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Résumé

Une personne sur trois sera diagnostiquée d’un cancer au cours de sa vie. Malgré les
progrés importants dans le développement de traitements anti-cancéreux, de nombreux
défis restent a relever pour les scientifiques. Certains des cancers les plus fréquents (sein,
prostate, poumon) produisent souvent des métastases osseuses lorsqu’ils atteignent un
stade avancé. En plus d’étre associées a un pronostic pauvre, ces métastases provoquent
chez les patients des douleurs qui figurent parmi les plus difficiles a traiter. Notre étude
visait a développer un modéle animal qui serait le plus représentatif possible de la réalité
clinique et ce, afin d’évaluer le potentiel de nouveaux traitements anti-douleurs. Nous
avons donc mis au point un modéle d’injection de cellules mammaires syngéniques dans le
fémur du rat. La tumeur s’est développée sur une période de 3 semaines et sa progression a
été suivie a l'aide d'une évaluation comportementale et de différentes techniques
d’imagerie (uCT, IRM et TEP). Nous avons pu détecter I'apparition de douleur a 'aide de
plusieurs tests comportementaux a partir du jour 14 apres l'implantation des cellules
tumorales. L'imagerie par résonance magnétique nous a cependant permis de détecter
I'apparition d'une tumeur dans la moelle osseuse a partir du jour 8 et la tomodensitométrie
a permis de suivre la progression de la dégradation osseuse a partir de ce stade précoce.
L'utilisation de divers traceurs de l'activité métabolique tumorale et osseuse en TEP a
également permis d’analyser les effets du développement de la tumeur sur
I'environnement osseux. Le volume de la tumeur et I'état de dégradation de I'os extraits de
la prise d'image ont été corrélés aux niveaux de douleur mesurés chez les animaux. La mise
en place de ces outils ouvre la voie a une évaluation améliorée du potentiel de traitements
analgésiques ou anticancéreux dans ce modéle. Nous avons donc amorcé une étude portant
sur la neurotensine et ses récepteurs NTS1 et NTS2. Nous avons pu observer que I'injection
intrathécale de plusieurs analogues de la neurotensine a un bon potentiel analgésique dans
notre modéle. Ces analogues et d'autres qui seront testés dans l’avenir pourraient
représenter une avenue intéressante pouvant servir de complément aux thérapies
actuelles.

Mots-clés : Douleur cancéreuse, neurotensine, imagerie par résonance magnétique,
tomographie d’émission par positrons, tomodensitométrie osseuse, modéle animal,
distribution pondérale dynamique, métastase osseuse.
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I've seen people in so much pain. The little bit of pain I'm going through is nothing. They can’t
shut it off, and I can’t shut down every time [ feel a little sore.

J'ai vu tant de gens avec de la douleur. La petite douleur que je ressens n’est rien. Ils ne
peuvent l'arréter, alors je ne peux m'arréter chaque fois que j'ai mal.

- Terry Fox
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Introduction

1. Cancer et métastases osseuses

Le cancer figure parmi les fléaux du 20¢ siécle qui persistent encore aujourd’hui. En 2011, 1
638 910 nouveaux cas de cancer ont été enregistrés en Amérique du Nord (Siegel,
Naishadham, and Jemal 2012). Il est prévu que prés de 600 000 Nord-Américains
décéderont de la maladie en 2012. La recherche biomédicale a amené des progres
vertigineux dans les connaissances sur cette maladie, tant au niveau des mécanismes
moléculaires et cellulaires qu’au niveau de l'efficacité des méthodes de détection, de suivi
et de traitement. Cela a permis un bond important dans le taux de survie a un cancer sur 5
ans. En effet, une femme atteinte d’un cancer du sein dans les années 70 avait 3 chances sur
4 d’y survivre 5 ans apreés le diagnostic. Aujourd’hui, les chances de survie d’'une patiente
atteinte du méme cancer sont plutot de 9 sur 10 (Siegel et al. 2012). Une telle amélioration
est attribuable autant a des progrés dans la précocité de la détection qu'au développement
de meilleurs traitements. Il est a noter que les minorités ethniques en Amérique du Nord
sont toutes plus susceptibles de recevoir un diagnostic de cancer et que le taux de survie
sur 5 ans est significativement plus bas, particulierement chez les hommes (Siegel et al.
2012). Il est présumé que l'accessibilité aux soins de santé est le principal facteur en cause

pour expliquer ces différences dans le taux de survie des patients des minorités ethniques.

Le taux de survie sur 5 ans est une statistique qui varie énormément en fonction du stade
du cancer au moment du diagnostic. En effet, les chances du patient sont maximales
lorsque le cancer est confiné a son site primaire. A titre d’exemple, le tableau 1 présente les
taux de survie des 4 cancers les plus fréquents en Amérique du Nord selon le stade

d’avancement.



Sein (23.5; femmes seul.) 89% 99% 84% 23%
Prostate (24.4; hommes seul.) 99% 100% 100% 29%
Colon et rectum (17.6) 64% 90% 69% 12%
Poumons et bronches (53.7) 16% 52% 24% 4%

Tableau 1. Taux de survie sur 5 ans des principaux cancers chez les Américains de 1998 a 2008. Adapté de
(Siegel, Naishadham, and Jemal 2012).

Ce que I'on remarque a la lecture de ce tableau, c’est que le développement de métastases
distantes, de tumeurs dans un site secondaire éloigné du site primaire, est une étape qui
correspond a une aggravation significative de la maladie. Certains types de tumeur ont
tendance a former des métastases beaucoup plus que d’autres. Ainsi, les mélanomes et les
cancer du pancréas sont souvent hautement métastatiques alors que le glioblastome
multiforme, bien que localement trés invasif, n’est que rarement disséminé a d’autres

endroits dans le corps.

