
mener a terme le projet. Grace a une collaboration avec le laboratoire du professeur
Philippe Sarret, il a été possible de créer un modéle animal et d’en faire la

caractérisation comportementale et physiopathologique; il s’agit d’un cancer des os
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induit dans le fémur de rats. Ces travaux ont mené a une publication ol je suis

deuxiéme auteure : Dore-Savard L, Otis V et al. PLoS One, 2010.

L’objectif suivant a ¢été d’évaluer le potentiel analgésique de I’agoniste sélectif delta,
deltorphine II, en utilisant 2 modéles :

a) le modele animal de douleur cancéreuse, comparaison avec

b) le modéle d’inflammation induite par le CFA, un modéle bien connu et

caractérisé dans la littérature.
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4 RESUME DE L’ARTICLE

Au cours des dernieéres années, des progrés significatifs ont été réalisés pour
-améliorer le traitement du cancer. De ce fait, la durée de vie des patients cancéreux a
augmenté de fagon significative. Les patients vivent plus longtemps, mais la douleur
associée au cancer des os est un probléme majeur affectant leur qualité de vie. Chez les
patients souffrants de douleur induite par le cancer des os, la morphine et les AINS sont
utilisés en combinaison avec d'autres médicaments pour soulager la douleur. Cependant,
ces médicaments ont des effets secondaires qui limitent les doses. La morphine et ses
dérivés, couramment utilisés en clinique, sont des agonistes du récepteur opioide mu
(MOPR). Le MOPR est responsable de la plupart des effets secondaires associés aux
opioides. Dans la présente étude, nous avons démontré la puissance des effets
analgésiques d’un agoniste du récepteur opioidergique delta (DOPR), la deltorphine II,
injectée par voie intrathécale, en utilisant un modele de douleur due au cancer des os
récemment mis au point. Suite & l'implantation de cellules mammaires MRMT-1 dans le
fémur de rat, nous avons constaté¢ que la deltorphine II diminue de maniére dose-
dépendante l'allodynie mécanique & 14 jours post-opératoires dans ce modele. L’effet
analgésique observé était médié par DOPR puisqu’il a complétement été bloqué par le
naltrindole, un antagoniste sélectif DOPR. En utilisant le mod¢le inflammatoire induit par
’adjuvant complet de Freund (CFA), nous avons aussi démontré que la deltorphine II est
équipotente pour soulager la douleur inflammatoire et cancéreuse (i.e. a des valeurs de
EDS50 similaires). Somme toute, nos résultats montrent que I'activation spinale de DOPR
engendre une analgésie significative a des doses suffisantes pour réduire la douleur
inflammatoire. Nos résultats suggérent que DOPR est une cible potentielle pour le
développement de nouvelles thérapies analgésiques, en particulier dans le domaine des

douleurs osseuses cancéreuses.
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Abstract

Over the past few years, significant progress has been made in cancer therapy.
Indeed, the lifespan of cancer patients has significantly increased. Although patients live
longer, cancer-related pain remains a daily problem affecting their quality of life,
especially when metastases reach the bone. In patients coping with cancer-induced bone
pain, morphine and NSAIDs, often used in combination with other medications, are the
most commonly used drugs to alleviate pain. However, these drugs have dose-limiting
side effects. Morphine and other routinely used opioids are mu opioid receptor (MOPR)
agonists. The MOPR is responsible for most opioid-related adverse effects. In the present
study, we revealed potent analgesic effects of an intrathecally-administered selective
delta opioid receptof (DOPR) agonist, deltorphin II, in a recently developed rat bone
cancer model. Indeed, we found that deltorphin II dose-dependently reversed mechanical
allodynia 14 days post-surgery in this cancer pain model, which is based on the
implantation of mammary MRMT-1 cells in the femur. This effect was DOPR-mediated
as it was completely blocked by naltrindole, a selective DOPR antagonist. Using the
complete Freund’s adjuvant model of inflammatory pain, we further demonstrated that
deltorphin II was equipotent at alleviating inflammatory and cancer pain (i.e., similar
EDs, values). Altogether, the present results show, for the first time, that activation of
spinal DOPRs causes significant analgesia at doses sufficient to reduce inflammatory
pain in a rat bone cancer pain model. Our results further suggest that DOPR represents a
poteﬁtial target for the development of novel analgesic therapies to be used in the

treatment of cancer-related pain.
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Introduction

According to the American Cancer Society, more than 194,000 US patients were
diagnosed with breast cancer and 192,000 with prostate cancer in 2009 (Jemal et al.,
2009). Advanced breast and prostate cancers often metastasize to the skeleton (Coleman,
1997, 2006). Indeed, bones are among the three most common sites of metastatic diseases
(Schulman et Kohles, 2007). Unfortunately, pain is the major debilitating factor in bone
metastasis-bearing patients and is responsible for a reduced quality of life (Coleman,
1997; Mercadante, 1997; Mantyh et al., 2002; Zeppetella, 2009).

When tumor cells invade bone, the growing tumors induce nerve compression,
ischemia and the release of proinflammatory substances (Honore et Mantyh, 2000).
During these changes within the bone, cancer patients commonly experience intermittent
periods of severe pain against a background of tonic pain, and these intense pain episodes
are further aggravated by the use of the affected limb (movement-evoked pain)
(Mercadante, 1997; Urch C., 2004). Although the “World Health Organization analgesic
ladder” provides a structured approach to drug selection for the treatment of cancer pain,
most medications effective for patients coping with bone cancer pain have dose-limiting

side effects (Mercadante, 1997; de Wit et al., 2001; Meuser et al., 2001).

In cancer pain therapy, mu opioid receptor (MOPR) agonists are the most
commonly used in a stfuctured approach treatment (Mercadante et Arcuri, 1998; Ruiz-
Garcia et Lopez-Briz, 2008). Morphine and nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) are used in combination and have limited efficacy at reducing bone cancer
pain (Portenoy et Lesage, 1999; Kirou-Mauro et al., 2009). In fact, although morphine is
efficacious at alleviating inflammatory pain, higher doses are usually required to treat
cancer-related bone pain (Luger et al., 2002; Wacnik et al., 2003). In some patients,
sustained treatment and escalating doses of morphine may be accompanied by analgesic
tolerance and/or opioid-induced hyperalgesia (Mercadante et al., 2003; Ossipov et al.,
2005; Silverman, 2009) in addition to other common side effects, i.e., constipation,

somnolence and sedation (Portenoy et Lesage, 1999).
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Currently, advances in cancer therapy have significantly increased the lifespan of
patients diagnosed with bone cancer metastasis (Halvorson et al., 2006). However, these
patients still suffer from severe episodes of bone-related pain that greatly affect daily
activities (Mantyh et al., 2002; Halvorson et al., 2006; Christo et Mazloomdoost, 2008).
Therefore, further efforts are required to develop novel therapies to alleviate bone cancer-

induced pain over extended periods of time without any adverse side effects.

Early studies have demonstrated that delta opioid receptor (DOPR) agonists
produce potent analgesia when administered intrathecally (i.t.) to mice (Porreca et al.,
1987). Over the years, the DOPR has emerged as a potential new target for the
development of novel painkillers to treat pain arising from different etiologies.
Interestingly, in humans coping with cancer pain, i.t.-administered D-Ala-D-Leu-
enkephalin (DADLE), a DOPR-preferred agonist, has been shown to produce analgesia
(Onofrio et Yaksh, 1983; Moulin et al., 1985; Krames et al., 1986).

Using a newly validated preclinical model that closely mimics the human conditions
of metastatic breast cancer-induced bone pain (Dore-Savard et al., 2010), we examined
the analgesic properties of i.t. deltorphin II, a DOPR-selective agonist, to treat cancer-
induced bone pain. For comparison, the analgesic potency of i.t. deltorphin II in cancer
pain was also determined in the well-characterized complete Freund’s adjuvant (CFA)

model of chronic inflammatory pain.
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Experimental procedures

Cell Culture

Mammary rat metastasis tumor (MRMT-1) cells were provided by the Cell
Resource Center for Biomedical Research Institute of Development, Aging and Cancer
(Tohoku University 4-1, Seiryo, Aoba-ku, Sendai, Japan). These cells originated from
female Sprague-Dawley rats. Cells were cultured in RPMI 1640 medium (Gibco,
Montreal, Quebec, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, heat-
inactivated) and 2% penicillin/streptavidin (Gibco, Montreal, Qc, Canada). Cells were
detached using a gentle mechanical medium-flow and then prepared for implantation.
Briefly, cells were pelleted by centrifugation (3 min at 200 X g), rinsed with 1 mL of
Hank’s balanced salt solution without calcium, magnesium or phenol (HBSS; Gibco,
Montreal, Qc, Canada) and then centrifuged again (3 min at 200 X g). The pellet was re-
suspended in 1 mL of RPMI 1640, and cells were counted using a hematocytometer. For
injection, cells were diluted to achieve a final concentration of 30,000 cells in 20 pL of
RPMI 1640 medium and were maintained on ice prior to surgery. For the sham group, 20

nL of RPMI 1640 was injected into the femur.

Animals

Two adult male Sprague-Dawley rats (175-225 g; Charles River Laboratories, St-
Constant, Quebec, Canada) were housed per cage and maintained on a 12 hour light/dark
cycle with access to food and water ad libitum. All animal procedures were approved by
the Ethical Committee for Animal Care and Experimentation of the Université de
Sherbrooke (protocol #170-07) and carried out according to the regulations of the
Canadian Council on Animal Care (CCAC) to refine and reduce the number of animals
used and ensure humane endpoints. Behavioral studies were conducted between 6:00 and
11:00 (light cycle). Rats were acclimated for 4 days to the animal facility and 3 days to

manipulations and devices prior to behavioral studies.