Le potentiel métastatique d’'une tumeur est influencé par plusieurs facteurs. Les différentes
théories menant au développement de métastases suite a une croissance tumorale a un site
primaire sont énumérées dans la figure 1. Briévement, la théorie la plus largement
acceptée propose qu'un nombre trés limité de cellules au sein d’'une tumeur soit capable
d’effectuer tout le processus menant a la formation d’'une métastase (Eccles and Welch
2007). Ces quelques cellules aux caractéristiques particuliéres sont les seules a pouvoir
entrer dans la circulation sanguine ou lymphatique et sont aussi aptes a s’'implanter dans
un site distant leur étant favorable. On pense aussi que certaines tumeurs expriment plus
fortement 'ensemble des facteurs génétiques permettant la production de métastases. Ces
tumeurs seraient donc en mesure de coloniser un site distant alors que d’autres tumeurs
seraient moins enclines a le faire en absence de ce patron d’expression. Finalement, il
semblerait que les caractéristiques génétiques de I'hGte ne sont pas étrangéres a la
probabilité de développer des métastases. En effet, un hdte plus permissif serait prédisposé
alors qu'un hodte exprimant de fagon adéquate un certain nombre de génes serait en

quelque sorte protégé contre la dissémination de la tumeur (Eccles and Welch 2007). 1l est
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important de noter que les experts ont tendance a faire un amalgame de ces théories afin
d’expliquer la réalité et que ces trois modéles pourraient étre hybridés pour en former un

autre plus complet.

AN

Race tumour cells have
metastatic potential

is {or is not) expressed in most cells
n primary tumours. Some of these
genes are stromal in origin. Only
former tumours metastasise

AN

The host genotype is either
predisposed (or not) to be
permissive; hence tumours arising
in the former individuals have a

Figure 1. Les 3 théories décrivant les caractéristiques des cellules cancéreuses leur permettant de coloniser
un site distant. Extrait de (Eccles and Welch 2007).

Les tumeurs mammaires figurent parmi les types de cancer qui peuvent avoir un
phénotype trés agressif avec dissémination métastatique. Mais 'organe cible de la cellule
cancéreuse en migration ne sera pas le méme selon la tumeur d'origine. En effet, il y a
certains tissus qui sont plus favorables pour des types de tumeurs en particulier (Paget
1889). Par exemple, le cancer colorectal présente le plus souvent des métastases au foie. Le
mélanome s’implante plus souvent dans le poumon alors que les cancers mammaires et

prostatiques ont une propension pour les os longs et les vertébres (Fidler 2003).
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Les métastases osseuses sont le probléme lié au cancer ayant le plus d’impact sur la qualité
de vie des patients (Gnant et al. 2012). En effet, les tumeurs osseuses sont la principale
source de douleur chez les patients en stade avancé (Mercadante 1997). Des douleurs liées
au traitement ou encore a une tumeur viscérale peuvent survenir, mais en plus faible
proportion. Lorsqu'une cellule s’échappe de la tumeur primaire, elle passe dans la
circulation sanguine ou lymphatique et est transportée dans le corps de maniére aléatoire.
Ensuite la théorie de la graine et du sol (traduction libre de Seed and Soil) entre en ligne de
compte (Fidler 2003). En résumé, la cellule cancéreuse s’'implantera ou le « sol » est fertile
pour elle, ou le microenvironnement est propice a 'adhésion et a la prolifération des
cellules cancéreuses. Dans le cas des cancers du sein, de la prostate, du poumon et de la
thyroide, I'os est un microenvironnement adéquat a la formation de métastases. En effet,
des études basées sur 'autopsie de patients décédés du cancer montre que 60-70% d’entre
eux avaient des métastases osseuses lorsqu’ils étaient atteints d’'un cancer du sein ou de la
prostate (Coleman 1997).

Plusieurs des mécanismes moléculaires qui favorisent I'adhésion des cellules tumorales
dans l'os ont été élucidés. Un des acteurs primordiaux dans ce phénomeéne est le couple
SDF1/CXCR4 (Furusato et al. 2010). La chimiokine SDF1 est présente en forte
concentration dans les tissus propices aux métastases alors que le récepteur CXCR4 est
exprimé par un trés grand nombre de cellules au potentiel métastatique. Plusieurs
molécules d’adhésion de la famille des intégrines font également la promotion de I'invasion
des cellules cancéreuses dans I'os. Des études animales ol la fonction de ces protéines est
bloquée ont démontré I'importance de ces facteurs dans I'implantation et I'adhésion des

meétastases osseuses (Hirbe et al., 2010).

Une fois la tumeur installée dans I'os, un sorte de boucle d’autoactivation assure alors la
croissance de la tumeur (Roodman 2004). C'est dans ce cercle vicieux propre aux
métastases osseuses possédant un caractére lytique que la majorité des espoirs sont mis

pour la recherche de traitement (Figure 2).
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Parathyroid
hormonel{rehted Osteoclast

TGF-B, IGFs, FGFs, PDGF, BMPs

Figure 2. Le cercle vicieux de la résorption osseuse. Extrait de (Roodman 2004).

Les cellules de carcinome mammaire stimulent le microenvironnement osseux de plusieurs
fagons. D’abord, les cellules sécrétent des molécules qui stimulent I'ostéoclastogenése telles
que le peptide lié a 'hormone parathyroide (PThRP), 'interleukine 6, la prostaglandine E2
et plusieurs autres. Ces molécules agissent sur les ostéoclastes, ces grosses cellules multi-
nucléées responsables de la résorption osseuse, via la production du ligand au récepteur
associé 3 NFkB (RANKL). Cette derniére cytokine agit directement sur les ostéoclastes afin
de favoriser leur prolifération, leur différenciation et leur activité. La matrice osseuse est
ensuite résorbée (détruite) au niveau de l'interface entre I'os minéralisé et la surface en
brosse de la cellule. Ce processus de résorption libére dans I'environnement une série de
facteurs de croissance stockés dans la matrice osseuse. Parmi eux, on note TGF-B, qui attire
I'attention en ce moment en raison de ses effets sur le cancer, la résorption osseuse et
méme la douleur (Z. Zhang et al. 2012; Z. Hu et al. 2012; Biswas et al. 2011; Lantero et al.

2012). Ces facteurs de croissance viennent augmenter l'activité invasive et proliférative de
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la tumeur et la pousse a sécréter encore plus d’agents activateurs de I'ostéoclastogenése. La
plupart des médicaments sur le marché et a I'étude dans le domaine des métastases
osseuses visent a interrompre cette boucle d’autoactivation. Ainsi, le fait de bloquer
spécifiquement le processus de résorption osseuse, sans agir sur les cellules tumorales,
peut quand méme réduire de fagon importante la croissance de la tumeur. Par exemple,
I'administration d’un bisphosphonate visant a inhiber les ostéoclastes a montré a plusieurs
reprises des effets de ralentissement dans le développement du cancer (Coleman 2007b).
Cependant, certains effets des bisphosphonates de derniére génération sur les cellules
cancéreuses ont été avancés récemment (Lyseng-Williamson 2008; Rachner et al. 2010;
Ottewell et al. 2009; Ottewell et al. 2008; Dass and Choong 2007). Parmi les effets
potentiels des bisphosphonates sur l'activité tumorale, on note une diminution de
I'adhésion, de l'invasivité et de la migration des cellules. De plus, 'angiogenése et la
prolifération des cellules semblent aussi pouvoir étre affectées par ce type de traitement.
Bref, les médicaments visant I'inhibition de la résorption osseuse exercent un effet indirect
sur la progression de la métastase en limitant sa capacité a prendre de I'expansion dans l'os
et a se nourrir de son environnement. Par contre, de nombreuses études a venir tenteront

de confirmer les effets potentiellement directs de ces drogues sur la tumeur.

Le principal facteur permettant de faciliter le traitement des métastases osseuses est la
capacité que nous avons a en faire la détection a un stade précoce. En effet, cette étape est
cruciale car le stade auquel le cancer est détecté influencera grandement le pronostic et la
prise de décision par rapport au traitement a administrer. Pour ce faire, on peut avoir
recours a plusieurs techniques différentes. Une méthode fréquente consiste a faire la
détection de facteurs sanguins laissant présager un niveau élevé de métabolisme osseux
(Coleman et al. 2008). Il est donc possible de détecter avec précision des niveaux
augmentés de marqueurs de formation osseuse (ostéocalcine, alkaline phosphatase,
fragment du procollagéne de type 1) ou encore de résorption osseuse (pyridinoline,
métabolites du collagéne de type 1, sialoprotéine, RANKL, etc.) (Coleman et al. 2008).
L’avantage de ces marqueurs est qu’ils permettent de détecter des changements aigus dans
le métabolisme osseux. A I'inverse, d’autres méthodes de détection peu invasives telles que

la mesure de la densité osseuse, la radiographie standard et la scintigraphie, ne permettent
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que de visualiser la résultante des changements dans I'homéostasie osseuse. Cependant, les
marqueurs sanguins ont plusieurs limitations qui peuvent rendre leur mesure imprécise.
D’abord, les concentrations de ces marqueurs varient beaucoup en fonction de I’heure de la
journée (de 10 a 20% entre le maximum a minuit et le minimum enregistré a midi)
(Coleman et al. 2008). Ils varient également a lintérieur d'une année, avec une
concentration maximale pendant la période d’'été. Finalement, les taux de ces marqueurs
sont influencés par le sexe et 'age du patient. La ménopause affecte les concentrations en
raison de l'ostéoporose chez les femmes (Brown et al. 2009). Le coefficient de variation
associé aux méthodes de détection n’est pas non plus a négliger (Coleman et al. 2008). C’est
pour ces raisons que malgré les coiits élevés et la disponibilité parfois limitée, I'imagerie
médicale avancée constitue encore l'avenue la plus empruntée pour la détection, la

gradation et le suivi de traitement pour les métastases osseuses.

2. L'imagerie médicale minimalement invasive

Le squelette étant le troisiéme organe le plus fréquemment touché par les métastases
(apres les poumons et le foie), des techniques de détection ont été développées afin d’en
faire un diagnostic le plus précoce possible. La scintigraphie osseuse s’est rapidement
imposée comme une technique de routine pour la visualisation des métastases osseuses
(Histed et al. 2012). Cette technique utilise comme traceur un diphosphonate marqué au
technétium-99. Ce composé radioactif a une affinité importante pour la matrice osseuse en
formation. Sa sensibilité relativement élevée et son faible coiit en ont fait la technique de
choix dans la détection de métastases osseuses (Costelloe et al. 2009). En effet, plusieurs
études attestent d’une sensibilité supérieure a 90% se comparant avantageusement aux
techniques les plus modernes (Moser 1990). Par contre le principal désavantage de la
scintigraphie est sa relativement faible spécificité. En effet, la matrice osseuse en formation
est présente dans de nombreuses conditions plus bénignes telles que I'arthrite rhumatoide
inflammatoire, I'ostéomyélite, les fractures et méme l'ostéoporose et les blessures
sportives. Par conséquent, des faux positifs sont fréquemment rapportés (Houssami and

Costelloe 2012). Cela a poussé la communauté médicale et scientifique a remettre en

question la nécessité de ce test qui, de toute fagon, requiert souvent d’autres étapes dans
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I'établissement d’un diagnostic afin de confirmer les observations en scintigraphie (biopsie,
autre technique d’imagerie, etc.) (Jacobson and Fogelman 1998). A la fin des années 90 et
au début des années 2000, les études comparatives se sont mises a fuser de toute part afin
d’évaluer la pertinence de ce test, surtout a la suite de progrés significatifs dans le
développement de nouvelles techniques d’imagerie telles que la tomodensitométrie
assistée par ordinateur (CT), la tomographie d’émission par positrons (TEP) et I'imagerie

par résonance magnétique (IRM).