Surgery
Animals’ anesthesia was induced with 5% isoflurane (Abbott Laboratories,

Montreal, Qc, Canada) and then maintained with 2.5% isoflurane with an O, flow of 1
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L/min during the surgery. Throughout the surgery, the eyes were protected with an
ophthalmic liquid gel (Tear-gel, Novartis, Mississauga, ON). Next, animals were laid
supine, and their left hind paw was shaved and disinfected with 70% v/v ethanol and 10%
v/v povidone-iodine (Rougier Pharma, Mirabel, Qc, Canada). A minimal skin incision (8-
10 mm) exposed the quadriceps femoris. To reach the femoral condyles, the vastus
lateralis was incised (5-8 mm in length), and the patellar ligament was moved adjacent to
the medial condyle to expose the patellofemoral groove area. Minimal damage was
inflicted to the surrounding muscles and blood vessels. With this procedure, knee
ligaments remained intact. Using a 25-gauge needle, a small and superficial cavity was
bored between the medial and lateral condyle (approximately 1 mm in depth). A 25-
gauge needle was inserted into the cavity at a 45° angle allowing it to reach the
intramedullar canal of the femur. The needle was then substituted with a blunt-ended 25-
gauge needle connected to a 50 pL Hamilton syringe containing 20 pL of the cell
suspension (30,000 cells). The syringe was left in place for 1 min to allow the cell
suspension to disperse into the bone marrow. The needle was then removed, and the
cavity was sealed using dental amalgam (Prodigy A3, Kerr, Orange, CA) and
polymerized with a curing light (QHL7S, Sinclair Dental, Montreal, Canada). The site
was thoroughly washed with sterile saline solution. The muscle and the connective tissue
were closed using a discontinuous suture made with a synthetic absorbable suture
(Monocryl, Ethicon, Sommerville, NJ). The skin was closed using a continuous suture
made with a non-absorbable surgical suture (Prolene, Ethicon, Sommerville, NJ). Finally,
the wound was washed with 3% v/v peroxide and sprayed with a bitter solution (Aventix
animal health, Flamborough, ON). After the surgery, animals recovered from anesthesia

within 3 minutes and could walk easily on their operated-limb immediately following

surgery.

Imaging

Femurs were gently dissected to preserve their unique pathological condition. To
preserve the architecture, rat femurs were immersed in 70 % ethanol for a minimum of 72
hours. Radiographs of dissected bones from sarcoma- and sham-operated animals 14 days

after surgery were performed using a Faxitron MX-20 (Faxitron, Lincolnshire, IL).
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Pictures were taken at 26 kV with an exposure time of 10 s and at 2X magnification.
Micro-computed tomography analyses were performed on the same samples with a 1072
MicroCT system (Skyscan, Kontich, Belgium). The parameters were as follows: source:

80 kV, 124 pA; zoom: 20X; pixel size: 14.06 um; exposition time: 3.0 s; rotation: 0.9°.

Induction of Inflammation

Unilateral inflammation of the hind limb was induced by a single subcutaneous
injection of 100 pL emulsified complete Freund’s adjuvant (CFA 200 pg/100 uL;
Calbiochem, San Diego, CA, USA) into the plantar surface of the left hind paw of rats
under brief isoflurane anesthesia (3%; 1 L/min). Behavioral testing was carried out 6 days
after CFA injection. The level of edema was measured by water displacement with a

Plethysmometer (IITC Life Science Inc., Woodland Hills, CA, USA).

Drugs

Deltorphin II (lot #077K14561; Sigma, St. Louis, MO, USA, batch no 5/20720;
Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA, and lot #M08048T1; American Peptide,
Sunnyvale, CA, USA) was dissolved in sterile saline solution (0.9% NaCl) -to a
concentration of 1 mg/mlL and stored at -20°C in aliquots until use. For behavioral
testing, deltorphin II was diluted in sterile saline and injected i.t. Briefly, deltorphin II or
vehicle saline were gently administered (in 30 pL final volume over 2 s) into the L4-L5
intervertebral space (corresponding to the cauda equina) using a 26G ':-inch needle
mounted on a Luer tip Hamilton syringe (VWR, Montreal, Qc, Canada) under light
isoflurane anesthesia (3%; 1 L/min). Needle placement was confirmed by the observation
of a light tail flick. Selectivity of deltorphin 11 for the DOPR was verified by blocking
DOPR binding sites with the selective DOPR antagonist, naltrindole (72 pg in final
volume 30 pL; batch no 10A/93089; Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA), injected
'10 min prior to deltorphin II. The putative effect of the same dose of naltrindole alone

was also evaluated.

Behavioral testing

von Frey hair test. Sensitivity to non-noxious mechanical stimuli was measured

using the von Frey test. To detect the appearance of allodynia, bilateral hind paw
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withdrawal responses to von Frey hair stimulation of the plantar surface of the footpads
were determined at postoperative days 3, 7, 11 and 14. Animals were acclimated to a
transparent plastic box with a wire mesh floor (Stoelting, Wood Dale, IL, USA) for 30
min, during the 3 consecutive days prior to the first test (on day 3). A 15 min habituation
period was allowed before all other testing days (day 7, 11 and 14). The mid-plantar
surface of the left hind paw was stimulated using a series of 8 Touch Test® von Frey hairs
with logarithmically incremental stiffness capable of exerting bending forces of 0.41,
0.70, 1.20, 2.0, 3.63, 5.50, 8.50 and 15.10 g (Stoelting). The force of stimulation that
caused rapid withdrawal in 50% of trials was calculated using the up-and-down Dixon
method (Dixon, 1980, 1991). Tests started with a 2.0 g filament and each filament was
held for 10 s. An absence of response led to a stronger subsequent stimulus, while the
next weaker hair was used following a paw withdrawal event. According to the Dixon
method, threshold calculation requires 6 responses in the immediate vicinity of the 50%
threshold. In cases where continuous positive or negative responses were obtained from
the entire range of hair stiniuli, values of 15.00 g and 0.25 g were assigned, respectively.
The resulting pattern of positive and negative responses was tabulated using the
convention X = withdrawal and O = no withdrawal, and the 50% response threshold was
interpolated using the formula: 50% g threshold = (lO[Xf+"5]/ 10,000) where X = value (in
log units) of the final von Frey hair used; x = tabular value (Appendix from (Chaplan et
al., 1994)) for the positive/negative responses; and 8 = mean difference (in log units)

between stimuli (here 6 = 0.175).

Testing timeline. MRMT-1 cells were implanted into the femur, or CFA was
injected into the left hind paw, as described above. Fourteen and 6 days after cancer-
induction and CFA injection, respectively, the 50% paw withdrawal threshold (indicated
as 0 min) was measured prior to i.t. injection of saline, deltorphin II or naltrindole.
Thereafter, the 50% withdrawal threshold was measured every 15 min over a 60 min
period. The maximum possible effects (MPE) of deltorphin II in the presence or absence
of naltrindole in cancer animals and CFA-injected rats were calculated according to the
following formula: %MPE = 100X[(test 50% paw withdrawal threshold)-(baseline 50%
paw withdrawal threshold)]/[(cutoff value, i.e., 15 g)-(baseline 50% paw withdrawal



57

threshold)]. From the latter calculation, 0% MPE represents no anti-allodynic effect of
the drug while a 100% MPE corresponds to a complete relief of the mechanical allodynia
or hypersensitivity, i.e., response withdrawal thresholds to von Frey hair equal to baseline

values (prior to cancer cells or CFA injection).

Calculations and statistical analysis
Calculations were done using Excel 2007, graphs using SigmaPlot 11.0, and
statistical analysis using GraphPad Prism 5.0. Data areéxpressed as the mean + standard

error of the mean (S.E.M.).
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Results

General observations

Sarcoma and sham animals were frequently weighed throughout the duration of
the experiments. On day 14, no difference in weight was observed between cancer-
(331.2+8.9 g; n=13) and sham-operated rats (332.5+7.3 g; n=8). At that time, sarcoma
rats frequently displayed limping and guarding and avoided bearing body weight on their
sarcoma paw, suggesting the presence of cancer-induced continuous and movement-

evoked pain. Such behaviors were not observed in sham-operated animals.

Bone cancer induced mechanical allodynia

As shown in Fig. 1A, implantation of 30,000 MRMT-1 cells into the femur of
Sprague-Dawley rats resulted in the development of mechanical allodynia. Seven days
following tumor cell injection, the ipsilateral paw of tumor-bearing rats showed
decreased withdrawal threshold to von Frey hair stimuli compared to the contralateral
paw (50% withdrawal threshold = 7.45+1.15 g and 13.37+0.80 g for ipsi- and
contralateral hind paw, respectively; *** P<0.001, two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s multiple comparison test). Over the course of the experiment, the 50% paw
withdrawal threshold of cancer-bearing rats progressively decreased reaching 5.51+0.95 g
on day 11 and 4.29+0.62 g on day 14 post-surgery (*** P<0.001 compared to
contralateral hind paw, two-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison
test). These data suggest that cancer-bearing rats have developed mechanical allodynia
simultaneously with tumor progression (Fig. 1A). The 50% withdrawal threshold for the

ipsilateral hind paw was not changed over time in sham-operated rats (Fig. 1A).
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Figure 1. Mechanical allodynia and
femur remodeling following
implantation of MRMT-1 cells. (A)
Allodynia was evaluated using the
manual von Frey hairs in cancer and
sham-operated rats. In tumor-bearing
rats, the 50% paw withdrawal threshold
was significantly diminished by 7 days
following tumor cell implantation (***
P<0.001 when compared to paw
withdrawal threshold of  the
contralateral hind paw of cancer rats;
two-way ANOVA  followed by
Bonferroni’s multiple comparison test).
The contralateral hind paw of cancer-
bearing rats remained similar to both
hind paws of sham animals at day 7, 11
and 14 but was slightly decreased on
day 3 (* P<0.05 when comparing
cancer contralateral to sham
contralateral hind paw; two-way
ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparison test). Numbers in
parentheses indicate the number of
animals per group. (B) Faxitron
radiographs of sham and cancer rats at
14 days post-surgery. In cancer-bearing
femurs, cortical bone integrity is
strongly compromised (white arrows)
compared to sham-operated femurs.
(C) Microcomputed tomodensitometry
of sham-operated and cancer-bearing
rat femurs. Fourteen days after surgery,
sham femur showed an intact structure,
whereas the bone integrity of a sarcoma
femur is seriously compromised
showing marked signs of potential
fracture (white arrows).
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Tumor progression induced bone loss and fragility

We have recently reported that proliferation of MRMT-1 cells into the femur
induces structural bone remodeling and bone loss (Dore-Savard et al., 2010). In the
present study, mechanical allodynia was accompanied by enhanced bone fragility 14 days
post-surgery. Whole femur X-rays (Fig. 1B) and tomodensitometry of the distal femur
(Fig. 1C) from tumor-bearing animals revealed structural changes when compared to
sham animals. Indeed, in the cancer-bearing femur, severe cortical bone loss was

observed at the distal level (white arrow; Fig. 1B and 1C).

DOPR activation reversed bone cancer-induced mechanical allodynia

To investigate the possible role of DOPRs in alleviating cancer-induced
mechanical allodynia, increasing doses of deltorphin II were injected i.t. 14 days after
MRMT-1 cell implantation. As shown in Fig. 2A, i.t. deltorphin II (3-30 pg) time- and
dose-dependently increased the 50% paw withdrawal threshold. The peak response was
observed 15 min after administration of 3 pg (5.33+0.93 g) and 10 pg (7.97£1.70 g) of
deltorphin II. When a 30 pg bolus was administered, the maximal effect of deltorphin II
was maintained from 15 to 30 min after the injection (13.29+1.60 g for 15 min and
12.93+£1.36 g for 30 min). Responses returned to baseline values 45 minutes after
injection for all doses (Fig. 2A). To determine whether the anti-allodynic effect of
deltorphin II was DOPR-mediated, naltrindole was injected i.t. 10 min prior to deltorphin
II. As illustrated in Fig. 2A, a 3:1 molar ratio of naltrindole (72 pg) completely abolished
the analgesic effect of deltorphin II (30 pg). In the presence of naltrindole, deltorphin II
failed to produce anti-allodynia (50% paw withdrawal threshold = 3.31+0.42 g at 15 min
and 4.11+0.42 g at 30 min post deltorphin II; *** P<0.001 compared with deltorphin I
alone). The %MPE of 30 pg deltorphin II in the presence or absence of 72 pg naltrindole
are shown in Fig. 2B. In naltrindole-treated animals, deltorphin I was unable to exert
analgesic effects at either 15 (%MPE = -7.3+6.6% compared to 87.7+12.0% for
deltorphin II alone) or 30 min after administration (%eMPE = -2.9+5.2% compared to
89.0+7.5% for deltorphin II alone). As shown in Fig. 2C, i.t. injection of naltrindole alone
had no effect.
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Figure 2. Anti-allodynic effects of i.t.
deltorphin II in cancer rats. (A)
Mechanical thresholds were measured
using von Frey filaments before (BL)
and 14 days after MRMT-1 cell
implantation. The paw withdrawal
threshold (in g) was measured every 15
min (from 15 to 60 min) following i.t.
injection of deltorphin II. Time 0
indicates the latency to paw withdrawal
before i.t. injection of deltorphin II
Intrathecally-administered deltorphin II
induced a dose-dependent (3, 10, 30
pg) reduction in mechanical allodynia
in the ipsilateral hind paw
(Frreatment=6.50 with P=0.002, two-way
ANOVA followed by Bonferroni post
hoc test). The anti-allodynia of
deltorphin II peaked 15 min after the
injection.  Intrathecally-administered
naltrindole (NTI), 10 min before
deltorphin II (Delt II) injection (a 3:1
molar ratio of NTI/ Delt IT = 72/30 ug),
antagonized deltorphin II  anti-
allodynic effects at both 15 and 30 min
post-injection  (Frreatmen=32.15 with
*¥k*¥  P<0.001, two-way ANOVA
followed by Bonferroni post hoc test).
(B) %MPE = SE.M. were determined
15 and 30 min after injection of
deltorphin II £ NTI. Percentage MPE
of deltorphin II administered after NTI
are significantly different from %MPE
in deltorphin Il-treated rats, indicating
that the effect of deltorphin II was
DOPR-mediated (*** P<0.001, two-
tailed wunpaired ttest). (C) As
compared with saline, by itself i.t. NTI
(72 ug) has no effect on the cancer-
induced mechanical allodynia
(Frreatmenr=0.38 with P>0.05, two-way
ANOVA followed by Bonferroni post
hoe tesh)
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DOPR activation reduced CFA-induced tactile hypersensitivity

It has been shown that morphine is less efficacious at alleviating bone cancer pain
than inflammatory pain (Luger et al., 2002; Wacnik et al., 2003). To compare the
analgesic efficacy of deltorphin II in these pain models, we measured the anti-allodynia
in the CFA model of inflammation. Injection of 100 pL of CFA emulsion into the plantar
surface of the left hind paw rapidly induced the development of edema and swelling. We
determined that 6 days after CFA injection, the level of mechanical allodynia was
comparable to tumor-bearing animals at 14 days post-MRMT-1 cell implantation (see
Fig. 1A). Six days after the CFA injection, the ipsilateral hind paw volume (i.e., edema)
was 2.524+0.07 mL compared to 1.65+0.03 mL for the contralateral hind paw (***
P<0.0001 when compared to contralateral hind paw; Student’s two-tailed paired t-test).
As shown in Fig. 3A, i.t. deltorphin II dose-dependently (3-30 pg) decreased CFA-
induced allodynia. While there was no difference observed following 3 pg of deltorphin
II (50% paw withdrawal threshold = 2.98+0.40 g), the analgesic effect using 10 pg and
30 pg peaked 15 min after deltorphin II administration (50% paw withdrawal threshold =
8.70+1.71 g and 11.09+1.65 g, respectively). Paw withdrawal thresholds returned to
baseline 45 min after deltorphin II injection. The anti-allodynic effect of 30 pg deltorphin
II was DOPR-mediated because i.t. naltrindole (72 pg) injection 10 min prior to
deltorphin II administration significantly reduced deltorphin Il-mediated analgesia (Fig.
3A; 50% paw withdrawal threshold = 4.33+0.38 g at 15 min and 2.73+0.22 g at 30 min
post deltorphin II; *** P<0.001 compared with deltorphin II 30 pg). In the presence of
naltrindole, the %MPE of deltorphin II was 12.8+3.3% and -0.7+4.6% after 15 and 30
min, respectively, whereas it reached 60.5+£16.7% and 41.5+17.7% for deltorphin II alone
(Fig. 3B; * P<0.05 for naltrindole compared to deltorphin alone, two-tailed unpaired ¢-
test). As shown in Fig. 3C, i.t. injection of naltrindole had no effect by itself.



-
[+ ]

b
E-3

—@— Deltorphin; 3 ug (8)
—O— Deltorphin; 10 pg (7)
—w— Deltorphin; 30 pg (8)
—&— + Naltrindole; 72 ug (7)

60

C
2 2
£
&
= 10
=
g 8
o
£ 67
(=]
wn 2 E
0 Yoyt v
BL 0 15 30 45
Time after i.t. injection of deltorphin (min)
B .
mmms  Deltorphin
100 - . '—_TJ + Naltrindole
80 < l !
60 +
%)
Q
=
2 404
20 4
° L
.20 4 15 min 30 min
C
16
3™ —8— Saline (8)
3 124 ~{3—~ Naltrindole; 72 ug (6)
E:
£ 104
=
2 89
s
2 6
g
2 47
[=]
wn 2 p
0 < oy v v v
BL 0 15 30 45

Time after i.t. injection of deltorphin (min)

60

63

Figure 3. Anti-allodynic effects of i.t.
deltorphin II in CFA rats. (A) Rats
were injected with CFA in the plantar
surface of the left hind paw. Six days
after CFA injection, the 50% paw
withdrawal threshold (in g) was
measured using von Frey hairs every 15
min over a period of 60 min following
1.t. injection of deltorphin II (Delt II; 3,
10, 30 pg) alone or following naltrindole

¥ (NTT; 72 pg) injection. BL indicates the

baseline for 50% withdrawal threshold

* just before CFA injection, and time 0

indicates the paw withdrawal threshold
immediately  before  deltorphin 1I
injection. Intrathecally-administered
deltorphin II induced a dose-dependent
(3, 10, 30 pg) reduction of mechanical
allodynia of the ipsilateral hind paw of
CFA-treated rats (Frreatmenc—15.83 with
P<0.0001, two-way ANOVA followed
by Bonferroni post hoc test). The anti-
allodynia induced by deltorphin II
peaked 15 min after the injection.
Intrathecally-administered  naltrindole,
10 min prior to deltorphin II injection (a
3:1 molar ratio of NTI/ Delt II = 72/30
pg), reversed the anti-allodynia induced
by deltorphin II at 15 min post-injection
(Frreatment=25.53 with P<0.0001, two-
way ANOVA followed by Bonferroni
post hoc test). (B) The %MPE + S.E.M.
was determined 15 and 30 min after
injection of deltorphin II alone or in
combination with NTI. The %MPE for
deltorphin II injected after NTI was
lower than the %MPE of deltorphin II-
injected rats, indicating that the effect of
deltorphin II was DOPR-mediated (*
P<0.05 at 30 min, two-tailed unpaired -
test). (C) As compared with saline, by
itself i.t. NTI (72 ug) has no effect on the
CFA-induced mechanical allodynia
(Frreatment=3.13 with P>0.05, two-way
ANOVA followed by Bonferroni post
hoc test).
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Deltorphin II has equal potency at alleviating bone cancer pain and inflammatory
pain :

We determined the potency of deltorphin II to inhibit bone cancer pain and
inflammatory pain. As shown in Fig. 4, doses of deltorphin II required to induce 50% of
the maximal possible effect (EDso) at 15 min are 10.1 pg and 17.6 pg for cancer-bearing
and CFA animals, respectively. Note that the %MPE used for this calculation were
determined from the results shown in Fig. 2B and Fig. 3B. The relative potency of
deltorphin II at alleviating bone cancer pain and inflammatory pain were comparable

(P>0.05, two-way ANOVA followed by Bonferroni’s multiple comparison test).