BS Faible colt Suivi de 64%-77% | =80% Technique la plus répandu
traitement et la plus accessible mais
allongé (6-8 moins performante dans la
mois) détection et le suivi.

SPECT Augmente la | Aucun support = 80%- =90-95% Bon complément a la BS

sensibilité de | anatomique 90% pour larendre plus
la BS performante.

DM Information Difficulté a =75% =95% Modalité anatomique
anatomique | détecter certains répandue et performante
détaillée types de tumeur pour les tumeurs osseuses

en particulier. et abdominale. Spécificité
élevée mais faux-négatifs
fréquents.

IRM Information information 90% 92-95% Information anatomique de
anatomique | fonctionnelle qualité. Utile pour le suivi
détaillée. limitée. de traitement.

Sensibilité Particulierement

+++, performante pour certains
types de tumeurs
compliqués (colonne
vertébrale, moelle
osseuse...)

TEP Information | Aucun support 90-99% 92-97% Modalité de choix pour la
métabolique. | anatomique. détection, la stadification et
Sensibilité Codit élevé. le pronostique.
+++. Suivi de | Disponibilité L"amélioration de la
traitement encore limitée disponibilité la rendra
trés encore plus répandue.
rapproché {1
mois).

Diversité des
traceurs

TEP/TDM Information | Codtet 90-95% 90-95% Le couplage TEP/CT permet
métabolique | disponibilité une information plus
+ compléte et un meilleur
anatomique suivi.
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Tableau 2. Résumé des caractéristiques des différentes techniques d’imagerie utilisées en clinique pour la
détection des métastases osseuses. BS:
monophotonique, TDM : tomodensitométrie. L'information est extraite de (Cook 2010; L.-M. Wu et al. 2011;
Sandu et al. 2011; Vassiliou et al. 2011; L.-M. Wu et al. 2012; Yang et al. 2011).

scintigraphie osseuse,

SPECT:

tomographie d’émission

La CT a récemment remplacé la radiographie conventionnelle pour la détection de

métastases en raison de sa plus grande sensibilité et sa reproductibilité, en particulier pour

les tumeurs au foie et aux poumons (Bristow et al. 2008). Cette modalité produit des
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images a trés haute résolution de I'organe squelettique, ce qui la rend supérieure a la
scintigraphie osseuse a bien des égards. Cependant, la dose de radioactivité requise a été
mise en cause récemment dans 'augmentation de la dose de radiation moyenne regue par
la population générale (Park 2012). Malgré tout, son utilisation ne cesse d’augmenter,
surtout en raison de son couplage a la TEP. Ce tandem TEP/TDM figure parmi les modalités
les plus sensibles et les plus spécifiques disponibles (L.-M. Wu et al. 2012; Yang et al. 2011).
De plus, il s’agit d’'une technique trés sensible aux effets d’'un traitement. Ainsi, il est
possible d’observer des changements anatomiques suite a un traitement 3 mois apres le
début de ce dernier a I'aide du CT, ce qui est comparable a I'IRM (Vassiliou et al. 2011). Ce
délai dans la visualisation des effets du traitement peut étre raccourci davantage en

couplant la CT avec la TEP (1 mois) (Vassiliou et al. 2011).

L’imagerie par résonance magnétique a été rapportée pour la premiére fois dans les années
50 par Hermann Carr de I'Université Rutgers. Le développement de la technique s’est
poursuivi dans les années 70 alors qu’il a été suggéré pour la premiére fois que I'IRM
pourrait servir a diagnostiquer le cancer puisqu’une tumeur présentait un aspect différent
des tissus sains. Les premiéres images extraites d'un patient humain ont été publiées en
1977. Depuis ce temps, I'IRM est devenue une technique parmi les plus perfectionnées pour
obtenir des images détaillées de I'anatomie humaine. Le diagnostic de tous les types de
cancers, particuliéerement les métastases de la moelle osseuse de la colonne vertébrale et
des os longs, a été porté a un niveau supérieur grace a cette technique (L.-M. Wu et al.
2011).

L’IRM procure des images des tissus mous chargés en eau (et donc en protons mobiles).
L’intensité du signal est donc une indication de la quantité d’eau contenue dans un tissu.
L'interprétation des résultats repose surtout sur le niveau d’intensité du signal
correspondant a I'état du tissu (Parmar 2010). C’est la premiére différence qu'’il peut y
avoir entre une tumeur et son macro-environnement sain. En absence d’'un agent de
contraste, des images pondérées T1 vont montrer un os cortical trés noir puisqu’il ne
contient pratiquement aucun proton mobile (Parmar 2010). La moelle osseuse aura une