1001 @ cancer (15 min)
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Figure 4. Analgesic efficacy of deltorphin II in bone cancer pain and
inflammatory pain. A graph of the effective dose of deltorphin II (EDsg)
inducing 50% relief of the mechanical allodynia and hypersensitivity was
obtained from the data presented in Fig. 2B and 3B at the corresponding
peak responses (i.e., 15 min after it. injection of deltorphin II). No
difference was observed between cancer (EDso=10.1 pg) and CFA-treated

rats (EDs¢=17.6 ng) (Statistical analysis was determined using two-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post test).
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Discussion

In this study, we investigated the analgesic potency of deltorphin II in a rat bone cancer
pain model 14 days after MRMT-1 cancer cell implantation in the femur. Our results
demonstrated that i.t. deltorphin II, a selective DOPR agonist, alleviates bone cancer-
induced mechanical allodynia. Interestingly, we also observed that i.t. deltorphin II is
equally efficacious at reducing bone cancer pain and complete Freund’s adjuvant-induced

inflammatory pain.

Bone cancer pain is among the most difficult types of pain to treat (Honore et al.,
2000b; Kirou-Mauro et al., 2009). Although morphine and other MOPR agonists are the
most common treatment of cancer pain, they are ineffective in a large proportion of
patients (Portenoy et Lesage, 1999; Kirou-Mauro et al., 2009). For this reason, it is
common that increasing doses of morphine are required to adequately reduce bone cancer
pain, a strategy often accompanied by unwanted side effects (Portenoy et Lesage, 1999;
Mercadante et al., 2003; Ossipov et al., 2005; Silverman, 2009). More alarmingly,
prolonged morphine treatment has been shown to accelerate bone degradation and

fragility and sarcoma-induced bone pain (King et al., 2007).

Recently, DOPRs became an attractive target to develop new therapies for the
treatment of chronic and severe pain. In fact, drugs selectively acting on DOPR could
- represent an interesting alternative to MOPR drugs for the treatment of diverse types of
pain. We and others have reported that spinally-administered DOPR agonists have potent
analgesic effects in preclinical animal models of inflammatory (Stewart et Hammond,
1994; Fraser et al., 2000b; Hurley et Hammond, 2000; Cahill et al., 2003; Petrillo et al.,
2003a; Morinville et al., 2004b; Gendron et al., 2007a; Gendron et al., 2007b) and
neuropathic pain (Mika et al., 2001; Petrillo et al., 2003a; Holdridge et Cahill, 2007).
Bone cancer-induced pain is, however, a distinct and more complex type of pain.
Although bone cancer pain shares common characteristics with both neuropathic and

inflammatory pain, Honore and colleagues have suggested that bone cancer pain
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generates a unique set of neurochemical changes in both dorsal root ganglion (DRG) and
spinal cord (Honore et al., 2000b).

The present study investigated the role of spinal DOPRs in the treatment of pain
induced by bone cancer. Using a rat model of cancer-induced bone pain characterized in
our laboratory (Dore-Savard et al., 2010), we first measured the onset of mechanical
allodynia following MRMT-1 cell injection in the femur. We observed that mechanical
allodynia rapidly and progressively developed from day 7 to day 14 followihg tumor cell
implantation. At day 14, mechanical allodynia was shown to be associated with bone
structural changes, degradation, and microfractures. Additionally, MRMT-1 cells
increased osteoclast activity leading to progressive bone remodeling, as demonstrated
previously (Dore-Savard et al., 2010). These observations are consistent with studies
performed in other rat and mouse models of bone cancer pain (Medhurst et al., 2002;

Donovan-Rodriguez et al., 2004; Brainin-Mattos et al., 2006; King et al., 2007).

The analgesic potency of i.t.-delivered deltorphin I, a selective DOPR agonist,
was thus measured 14 days after tumor cell implantation. In tumor-bearing rats, i.t.
deltorphin II produced significant dose-dependent anti-allodynic effects. This effect was
DOPR-mediated because it was prevented by naltrindole, a DOPR-selective antagonist.
In mouse models of tibial (Baamonde et al., 2005) and femoral osteosarcoma (Brainin-
Mattos et al., 2006), peripheral (local or systemic) administration of DOPR agonists
produced analgesia. This is however the first study demonstrating that i.t.-delivered
DOPR agonist can adequately alleviate bone cancer-induced pain in rodents.
Accordingly, in humans coping with cancer-induced pain, i.t. DADLE, a DOPR-preferred
agonist, was also found to induce potent analgesia (Onofrio et Yaksh, 1983; Moulin et al.,
1985; Krames et al., 1986). In most patients, DADLE was as potent as morphine in
alleviating bone cancer pain (Moulin et al., 1985). More importantly, DADLE remained
active in patients tolerant to systemic (Moulin et al., 1985) or i.t. opiates (Krames et al.,
1986). In the present study, we only evaluated mechanical hypersensitivity. Additional

studies will be necessary to determine whether spinally-injected DOPR agonists are
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effective at reducing movement-evoked pain and spontaneous pain, two modalities often

present in patients with cancer pain.

Because morphine was previously shown to have reduced potency in alleviating
bone cancer pain compared to inflammatory pain (Luger et al., 2002; Wacnik et al.,
2003), we sought to determine the analgesic effects of i.t. deltorphin II in these two pain
models. At comparable levels of mechanical allodynia for each model, we found that
deltorphin II had a similar relative potency at alleviating bone cancer- and inflammation-
induced pain. These observations contrast with morphine’s apparent four- to ten-fold
lower potency against tumor-induced bone pain (Luger et al., 2002; Wacnik et al., 2003)
and further support the utility of using DOPR selective agonists to treat this type of pain.
The reduced efficiency of morphine in animals suffering from bone cancer pain could
possibly be explained by the down-regulation of MOPR in a distinct population of DRG
neurons (Yamamoto J. et al., 2008). Similarly, humans suffering from bone cancer pain
generally need higher doses of morphine compared to individuals coping with
inflammatory pain (Mercadante et Arcuri, 1998; Mercadante, 2010). Therefore, it is
interesting that a spinal DOPR agonist produced similar analgesia in both pain models.
Because morphine only has a narrow selectivity for MOPR and DOPR, it could be
hypothesized that the high doses of morphine required to alleviating pain in bone cancer

pain patients might also activate DOPR in addition to MOPR.

In a rodent CFA model, we have previously demonstrated that the increased
DOPR agonist efficiency was accompanied by an up-regulation of DOPRs at the cell
surface of DRG and spinal cord neurons (Cahill et al., 2003; Gendron et al., 2006;
Gendron et al., 2007a). The same phenomenon was also observed in neuropathic pain
models (Morinville et al., 2004a). Currently, it is not known if the levels of membrane-
associated DOPRs in neurons are increased following injection of tumor cells in the
femur. However, because the doses of deltorphin II used in this study had no effect in the
contralateral paw, this suggests that DOPRs are activated poorly in the absence of pain
and therefore, supports the hypothesis that its membrane expression is enhanced

following tumor-induced bone pain. It was shown previously that DOPR deletion in mice
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induced exaggerated responses to noxious stimuli (Martin M. et al., 2003) and increased
neuropathic and inflammatory pain in corresponding animal models (Nadal et al., 2006;
Gaveriaux-Ruff et al., 2008). In the present study, acute pharmacological blockade of
DOPR had no effect on the allodynia induced by bone cancer pain and by inflammation,
suggesting that if these pain conditions changed the properties of DOPR, naltrindole

administration had no hyperalgesic effect.

In addition to the analgesia induced by DOPR agonists (present study and
(Baamonde et al., 2005; Brainin-Mattos et al., 2006), activation of DOPRs was shown to
reduce cancer cell invasion and proliferation (Martin-Kleiner et al., 2003; Jaglowski et
al., 2005; Debruyne et al., 2010; Kuniyasu et al., 2010). In the present study, only acute
i.t. administration of deltorphin II was performed. Therefore, it is possible that sustained
systemic infusion of a DOPR agonist could decrease MRMT-1 cell proliferation and

invasion.

Conclusion

In conclusion, we demonstrated for the first time in a rat bone cancer pain model the
analgesic effects of a spinally-administered selective DOPR agonist, deltorphin II. In
particular, we showed the dose-dependent anti-allodynic effects of deltorphin II in
sarcoma-induced bone cancer and inflammatory pain. In both models, we found similar
analgesic potency of deltorphin II. Bone pain symptoms are generated by various
mechanisms that remain unclear. A better understanding of the mechanisms underlying
bone cancer pain and the regulation of DOPRs in chronic pain conditions will be

important in the development of DOPR-targeted medications.
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6 DISCUSSION

6.1 RETOUR SUR L’ARTICLE

Cette étude avait pour but d’évaluer le role de DOPR exprimé au niveau spinal dans
le traitement de la douleur induite par le cancer des os. En utilisant le modéle murin de
douleur osseuse caractérisé lors d’une étude antérieure a laquelle j’ai contribuée (Dore-
Savard et al., 2010), nous avons confirmé les effets analgésiques d'un agoniste sélectif
des récepteurs opioides delta, la deltorphine II, administré par la voie intrathécale. La
deltorphine II a diminuée de maniére dose-dépendante 1’allodynie mécanique 14 jours
aprés l'implantation des cellules mammaires syngéniques, MRMT-1, dans le fémur de
rats. L administration d’un antagoniste sélectif delta, le naltrindole, a permis de confirmer
que [’analgésie était dépendante de DOPR. En utilisant le modéle de douleur
inflammatoire induit par I’injection de 1’adjuvant complet de Freund (CFA), nous avons
aussi démontré que la deltorphine II était équipotente pour soulager la douleur
inflammatoire et cancéreuse. Les résultats de cette étude montrent, pour la premiére fois,
que l'activation spinale des DOPRs provoque une analgésie significative, a des doses
équivalentes aussi bien pour réduire la douleur inflammatoire que la douleur osseuse due
au cancer, chez le rat. Nos observations suggérent que DOPR représente une cible
potentielle pour le développement de nouvelles thérapies analgésiques dans le traitement

de la douleur cancéreuse.

6.2 IMPLICATION DE DOPR DANS LA DOULEUR CANCEREUSE
6.2.1 Roéle de DOPR au niveau spinal

Plusieurs évidences supportent le role de DOPR au niveau spinal pour moduler les
comportements douloureux. En 1987, une premiére étude a démontré que les agonistes
DOPR produisent une analgésie puissante lorsqu’administrés par voie intrathécale a des
souris (Porreca et al., 1987). Au fil des ans, le DOPR a émergé comme une cible
thérapeutique potentielle pour le développement 'de nouveaux analgésiques pour traiter la
douleur résultante de différentes étiologies. Plusieurs groupes de chercheurs ont rapporté

que les agonistes DOPR administrés par la voie spinale ont de puissants effets
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analgésiques dans des modéles d’animaux précliniques de douleur 'inﬂammatoire
(Stewart et Hammond, 1994; Fraser et al., 2000a; Cahill et al., 2003; Petrillo et al.,
2003b; Morinville et al., 2004b; Gendron et al., 2007a; Gendron et al., 2007b) et
neuropathique (Mika et al., 2001; Petrillo et al., 2003b; Holdridge et Cahill, 2007;
Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 2011). De plus, des cas cliniques ont montré les effets spinaux
d’agonistes delta chez des patients souffrant de douleur cancéreuse et tolérants a la

morphine (Onofrio et Yaksh, 1983; Moulin et al., 1985; Krames et al., 1986).

Au niveau spinal, nous avons démontré dans cette étude que la dose intrathécale
de deltorphine II nécessaire pour diminuer la douleur cancéreuse est equlvalente a la dose
requise pour atténuer la douleur inflammatoire et ce, pour un méme niveau d’allodynie.
Ces observations suggérent que la deltorphine II conserve son efficacité analgésique dans
la douleur osseuse, comparativemenf a la morphine qui voit son potentiel analgésique
réduit de 4 a 10 fois dans un autre modéle de douleur cancereuse (Luger et al., 2002)
(Figure 11). Cette étude a comparé I’efficacité de 1la morphine a différentes doses dans un

modele d’ostéosarcome de souris a un modele inflammatoire (CFA). Selon les différents

MORPHINE EFFICACY :

::l""o TEST SALINE | 1 mg/kg | 3 mg/kg |10 mg/kg}30 mg/kg 2
g [owmsm e [7.58 [3.96 18.80 1 2.93[2.82] |
<|& | 7o [6.17] 5.5 [10.39 5.25]7.00] |
Elhi|imueco] 3.0 |3.63] 2.6 | 3.7113.75] |
Of'Z ponrres wamo 0.3010.96 | 0.45] 1.32[1.32] |
S|4 By 5.32] 6.87[4.51]1.43[2.32] |
i [y 18.57 10.13] 9.8 [3.57]0.00] |
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] p<005 ’?

Figure 11. Efficacit¢ de la morphine systémique dans le modéle cancer
d’ostéosarcome et le modéle inflammatoire (CFA). Les animaux atteints de cancer
nécessitent des doses significativement plus élevées de morphine sulfate pour contrer la
douleur comparativement au mode¢le CFA. Les encadrés jaunes, verts et rouges
montrent une augmentation de 5X, 2.3X et 2X, respectivement, de la dose de morphine
sulfate requise pour diminuer la douleur cancéreuse comparativement au modéle CFA.
Source : (Luger et al., 2002)
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types de tests douloureux effectués, les auteurs de cette étude ont observé, a doses
équivalentes, que la morphine sulfate induit une meilleure analgésie chez les souris CFA
que celle portant un sarcome. De fagon similaire, les humains souffrant de douleurs
cancéreuses requicrent généralement des doses plus élevées de morphine par rapport aux
patients atteints de douleurs inflammatoires (Mercadante et Arcuri, 1998; Mercadante,
2010). Ces constatations viennent supporter 1’utilité éventuelle d’employer des agonistes

DOPR comme alternative aux agents morphiniques en clinique.

Chez des patients tolérants a la morphine, les effets spinaux de DOPR ont réduit
significativement les comportements douloureux liés au cancer (Onofrio et Yaksh, 1983;
Moulin et al., 1985; Krames et al., 1986). Ces données proposent que l’efficacité
analgésique delta est toujours présente suite a un traitement chronique a la morphine.
Ceci laisse entrevoir I’hypothése qu’un pré-traitement a la morphine pourrait augmenter
le potentiel analgésique des agonistes delta dans un état de douleur osseuse. Tel que
rapporté dans les travaux antérieurs du laboratoire (Gendron et al., 2006; Gendron et al.,
2007b) et par d’autres groupes (Cahill et al.,, 2001b; Morinville et al., 2004b), un pré-
traitement a la morphine potentialise les effets des agonistes delta dans un modéle
inflammatoire. Dans cette optique, il serait intéressant d’évaluer si les agonistes delta
conservent ou augmentent leurs propriétés analgésiques chez des animaux cancéreux
tolérants a la morphine. Ainsi, il serait possible de renforcer I’hypothése que les effets
analgésique des agonistes delta sont améliorés dans un état de douleur inflammatoire,

neuropathique et possiblement cancéreux.

Afin de mieux comprendre le réle fonctionnel de DOPR au niveau spinale lors de
’analgésie, il serait pertinent de vérifier I’impact de la deltorphine II sur les médiateurs
neurochimiques de la douleur dans la moelle épiniére. Parmi les divers neuromodulateurs
relachés (CGRP, substance P, glutamate) lors de la transmission du signal douloureux
dans la corne dorsale de la moelle épiniére (Figure 12), la substance P (SP) a un réle
particulicrement important dans le processus douloureux de par ses interactions étroites
avec le systéme opioidergique (Guan et al., 2005). La substance P est présente dans les

fibres peptidergiques des DRG (McCarthy et Lawson, 1989) ou I’on retrouve également
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Figure 12 Neuromodulateurs spinaux lmpllques dans le mécanisme de la
douleur cancéreuse. La libération de substance P au niveau des DRG et de la
corne dorsale de la moelle épiniére a un réle particuliérement important dans le
développement de la douleur cancéreuse. Source : (Luger et al., 2005)

le DOPR (Dado et al., 1993, Ji et al., 1995; Zhang X. et al., 1998). 1l est possible de faire
varier les niveaux de substance P des fibres afférentes primaires par des stimuli non-
douloureux mécaniques ou douloureux chimiques (capsaicine, formaline). Suite a la
relache de substance P induite par un stimulus mécanique normalement non-douloureux
dans des modeles murins de CIBP, il a ét¢ observé que la susbtance P se lie et active le
récepteur NK-1 pour induire son internalisation. Egalement, il a été montré que des
stimuli mécaniques non-douloureux appliqués a des souris naives et sham n’induisent pas
I'internalisation du compléxe substance P-NK1 (SP-NK1) (Figure 13A). A I’opposé, une
forte internalisation est observée chez des souris ayant le CIBP quand un stimulus non-
douloureux est appliqué au membre affecté (portant la tumeur) (Schwei et al., 1999;
Honore et al., 2000b) (Figure 13B). Ces études suggerent que ’application d’un stimulus
normalement non-douloureux induit la reldiche de SP dans la moelle épini¢re suivi par
I'internalisation du complexe ligand-récepteur SP-NK1. Donc, si un agent analgésique est
. administré avant 1’application du stimulus, on s’attendrait & voir une diminution de la
relache de la SP des fibres afférentes reflétée par une réduction de I’internalisation SP-
NK1. Cette technique de mesure indirecte de I’action d’un composé analgésique a été

validée et utilisée dans plusieurs études antérieures (Kondo et al., 2005; Nazarian et al.,
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SPR - sham with palpation

Figure 13. Effets de la palpation du genou sur I’internalisation du complexe
substance P et de son récepteur NK-1 dans la moelle épiniére de rats
cancéreux. La palpation du genou est un stimulus mécanique normalement non-
douloureux qui peut induire la reldche de substance P dans la moelle épiniére
dans certaines conditions. Lorsqu’appliquée a un animal sham (A), la palpation
du genou n’induit pas I’internalisation du complexe substance P-NK1, alors que
chez des animaux cancers (B) une forte internalisation est observée. Source :
(Schwei et al., 1999)

2008) afin d’évaluer le pouvoir analgésique spinal d’une molécule par internalisation. Cet
outil a permis & notre laboratoire de démontrer la capacité inhibitrice de la deltorphine 11
intrathécale sur la relidche de SP des fibres afférentes via la diminution de I’internalisation
SP-NK1 dans la moelle épini¢re de rat (Beaudry et al., 2011). De cette méme fagon, il
serait intéressant de déterminer dans le modele de douleur due au cancer des os, si
I’administration de deltorphine II intrathécale précédant le stimulus non-douloureux
mécanique peu induire des changements dans le niveau de SP affectant I’internalisation
SP-NK1 dans la moelle épiniére. Ceci permettrait de mieux comprendre les intéractions

et le role de DOPR dans I’analgésie spinale du modéle cancéreux.