couleur grise, tout comme une tumeur osseuse d’ailleurs. Cela fait en sorte que la tumeur et
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la moelle osseuse saine sont difficle  distinguer sur des images pondérées T1. Par contre,
la visualisation de la tumeur peut étre améliorée grice a I'utilisation d’'un agent de
contraste (e.g. le gadolinium-diéthylénetriaminepentacetate (Gd-DTPA)) qui change les
propriétés magnétiques des protons qui I'entourent, ce qui a pour effet d’augmenter de
fago importante I'intensité des tissus qui accumulent plus d’agent de contraste. Ce dernier
est injecté chez le patient ou I'animal par voie intraveineuse et se distribue dans le corps en
fonction de la vascularisation et de la perfusion de chaque tissu. Une tumeur en pleine
croissance doit activer le processus d’angiogenése qui lui permettra de survivre. En effet,
chaque nouvelle cellule tumorale doit se trouver au plus a 2 mm du capillaire le plus proche
afin d’étre approvisionnée en oxygene. La tumeur crée donc son réseau vasculaire propre.
Ces vaisseaux sanguins sont différents des artérioles et des veinules normales; ils sont

irréguliers, tortueux, fragiles et hautement pei'méables (Tiirkbey et al. 2010)(Figure 3).

Figure 3. Représentation des ramifications et du caractére désorganisé de la vascularisation d'une tumeur
solide (Extrait de (Tiirkbey et al. 2010)).

Etant donné que la tumeur osseuse sera perfusée a l'aide de ces vaisseaux désorganisés,
I'agent de contraste sera distribué dans la tumeur selon des paramétres trés différents des
tissus sains environnants. La perméabilité des vaisseaux favorisera un échange plus rapide

de I'agent de contraste entre le plasma et le tissu. De plus, le traceur va s’accumuler dans le
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tissu en demeurant trappé dans le liquide interstitiel de la tumeur. Le résultat sera une

augmentation importante de I'intensité du signal dans la tumeur (figure 4).

Figure 4. Métastase spinale (montrée par une fleche) provenant d’'un mélanome mise en évidence a I'aide du
Gd-DTPA i différents temps suivant 'injection de 'agent de contraste. A) - phase artérielle (précoce). (B) -
phase interstitielle (tardive). Extrait de (Northam et al. 2011).

3. Détection des métastases osseuse a I'aide de I'imagerie par résonance magnétique

L’'IRM est la technique la plus efficace pour détecter les lésions de la moelle osseuse. En
effet, il a été démontré que la radiographie, la scintigraphie et la tomodensitométrie
n’avaient pas la sensibilité nécessaire pour la détection précoce d'une métastase osseuse
avant la modification de 'homéostasie de I'os (Moynagh et al. 2010). En effet, une invasion
de la moelle ne produira pas immédiatement des changements détectables a l'aide de la
scintigraphie. Plusieurs études comparatives ont bien démontré la supériorité de I'IRM par
rapport aux techniques d’imagerie dites conventionnelles (Voir Tableau 1). En fait, la
sensibilité de 'IRM atteint parfois 100% au sein d’un groupe de patients cancéreux. A titre
d’exemple, une étude menée sur 115 patients a montré que 30% des scintigraphies des
patients sur lesquels une métastase osseuse avait été détectée a I'IRM ressortaient
négatives (Ghanem et al. 2006). Une autre étude menée chez des patients atteints d'un
cancer avancé du poumon arrivait a la conclusion que 10 des 24 patients examinés a I'aide
d’'une scintigraphie avait un niveau d’avancement de la maladie plus faible qu’en réalité.
Ces mémes patients ont été déclarés en stade « trés avancé » a I'aide de 'IRM (Avrahami et
al. 1989). Seulement 70% des lésions détectées a I'IRM l'ont été par la scintigraphie

(Haubold-Reuter et al. 1993). Il a été observé que I'IRM était particulierement efficace au
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niveau de la colonne vertébrale. En effet, les lésions des vertébres sont souvent ignorées 2

la scintigraphie alors qu’elles sont trés évidentes a I'IRM (Figure 5).

(a)

Figure 5. Comparaison entre la scintigraphie osseuse {gauche) et I'lRM rehaussée (droite) chez une patiente
atteinte d’'un carcinome pulmonaire. La scintigraphie détecte une seule tumeur alors que I'IlRM montre plutét
une affection généralisée de toute la colonne vertébrale lombaire. Extrait de (Ghanem et al. 2005).

De la méme maniére, l"lRM a démontré plus de sensibilité que le CT dans la détection des
tumeurs de la moelle osseuse (Miiller-Horvat et al. 2006). Ces différences dans les capacités
de diagnostic des techniques d'imagerie peuvent modifier significativement la stratégie de
traitement. L’étude de Muller-Horvat a conclu que I'[RM avait entrainé une modification de
la stratégie de traitement qui avait été élaborée suite a l'interprétation du CT. Ces
modifications étaient surtout en lien avec I’évaluation de 'avancement de la maladie. Sur
une cohorte de 43 patients souffrant d’unmélan‘ome métastatique avancé, le CT a détecté
un total de 522 métastases contre 730 pour I'IRM. La principale différence réside dans le
fait que le CT a détecté seulement 23 des 132 métastases de la moelle osseuse identifiées a
I'IRM. Le traitement a été modifié dans 10 de ces patients suite a l'interprétation de I'IRM
(24%). Une équipe frangaise a réalisé le méme type d’étude auprés de 40 patients et a

modifié sa décision quant au traitement dans 10% des cas (Dellestable et al. 2011). Une
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étude de Hausmann et collégues s’est particuliérement intéressée a la spécificité des
techniques. Les auteurs ont observé d’importantes différences a ce niveau entre I'IRM

(83,4% de spécificité) et la tomodensitométrie (50,4%) (Hausmann et al. 2011).