6.2.2 Localisation de DOPR

Depuis plusieurs années, la compréhension de la régulation de l'expression du
récepteur delta, de son activité et des mécanismes qui contribuent a I’analgésie médiée

par DOPR ont beaucoup évolués. Un facteur important impliqué dans l'analgésie des
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opioides delta est le niveau d'expression du récepteur a la surface membranaire des
neurones dans les différents sites des voies de la transmission de la douleur. La variation
de la densité de DOPR est trés dynamique selon différentes conditions. Plusieurs études
ont démontré que ’expression de DOPR change dans des modéles de douleur chronique
inflammatoire et neuropathique (Gaveriaux-Ruff et Kieffer, 2011). En particulier, suite a
un traitement a la morphine ou lors de douleur inflammatoire, DOPR est augmenté a la
surface cellulaire, ce qui ameéne un plus grand nombre de récepteurs disponibles pour étre
activés. Effectivement, il a ét¢ montré chez les rongeurs qu’un pré-traitement a la
morphine permet d’augmenter le nombre de DOPR a la membrane plasmique des
neurones de la moelle épiniére (Cahill et al., 2001b; Morinville et al., 2003; Morinville et
al., 2004a) et des DRG (Gendron et al., 2006) et que ceci s’accompagne d’une
potentialisation des propriétés analgésiques des agonistes DOPR (Cahill et al., 2001b;
Morinville et al., 2003). Ainsi, ’effet d’un pré-traitement a la morphine sur la

biodisponibilité de DOPR chez les animaux cancers serait pertinent a évaluer.

Dans le modéle inflammatoire CFA, notre laboratoire a démontré qu’une régulation
a la hausse de DOPR a la membrane plasmique des neurones de la moelle épiniére
augmente 1’efficacité des agonistes delta (Cahill et al., 2003; Gendron et al., 2006;
Gendron et al., 2007a). Le méme phénomene a également été observé dans les modéeles
de douleur neuropathique (Morinville et al., 2004a). Actuellement, dans une condition de
douleur induite par le cancer des os, il n’y a aucune étude qui indique si les niveaux de
DOPR dans les neurones spinaux sont augmentés ou non. Toutefois, puisque les doses de
deltorphine II utilisées dans notre étude n’avaient aucun effet analgésique sur la patte
controlatérale, nos observations suggérent que les DOPRs sont peu ou pas activés en
absence de douleur cancéreuse. Ceci supporte I'hypothése que son niveau d’expression
membranaire est augmenté en présence d’un état de douleur cancéreuse. De plus,
considérant que le CIBP est une douleur chronique ayant une composante inflammatoire
(Honore et al., 2000b), les résultats obtenus dans notre étude laissent croire que DOPR
pourrait, comme dans le modele inflammatoire CFA, avoir une augmentation de sa
densité membranaire dans la moelle épiniére et les DRG. Ainsi, il serait intéressant de

vérifier la localisation de DOPR par la technique de microscopie électronique, largement
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utilisée dans les €tudes antérieures (Dado et al., 1993; Ji et al.,, 1995; Zhang X. et al,,
1998; Gendron et al., 2006), dans la corne dorsale de la moelle épiniére et des DRG et ce,
a différents stades (précoce, tardif) du développement de la douleur cancéreuse. Aussi,
Iutilisation du ligand fluorescent w-Bodipy red-[D-Ala’]-deltorphin I est une autre
technique de détection qui permettrait de fournir un indice sur la densité membranaire de
DOPR (Cahill et al., 2001b; Gendron et al., 2006). En utilisant ces outils de visualisations
pour localiser DOPR, nous serions en mesure de vérifier s’il y a une corrélation entre la
densité membranaire de DOPR et les effets analgésiques de la deltorphine II observés

dans notre étude.

D’autres mécanismes, outre la douleur inflammatoire et la morphine, peuvent
augmenter P’activité de DOPR. Notamment, dans une situation de douleur persistante,
P’implication du NGF accentue la biodisponibilit¢ de DOPR a la surface cellulaire (Bie et
al., 2010). Bie et ses collégues ont en effet démontré qu’un traitement prolongé au NGF
provoque l'apparition de nouveaux récepteurs fonctionnels sur les terminaisons
synaptiques de neurones du cerveau, in vitro et in vivo chez des souris tolérantes a la
morphine. De plus, la présence du NGF a été notée dans la douleur cancéreuse. En effet,
le NGF est fortement exprimé par la tumeur et les cellules inflammatoires dans
I’environnement osseux chez I’animal cancéreux (Halvorson et al., 2005; Sevcik et al.,
2005). Egalement, I’anticorps anti-NGF a la capacité de diminuer des marqueurs
neurochimiques (ATF-3, CGRP) associés a la sensibilisation centrale et périphérique,
dans les DRG et la moelle épiniére, lors de I’établissement du CIBP (Sevcik et al., 2005).
Ces ¢études laissent entrevoir une implication possible du NGF dans le CIBP et
I’adressage a la membrane de DOPR. Il serait intéressant d’évaluer la densité
membranaire de DOPR dans la moelle épini¢re et les DRG de rats cancéreux suite a

I’administration de I’anticorps anti-NGF.
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6.3 EFFICACITE DES MODELES ANIMAUX
6.3.1 Comparaison des modéles animaux

Au cours de la derniére décennie, les premiers modéles animaux de douleur due
au cancer des os ont été développés (Schwei et al., 1999; Cain et al., 2001; Medhurst et
al., 2002; Wacnik et al., 2003; Zhang R. X. et al., 2005). En termes de croissance
tumorale, de remodelage osseux et de douleurs osseuses, ces modéles semblent refléter
divers aspects du cancer des os humains (Schwei et al., 1999; Honore et Mantyh, 2000).
L’information engendrée & partir de ces modéles a commencée a fournir un apergu des
mécanismes qui générent et maintiennent la douleur osseuse. Les modéles animaux
ostéolytiques sont les modeles les plus utilisés a ce jour, comparativement aux modéles
ostéoblastiques, probablement du fait de I’incidence plus élevée des cancers ostéolytiques
qui représentent 70% des cas chez les femmes avec le cancer du sein atteintes de
métastases secondaires (Theriault et Hortobagyi, 1992). Les similitudes et les différences
entre les modéles animaux induits par le cancer des os en comparaison avec notre modéle

(Dore-Savard et al., 2010) seront discutées dans cette section.

Le tout premier modéle animal de douleur cancéreuse a été développé par 1’équipe
de Schwei en 1999 (Schwei et al., 1999). Ils ont mis au point une méthode d’implantation
locale de cellules cancéreuses de fibrosarcome dans le fémur de souris. Ils ont démontré
que cette implantation conduit a un animal ayant une douleur osseuse localisée. Ce
modele est adéquat pour étudier la physiopathologie du CIBP. Toutefois, étant donné que
le site d’insertion des cellules dans le fémur n’était pas complétement étanche, une

évasion locale de la tumeur a été notée.
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Tableau 4. Tableau comparatif des différents modéles de douleur due au cancer
des os chez la souris et le rat. Chez la souris, les trois mode¢les existants utilisent la
méme souche de souris, lignée cellulaire, mais différent par leurs sites d’injections.
Chez le rat, deux modéles utilisent la méme souche d’animaux et la méme lignée
cellulaire pour générer un cancer ostéolytique alors que le modele proposé par Zhang
différe par son caractére ostéoblastique. L’encadré rouge représente notre modele
d’étude.

Depuis 1999, plusieurs modéles utilisant le méme principe d’implantation locale
ont ét¢ décrits (Tableau 4). Les modéles animaux ont €té é€laborés, dans un premier
temps, pour imiter la condition humaine. Il s’agissait de comprendre la douleur due au
cancer des os. Des modeéles de souris-avec un cancer de 1’os calcanéum (Cain et al.,
2001), de I'numérus (Wacnik et al., 2003), ou du'tibia chez le rat (Medhurst et al., 2002;
Zhang R. X. et al, 2005) ont €ét€ induits par des cellules mammaires MRMT-1
(Mammary Rat Metastasis Tumor) (Medhurst et al., 2002), 4T.1 (Zwolak et al., 2008) et
Walker 256 (Mao-Ying et al., 2006), ou de la prostate AT-3.1 (Zhang R. X. et al., 2005).
Ces modéles ont servi également a caractériser les changements locaux ou la plasticité
neuronale des régions spinales innervant 1’os. Il existe aussi les modeles de souris avec
I'inoculation intramédullaire du fémur de lignées cellulaires de fibroblastes induisant la
douleur osseuse. Un exemple est le fibrosarcome (Cain et al., 2001; Wacnik et al., 2003)).
Cependant, ces modéles sont basés sur l'imitation des cancers primaires des os, qui ne

constitue que 0,19% de tous les cancers. L’importance de créer des mod¢les qui imitent

des cas fréquents de cancers des os est un critére important pour la représentativité du
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modele. En effet, les cancers des os secondaires provenant du cancer du sein ou de la
prostate, connus pour leur capacité a faire des métastases osseuses (Sabino et al., 2003),
sont plus fréquents (60% des cancers secondaires) que les cancers primaires des os (0,19

% des cancers primaires) (van den Beuken-van Everdingen et al., 2007).

A ce jour, les modéles de dissémination des métastases & 1’os constituent la
meilleure représentation clinique des métastases osseuses. Toutefois, il est difficile de
cibler un site particulier d’étude étant donné 1’étendue multi-sites des métastases. Ceci
rend d’autant plus difficile Iisolement des mécanismes contribuant a la douleur due au
cancer des os (Canon et al., 2008; Rozel et al., 2009). D’un autre coté, les modéles
utilisant I'mplantation locale dans 1’0s pour imiter la douleur osseuse utilisent souvent
des lignées cellulaires de cancers primaires (Schwei et al., 1999; King et al., 2007;
Niiyama et al., 2009).

Nous avons donc développé un modéle de douleur cancéreuse induit par
I'implantation, dans le fémur, de cellules cancéreuses mammaires du sein chez le rat méle
(Chirurgie cancer-Annexe 1). Le choix réfléchi d'utiliser des rats méles -est d’éviter les
variations hormonales qui sont bien connues pour influencer (Aloisi et Bonifazi, 2006;
Cairns et Gazerani, 2009) la réponse a la douleur. Pour nos investigations, il était
préférable d’effectuer nos études sur les rats males afin de limiter les sources de
variations et de nous permettre de comparer 1'évolution de la douleur et la progression du
remodelage osseux aux autres modéles rapportés dans la littérature. En effet, les cellules
MRMT-1 ont été abondamment utilisées dans le passé pour évaluer la douleur osseuse
due au cancer mammaire suivant l'inoculation de cellules cancéreuses autant chez les
males (Urch C. E. et al., 2003; Donovan-Rodriguez et al., 2004; Urch C. E. et al., 2005)
que les femelles (Medhurst et al., 2002; Walker et al., 2002; Nagae et al., 2007).
Néanmoins, il serait tout de méme intéressant d’évaluer, dans les futures études, les effets
de I’influence hormonale, sur la croissance tumorale et la réponse a la douleur suivant

I’administration d’agonistes delta.



Puisque le rat est I’une des
espéces les plus étudiées dans les
paradigmes de la douleur (Mogil,
2009), nous avons donc choisi une
lignée cellulaire provenant d’un
carcinome mammaire de rat. Le
caractére  intrinséque de ces
cellules syngéniques & métastaser
dans les organes éloignés, justifie
ce choix représentatif de la
_clinique. En 1975, la toute
premiére étude, décrivant la
génération de cette lignée

cellulaire, a montré la capacité de
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organes ¢loignés (Harada, 1975).
D’ailleurs, dans ' cette é€tude,
Harada a détecté
macroscopiquement la présence
de nombreuses  cellules
cancéreuses dans les ganglions
lymphatiques et les - poumons
plusieurs semaines apres
I’implantation  d’une  tumeur

formée de MRMT-1 dans le
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Figure 14. Métastases pulmonaires originaires
du cancer osseux chez un rat 14 jours post-
chirurgie. Lors de ’autopsie, 14 jours suivant
I’implantation des cellules MRMT-1 dans le
fémur de rats Sprague-Dawley males, il y a
présence de métastases pulmonaires. Les fléches
jaunes indiquent 1’emplacement des nodules
pulmonaires. Source : Images prises par Valérie
Otis.

fémur. Cette constatation refléte les résultats de 1’étude clinique de Coleman et Rubens

démontrant que parmi les 587 patients en phase terminale d’un cancer mammaire, 83%

avaient des métastases osseuses et 27% des métastases pulmonaires et hépatiques

(Coleman et Rubens, 1987). Ces études sont aussi cohérentes avec nos observations
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faites. Lors de ’autopsie, 14 jours suivant ’implantation des MRMT-1, nous avons
décelé chez = 25% des rats la présence de métastases pulmonaires (Figure 14). Les études
mentionnées et nos résultats montrent donc le caractére invasif et agressif de la lignée

cellulaire MRMT-1 in vivo.

L’utilisation du modele animal d’implantation directe des cellules cancéreuses
dans I’espace intramédullaire semble €tre le plus représentatif parmi tous les modéles
existants pour [’étude de la douleur cancéreuse. Le probléme majeur avec ce modéle est
la fermeture du site d’injection. Ce site ne peut étre refermé au moyen d'agents
d'étanchéités classiques mais la surface osseuse est un milieu humide rendant difficile
I’adhérence de la cire ou de la poudre d’os. Conséquemment, les cellules tumorales
s’échappent rapidement du canal médullaire pour éroitre dans I’articulation et le tissu
mou environnant. La tumeur extrasquelettique formée interfére non seulement a 1’analyse
comportementale, mais atteind des fibres nerveuses contribuant a la douleur
neuropathique. Pour limiter ce biais, nous avons choisi d'adapter et d’améliorer ce modéle
en colmatant le site d'injection avec un amalgame dentaire qui se lie étroitement et scelle
la cavité creusée dans la téte du fémur. L’amalgame dentaire a la propriété de pouvoir
adhérer efficacement a ’os suite a sa polymérisation. Ce colmatage du site d'injection
nous a permis de contenir les cellules tumorales au sein de l'espace intramédullaire et

prévenir l'invasion dans les muscles environnants (Luger et al., 2001).

Suite a I’'implantation des cellules MRMT-1 dans le fémur du rat, nous avons
observé le développement des comportements douloureux chez les animaux atteints. Ces
comportements se traduisaient visuellement par un boitement lors de la marche, un
réflexe de flexion du membre atteint et quantitativement par un seuil de retrait diminué a
I’application d’une pression mécanique. Ces manifestations douloureuses correspondent
chez I’humain a la douleur provoquée par le mouvement, des douleurs spontanées et de la
douleur continue, respectivement. En effet, la douleur spontanée (non-volontaire) et la
douleur durant la marche (volontaire) sont les premiers symptomes cliniques présents et
détectés lorsque les patients ayant des métastases osseuses consultent leur médecin. La

douleur spontanée et incidente sont trés chez les cancéreux et sont autant indicateurs du
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risque de fractures (Aebi, 2003; Donthineni, 2009; Mercadante et al., 2009). Toutefois, il
est difficile d’évaluer et de quantifier ces 2 types de douleurs chez les animaux. Malgré
les nombreuses tentatives de développer des essais pour détecter la douleur spontanée
chez les rongeurs, a ce jour aucun test n’a été¢ adéquatement standardisé et validé pour en
tirer des conclusions significatives et transposables en clinique (Mogil, 2009). Ainsi, la
mesure du seuil de retrait, évoqué par un stimulus, reste le pilier de I’évaluation de la
douleur cancéreuse en pré-clinique (Luger et al., 2002; Medhurst et al., 2002). Dans ce
sens, nous avons évalué D'apparition de I’allodynie par I’application d’un stimulus
mécanique tactile (filaments de von Frey) normalement non-douloureux a la surface
plantaire de la patte affectée et saine. Egalement, il aurait été pertinent de vérifier la
présence d’hyperalgésie thermique des rats cancéreux tel que décelée chez les patients

métastatiques (van den Beuken-van Everdingen et al., 2007).

Malgré les avantages apparents de notre modéle animal et de notre étude, nous
sommes conscienst de certaines limitations. D’ailleurs, nous avons opté lors de I’étape de
’implantation des cellules dans le fémur, pour Parthrotomie. L’arthrotomie consiste au
déplacement du ligament patellaire du genou permettant d’avoir accés a la fosse
intercondylienne ou se situe le site d’injection des MRMT-1. Ainsi, I’insertion directe de
’aiguille, parallelement au fémur, dans le canal médullaire est facilitée et se traduit par
un taux de réussite de 90 %, 9 rats sur 10 développent le cancer. Le déplacement de la
patella peut entrainer une inflammation précoce et une douleur transitoire suite a la
chirurgie. Pour contréler ces artéfacts, nous avons utilisé un groupe sham c¢’est-a-dire des
rats ayant subit la chirurgie avec ’implantation de milieu de culture au lieu de cellules
cancéreuses. Ces animaux contrdles n’ont montré aucun signe de douleur résiduelle lors

des tests effectués aux jours 3, 7, 11, 14 post-chirurgie (Figure 1A, p.59).

Une autre faiblesse de I’étude est ['utilisation aigué de 1’agoniste delta,
deltorphine II. Une administration chronique de la deltorphine II refléterait davantage la
situation d’un patient cancéreux. On obtiendrait ainsi de 1’information a long terme sur le
pouvoir analgésique de la deltorphine II et on pourrait évaluer si I’animal développe une

tolérance a la deltorphine II. Une autre limitation des présents travaux est la voie
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d’injection intrathécale. Il serait plus approprié d’utiliser la voie systémique avec les
agonistes sélectifs delta qui traversent la barriére hémato-encéphalique, par exemple le
SNC-80, ce qui coinciderait aux voies d’administration usuelles deé opioides (per os,
sous-cutané, intraveineux) chez 1’humain. Cependant, la majorité des agonistes delta les
mieux caractérisés et qui passent la barriere hémato-encéphalique (SNC-80, BW373U86)
provoque des effets secondaires néfastes comme des convulsions (Dykstra et al., 1993;
Negus et al., 1994). L’utilisation de la voie intrathécale reste donc essentielle dans nos
études pour délivrer les agonistes sélectifs delta n’induisant pas d’effets secondaires

centraux séveres.

Une limitation générale de tous les modéles animaux de cancers est
Iinterprétation des données précliniques vers la réalité clinique. 11 faut étre prudent
“lorsqu'on extrapole & la clinique les données provenant d'études animales. Bien que les
modeles pré-cliniques développent des comportements douloureux qui ressemblent aux
divers états de douleur chez lhomme, on se sait pas si ces caractéristiques
comportementales correspondent a la perception humaine de la douleur. On peut
seulement supposer que la manifestation comportementale de I'animal représente une

similarité clinique de la douleur chez un patient.