L’'IRM a aussi servi de technique de détection, de suivi de croissance et d’évaluation de
traitement dans plusieurs modéles animaux de cancer des os. Dans un modéle de cancer de
la prostate chez la souris, le volume de la tumeur osseuse implantée dans le fémur a été
corrélé au niveau d’antigene prostatique spécifique et aux observations histologique post-
mortem. Les auteurs ont alors conclu que I'IRM représentait un bon traceur de I'efficacité
du traitement (Kundra et al. 2007). Cette corrélation avec les paramétres histologiques a
aussi été observée chez le rat (Murakami et al. 2008). L'IRM a aussi été en mesure de
mesurer les variations de volume d’un sarcome d’Ewing osseux induit chez la souris suite a
I'administration de I'agent alkylant Treosulfan. La mesure expérimentale du volume de la
métastase est un parametre fréquemment utilisé pour vérifier 'efficacité d’'un traitement.
Le groupe de Rozel a pu ainsi démontrer l'efficacité d'un traitement chimiothérapique
combiné a un anticorps anti-CCL2 dans un modeéle de souris a injection intra-cardiaque de
cellules de carcinome mammaire PC3 (Rozel et al. 2009). Il est aussi possible d’extraire des
paramétres plus fin des images obtenues ayant rapport, par exemple, a la vascularisation
de la tumeur afin d’évaluer un traitement visant 'angiogenése (Siegel, Naishadham, and
Jemal 2012; Bauerle et al. 2008; Biuerle et al. 2010). En plus d’une évaluation de la réponse
au traitement, des études descriptives trés poussées utilisant I'IRM peuvent améliorer nos
connaissances sur la microstructure des métastases osseuses (Siegel et al. 2012; Budde et
al. 2012). Le nombre d’étude utilisant 'IRM comme méthode de suivi du traitement
continue d’augmenter dans les études précliniques. Avec 'amélioration des technologies
disponibles (aimants plus puissants, modalités d’analyse, etc.), cette tendance devrait se
maintenir au cours de la prochaine décennie. Les groupes de recherches qui sont bien
positionnés dans le domaine de I'imagerie du cancer se trouveront sans doute a I'avant-

plan des prochaines découvertes importantes dans le traitement de cette maladie.
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4. Apport de la TEP dans la recherche sur les métastases osseuses

La tomographie d’émission par positrons (TEP) a d’abord été considérée comme une
procédure de recherche. Récemment, l'utilisation de la TEP est passée a un autre niveau et
les applications cliniques en oncologie sont maintenant parmi les plus importantes dans la
détection des cancers. La technique repose sur la détection d’'un rayon gamma émis par un
traceur radioactif émetteur de positrons. Ce traceur est administré dans le corps du patient
ou de I'animal par voie intraveineuse et sera distribué dans le corps selon ses propriétés.
Les images tomographiques produites par la TEP possédent une haute résolution et un
seuil de détection trés faible. Cela permet une sensibilité et une spécificité supérieures a la
majorité des techniques d'imagerie conventionnelles (Siegel, Naishadham, and Jemal 2012;
Langsteger, Heinisch, and Fogelman 2006). L'information fournie par la TEP est d’abord
fonctionnelle. La nature et les propriétés du traceur ainsi que la fagon dont il va se
distribuer dans I'organisme fournissent des renseignements sur I'état fonctionnel du tissu
d’intérét. Malgré qu'il soit possible de tirer une certaine quantité d’'information anatomique
des images obtenues, la TEP est le plus souvent combinée a une technique d’imagerie
permettant une visualisation plus détaillée du tissu (Pichler et al. 2008). Le plus souvent, il

s’agit de la tomodensitomérie (CT) ou de I'IRM.

Le traceur le plus fréquemment utilisé, autant en clinique qu’en pré-clinique, est sans
contredit le fluoro-désoxyglucose marqué au fluor-18 (18F-FDG). Cet analogue du glucose
est naturellement capté par les tissus ayant une activité métabolique élevée tels que le
cerveau, les reins et surtout les cellules cancéreuses (Figure 6). Une fois a I'intérieure de la
cellule, le FDG est phosphorylé en FDG-6-phosphate, une molécule qui demeure longtemps
dans la cellule sans étre métabolisée. L'imagerie TEP au FDG est maintenant trés répandue
en raison de son cofit relativement faible, sa grande sensibilité et de sa spécificité. Son
utilisation va maintenant de la détection précoce au suivi du traitement, en passant par la
stadification de la maladie. Par contre, il ne faut pas négliger le fait que certaines conditions
bénignes (tumeur bénigne, inflammation) provoquent une augmentation du captage de
FDG dans le tissu. Cela peut entrainer des faux positifs, dans une plus faible proportion que
la scintigraphie (Eccles and Welch 2007; Peterson 2007).



26

[ D

Figure 6. Ostéosarcome fibroblastique récurrent visualisé au moyen de I'IRM (haut) et de la TEP au FDG
(bas). Une forte activité métabolique est détectée au niveau du fémur du premier patient (fleches rouges) et
de 'humérus du second (fléches bleues), Par contre, dans les deux cas, aucun site distant ne semble contenir
de tumeur. Extrait de (Eccles and Welch 2007; Peterson 2007)

Malgré son utilisation répandue en clinique, la TEP utilisant le FDG comme traceur est une
modalité relativement nouvelle dans le domaine du cancer des os au niveau préclinique.
Au moment d’écrire ces lignes, seulement sept études portant sur des tumeurs osseuses

utilisant le FDG chez des rongeurs ont pu étre répertoriées (Tableau 3).



Mélanome B16

syngénique

Souris C57BL/6. Modéle

systémique {voie i.v.)