Malgré les limitations de notre modéle animal, celui-ci répond aux critéres de
validit¢ pour un modéle animal de douleur. Selon Mogil, Rice et Vierck, pour qu’un
modele pré-clinique de douleur soit valide, un certain nombre de critéres doit étre rempli
(Rice et al., 2008; Vierck et al., 2008; Mogil, 2009). 1) Le modéle doit fournir des
données comportementales reproductibles et quantifiables. La caractérisation
comportementale complete du modele ostéosarcome a été montrée par nos travaux (Dore-
Savard et al., 2010) et reproduite dans les travaux décrits dans ce mémoire (Otis et al.,
2011). 2) Le modele doit avoir des comportements douloureux qui ressemblent
étroitement a certains symptdmes de la douleur observés chez les humains (par exemple,
l'allodynie, hyperalgésie). L’observation de comportements douloureux comme le
boitement, la flexion du membre atteint et la détection d’allodynie correspondent aux

symptdmes cliniques associés a la douleur cancéreuse (van den Beuken-van Everdingen
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et al., 2007). 3) Les données comportementales doivent corréler avec les réponses
douloureuses obéervées en clinique et les thérapies utilisées chez 'homme. Dans notre
modele, I’utilisation des agonistes opioidergiques delta fait partie de la famille des
antalgiques qui sont communs en clinique pour traiter les douleurs sévéres et intenses de
la maladie. Le modele cancer développé dans le laboratoire posséde donc tous les critéres
et caractéristiques exigées; cela lui confére son utilité pour I’étude de la douleur osseuse

en pré-clinique.

6.3.2 Représentativité de la douleur cancéreuse humaine

On se doit de toujours garder a l'esprit une question cruciale lors de l'utilisation des
modeles animaux : est-ce que le modéle animal choisi est le miroir de la condition
clinique étudiée? Bien que certains modéles animaux représentent des conditions
cliniques spécifiques (e.g. le modéle de neuropathie induit par la constriction chronique
du nerf trijumeau et les modeles de constriction des nerfs périphériques), d'autres ne sont
pas aussi précis (e.g. le modele inflammatoire CFA et le test 4 la formaline) (Mogil,
2009). De plus, méme si le modéle semble avoir une étroite ressemblance avec une
condition spécifique, il est difficile de déterminer si elle représente la méme entité
pathologique que celle observée chez les patients et si elle répond de la méme maniére
aux traitements pharmacologiques. Par conséquent, les applications cliniques des résultats
des modeles animaux cancéreux nécessitent une analyse translationnelle complexe et
appronfondie avant de se conclure en une application directe (Mao, 2009). Néanmoins, le
développement de modéles pré-cliniques mimant la douleur cancéreuse a
considérablement amélioré la compréhension des composantes du CIBP et est nécessaire
pour démystifier les mécanismes pathologiques de cette douleur unique et malcomprise.
Il reste & espérer que la communication continue entre les experts scientifiques
fondamentaux et les cliniciens ménera 4 de nouveaux progrés dans la lutte contre la

douleur cancéreuse.

De plus, la représentativité de notre modeéle cancéreux a suscité I’intérét d’un
scientifique de l'universit¢ McGill, Pr Jeffrey S. Mogil. Nous avons établi une

collaboration visant a évaluer les effets d’inhibiteurs de kinases dans notre modéle. C’est



89

avec une grande fierté, que j’ai accepté de participer a cette collaboration; les résultats
seront publiés sous peu. Bri¢vement, [’utilisation de trois inhibiteurs de kinases soit le
AG1478, inhibiteur spécifique compétitif de I’activité tyrosine kinase du récepteur ErbB1
de la famille des récepteurs du facteur de croissance épidermique (EGFR), le gefitinib
(Iressa®), inhibiteur réversible de haute sélectivité pour le récepteur ErbB1 (EGFR),
utilisé en clinique pour le traitement des patients atteints d’un cancer pulmonaire avancé,
et le lapatinib (Tykerb®/Tyverb®), inhibiteur réversible de haute sélectivité pour le
récepteur ErbB2 (EGFR), utilis€ comme traitement de premiére ligne pour les cancers
mammaires métastatiques, ont été testés 14 jours aprés 'implantation des cellules
MRMT-1 dans le fémur de rats. L’administration systémique de ces trois agents, dans
trois groupes distincts de rats cancéreux, a montré des effets analgésiques significatifs
pour le lapatinib et le gefitinib. A la lumiére de ces résultats, les deux inhibiteurs de
kinases utilisés en clinique démontrent un effet analgésique important dans la douleur

cancéreuse pré-clinique; il reste a déterminer s’ils agissent sur la croissance tumorale.



7 CONCLUSION ET PERSPECTIVES

En conclusion, nous avons décrit pour la premiére fois dans un modéle de douleur
induite par le cancer des os, chez le rat, les effets analgésiques d'un agoniste sélectif
DOPR, la deltorphine II, administré par voie spinale. En particulier, nous avons montré la
relation des effets anti-allodyniques dose-dépendants de la deltorphine II dans la douleur
induite par 1’ostéosarcome et la douleur inflammatoire. Cette étude a permis de révéler un
réle important de DOPR dans le traitement de la douleur cancéreuse, mais il reste
cependant plusieurs questions sans réponse. Plus de recherche nous permettra d’élucider

_et d’€claicir davantage le role de DOPR et de son activité analgésique dans la douleur

0oSsseuse.

Un facteur important impliqué dans l'analgésie des opioides delta est le niveau
d'expression du récepteur a la surface membranaire des neurones dans les différents sites
des voies de la transmission de la douleur. Notre laboratoire a démontré, dans un modéle
inflammatoire CFA, qu’une régulation a la hausse de DOPR a la membranaire plasmique
des neurones de la moelle épiniére augmente I’efficacité des agonistes delta (Gendron et
al., 2006; Gendron et al., 2007a). Le méme phénomeéne a également été observé dans les
modeles de douleur neuropathique (Morinville et al., 2004a). Considérant que la douleur
cancéreuse a une composante de douleur inflammatoire et neuropathique, dans un
premier temps, il serait alors essentiel d’évaluer les effets de la douleur cancéreuse sur
I’adressage membranaire de DOPR 2 la membrane plasmique en répondant & la question
suivante : est-ce que la douleur induite par le cancer des os modifie les niveaux de DOPR
a la membrane plasmique des neurones ? Et peut-on corréler ces niveaux avec les
données comportementales obtenues précédemment ?

Dans un deuxiéme temps, il faudrait évaluer la tolérance croisée en répondant a la
question suivante : est-ce que les agonistes delta conservent leurs propriétés analgésiques
chez des animaux cancéreux tolérants a la morphine ?

Troisiemement, un objectif a long terme de ce projet serait de déterminer les effets des
agonistes delta sur la prolifération des cellules tumorales dans le modéle cancer. Il

faudrait répondre a la question suivante : est-ce que les agonistes delta influencent la
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prolifération tumorale des cellules MRMT-1 ? En plus de l'analgésie induite par les
agonistes delta (Baamonde et al., 2005; Brainin-Mattos et al., 2006; Otis et al., 2011),
l'activation de DOPR réduit I’invasion et la prolifération des cellules cancéreuses
(Martin-Kleiner et al., 2003; Jaglowski et al., 2005; Debruyne et al., 2010; Kuniyasu et
al., 2010). La question suivante se pose donc : est-ce que les agonistes delta pourraient

jouer un double rdle, anti-prolifératif et analgésique, dans le modéle cancer ?

Nous avons montré que ’efficacité de la deltorphine II est similaire (i.e. a des
valeurs de ED50 comparables) dans les mode¢les cancer et inflammatoire, contrairement a
la morphine, comme rapporté dans 1’étude de Luger (Luger et al., 2002). Dans ce méme
ordre d’idées, il serait intéressant d’évaluer dans notre modéle cancer et le modéle
inflammatoire I’effet maximal et la valeur de ’ED50 (i.e. dose d’agoniste a laquelle a
douleur est réduite de 50%) de la morphine administrée par voie intrathécale. Ainsi, nous
pourrions déterminer le pouvoir analgésique de la morphine et comparer son efficacité
analgésique a celle de la deltorphine II dans les états de douleur inflammatoire et

cancéreux.

Un autre objectif éventuel consisterait a tester de nouveaux ligands
peptidomimétiques sélectif pour DOPR passant la barriére hémato-encéphalique et
dépourvus des effets secondaires centraux rencontrés par plusieurs ligands non-
peptidiques dans le modéle de douleur due au cancer des os. Ainsi, on pourrait comparer
I’effet analgésique potentiel de ces peptides dans la douleur cancéreuse avec les autres
modeles de douleurs étudiés dans le laboratoire soit le modéle CFA, formaline et sur
I’anxiété induite par la douleur chronique. Ce projet de synthése peptidique est un volet
présentement en cours dans notre laboratoire, en collaboration avec le Pr Yves Dory du

département de pharmacologie.

Finalement, si pour plusieurs patients le cancer des os est difficile a combattre, nous
pouvons certainement améliorer leur qualité de vie en réduisant la douleur due au cancer.
Une thérapie antidouleur dépourvue des effets secondaires normalement associés aux
narcotiques constituerait une avancée majeure en clinique. A I'issue de ce projet, nous

espérons €étre en mesure de déterminer si les agonistes sélectifs delta peuvent répondre a
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ces attentes, c’est-a-dire contrer de fagon efficace la douleur due au cancer des os tout en

évitant I’apparition d’effets secondaires indésirables.
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+ Flexion patte postérieur gauche ’

* Désinfection zone
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Chirurgie-Suite

Etape 3 Etape 4

* Incision du quatriceps * Introduction aiguille 25 G 5/8
* Accés aux condyles du fémur * Injection de 20pl MRMT-1
* Creuser une cavité dans (30 000 cellules MRMT-1)

Pespace intercondylien

Etape 5 Etape 6

+ Fermeture du site d’injection » Points de sutures internes et externes
avec ’amalgame dentaire '
+ Lavage salin 0,9 %

Durée de la chirurgie : 15 min