Possibilité de détecter de petites

métastases vs CT

(Eccles and
Welch 2007;
Winkelmann

et al. 2006)

Prostatiques humaines

Souris SCID males.

Caractérisation du captage en

(Paget 1889;

{PC-3, LAPC9, C428) Injection intra-tibiale. fonction des propriétés des Hsu et al.
cellules (lytique vs blastique). 2008)
Prostatiques humaines Souris SCID males. Evaluation d’un traitement (Fidler 2003;
(PC-3) Injection intra-tibiale. RANKL/BMP Virk et al.
2009)
Ostéosarcome Souris FVB. Modéle €valuation d’un traitement {Gnant et al.
syngénique (1325) systémique (voie s.c.) facteur oncogénique MYC 2012;
Arvanitis et
al. 2008)
Ostéosarcome Rats Sprague-Dawley Correlation SUVmax vs réponse 3  (Mercadante
syngénique (1547) males juvéniles (25 jrs). la chimiothérapie 1997;
Modeéle orthotopique. Dutour et al.
2009)
Mammaires humaines Rats immunodéficients. Evaluation d’un traitement (Fidler 2003;
(MDA-MB-231) Modéle systémique (voie contre les intégrines (dim. Cheng et al.
i.a.) adhésion) 2011)
Mammaires humaines Rats athymiques femelles.  Caractérisation du modéle dans (Coleman
{MDA-MB-231) Injection intravertébrale le temps 1997; Liang
(LS) et al. 2011)

Tableau 3. Revue des études animales existantes utilisant le FDG dans un modéle de cancer osseux.
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L’évaluation de traitements anti-cancéreux est probablement I'application la plus

prometteuse de cette technique. Le groupe de Virk a évalué la capacité d’'un inhibiteur de

RANKL couplé a une approche d’invalidation génique pour la Bone Morphogenetic Protein

(BMP) a réduire la résorption osseuse et la croissance tumorale dans un cancer prostatique
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lytique (Furusato et al. 2010; Virk et al. 2009). La taille de la tumeur métaboliquement
active a été évaluée de fagon qualitative a I'aide du FDG. Il a été constaté que le traitement
combiné réduisait la taille de la tumeur de fagon plus importante que I'un ou l'autre des
traitements séparés. Toujours chez la souris, une étude américaine a cherché a montrer le
role du facteur oncogénique MYC a I'aide de I'imagerie au FDG (Roodman 2004; Arvanitis et
al. 2008). Malgré que les souris invalidées pour ce récepteur aient présenté un nombre
significativement réduit de tumeurs, le FDG n’a pas permis d’établir des différences au
niveau de I'activité métabolique des tumeurs par rapport aux tumeurs des souris de type
sauvage. Il est aussi possible de corréler la réponse au traitement de fagon quantitative a
l'aide du captage maximal de la tumeur (SUVmax). De telles études ont été réalisées dans
des modeéles d’ostéosarcome orthotopique et de métastases osseuses induites par des
cellules mammaires chez le rat (Roodman 2004; Dutour et al. 2009; Cheng et al. 2011). Le
FDG demeure donc le traceur de choix en oncologie. Par contre, son utilisation risque d’étre
encore augmentée afin d’évaluer différentes avenues de traitement dans des modéles pré-
cliniques. Une telle validation viendra bonifier de maniére importante le transfert des

connaissances des modéles animaux vers la clinique.

L’activité glycolitique n’est pas le seul indicateur de I'activité métabolique d’une tumeur. En
effet, le métabolisme protéique peut aussi servir d’indicateur d’un processus tumoral dans
un tissu. Les acides aminés (AA) sont des nutriments essentiels a la synthése de protéines.
Ils sont acheminés aux tissus en fonction des besoins. Les AA circulants sont dirigés a
I'intérieur de la cellule a I'aide de transporteurs complexes non spécifiques (qui peuvent
transporter plusieurs AA différents). De la méme maniére, un acide aminé peut étre
transporté par plusieurs types de transporteurs différents. La méthionine, un acide aminé
sulfuré neutre est habituellement (mais pas exclusivement) pris en charge par un systéme
de transport appelé systéme L. Ce systéme comprenant plusieurs protéines membranaires
est associé a de nombreux processus cellulaires présents dans le cancer tels que la
prolifération, la transformation et 'adhésion (Z. Zhang et al. 2012; Singhal et al. 2008; Z. Hu
et al. 2012; Biswas et al. 2011; Lantero et al. 2012).
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Le métabolisme de la méthionine est grandement modifié lors du développement d'une
tumeur (Isselbacher 1972). En effet, la demande en méthionine est importante au sein de la
tumeur et la présence de la méthionine dan le milieu est essentielle a la prolifération des
cellules. I est maintenant connu que les transporteurs permettant I'’acheminement de la
méthionine vers la tumeur sont plus fortement exprimés dans le réseau vasculaire qui lui
est associé (Isselbacher 1972; Miyagawa et al. 1998). De plus, la méthionine est un
important donneur de groupement méthyle dans les processus de transméthylation. Ce
phénoméne a été démontré comme étant augmenté dans les cellules cancéreuses au niveau

des ARN de transfert, ce qui change leurs propriétés de codage (Hoffman 1985).

L’ensemble de ces phénomeénes associés a la méthionine dans les tumeurs cancéreuses en
font un traceur intéressant en imagerie moléculaire. Le pancréas et le foie sont les tissus
qui accumulent la plus grande quantité de 11C-méthionine (11C-Met) dans un animal sain,
suivis ensuite par la tumeur dans plusieurs modéles animaux (Jager et al. 2001). Un de ces
principaux avantages réside dans le fait que les macrophages et autres cellules du systéme
inflammatoire captent trés peu de méthionine. Il est donc maintenant accepté que la 11C-
Met, contrairement au FDG, sera moins importante dans un tissu enflammé que dans un

tissu cancéreux (Kubota et al. 1989; Jager et al. 2001).

En clinique, la méthionine est principalement utilisée en raison de son trés faible niveau de
base dans le cerveau. A I'opposé du FDG, principal carburant du cerveau, la 11C-Met ne sera
captée dans ce dernier qu’en cas d’anomalie significative (Figure 7). Cette propriété en fait
un traceur important dans la détection des tumeurs cérébrales, particuliérement des
gliomes. Dés la fin des années 1980, plusieurs études ont tenté d’évaluer les capacités
diagnostiques de la 11C-Met. Une augmentation du captage a été observée dans plus de

80% des cas dans la majorité des études.
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Figure 7. Gliome cérébral visualisé i I'aide de I'IRM et de la TEP au FDG ou 2 la méthonine. Il est intéressant
de noter que le gliome montre une faible, et difficilement détectable diminution du captage de FDG alors que
'augmentation du captage de la méthionine ressort fortement en raison du faible niveau de base. Extrait de
(Coleman 2007b; Singhal et al. 2008).

Depuis 2000, un trés petit nombre d’études a utilisé ce traceur afin de faire un suivi dans
des modéles de rongeurs. Le groupe de Zhao a réussi a faire la différence entre un
granulome bénin et une tumeur intra-musculaire chez la souris. A chaque fois que la 11C-
Met a été évaluée dans ce modéle, une augmentation significative du captage a été observée
seulement dans la tumeur. Par contre, le FDG n’arrivait a faire le départage entre les deux
conditions que dans 50% des cas (Lyseng-Williamson 2008; S. Zhao et al. 2008; Rachner et
al. 2010; Ottewell et al. 2009; Ottewell et al. 2008; Dass and Choong 2007). Cette étude
montre donc que la 11C-Met serait donc plus spécifique que le FDG. Cela a été confirmé par
la suite dans une seconde étude avec un protocole plus standardisé (Coleman et al. 2008; S.
Zhao et al. 2011). Par contre, une autre étude a soulevé certaines limites de ce traceur dans
le suivi de la réponse a la radiothérapie. La 11C-Met n’est parvenu 4 montrer les effets du
traitement qu'immédiatement apres 'administration de ce dernier. Des corrélations entre
le volume de tumeur active et le niveau de captage ont été observées, mais n’'étaient pas
toujours significatives (Moser 1990; Murayama et al. 2009). La valeur du traceur 11C-Met
dans les tumeurs osseuses n'est pas connue car elle na pas été évaluée de fagon
systématique. Par contre, des observations circonstancielles ont été rapportées chez des
patients atteints de cancer de la thyroide (Jacobson and Fogelman 1998; Phan et al. 2008)
et du sein (Tiirkbey et al. 2010; Lindholm et al. 2009).
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Une métastase osseuse agit de fagon importante sur le métabolisme de son environnement.
La tumeur osseuse peut donc étre imagée de fagon indirecte par un traceur spécifique au
remodelage osseux. Le fluorure de sodium marqué au fluor-18 (18F-NaF), est un traceur
qui a attiré une seconde vague d’enthousiasme récemment aprés sa découverte dans les
années 60 (Tiirkbey et al. 2010; Blau, Nagler, and Bender 1962). Le perfectionnement des
techniques d’imagerie TEP et la réduction des coiits font maintenant de ce traceur une

alternative de choix a la scintigraphie osseuse(Czernin, Satyamurthy, and Schiepers 2010).

Une fois le traceur injecté par voie intraveineuse, le 18F-ionique passe du plasma sanguin a
I'espace interstitiel et se lie rapidement a la matrice osseuse en formation. Les ions fluorure
prennent la place du groupement hydroxyle sur les cristaux d’hydroxyapatite
(Ca10(P04)s0OH2) de l'os et forment ainsi de la fluoroapatite (Ca10(PO4)6F2z) (Northam et al.
2011; Czernin, Satyamurthy, and Schiepers 2010). La quantité de fluorure accumulé dans le
tissu dépend de la quantité de matrice osseuse exposée. Dans le cas de lésions
ostéoblastique ou mixte, le remodelage osseux augmenté représente un milieu propice a
I'incorporation d’une plus grande quantité de traceur (plus de matrice exposée). Cela fait
en sorte qu’en présence de ce remodelage, une tumeur osseuse devient détectable grace au
18F-NaF.

Ainsi, I'imagerie TEP au 18F-NaF est devenue une procédure relativement courante en
clinique afin de détecter les métastases osseuses. Plusieurs études ont démontré la
supériorité du 18F-NaF par rapport aux autres techniques courantes telles que la
scintigraphie osseuse et la tomographie d’émission monophotonique (TEMP) (Moynagh et
al. 2010; Tateishi et al. 2010; Grant et al. 2008; Even-Sapir et al. 2006)(Figure 8).
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Figure 8. Visualisation des métastases osseuses chez un méme patient a 'aide, de gauche a droite, des plans
antérieurs et postérieurs en scintigraphie osseuse, puis ensuite en SPECT et en TEP au NaF. L'imagerie SPECT
détecte plus de lésions que la scintigraphie alors que la TEP détecte plus de tumeurs que les autres modalités.
Extrait de (Miiller-Horvat et al. 2006; Grant et al. 2008).

Il a aussi été observé que I'exécution d’'une imagerie TEP au 18F-NaF avait entrainé une
modification importante de la stratégie de traitement chez des patients ayant d’abord passé
une scintigraphie osseuse. Lors d’une de ces études, 8% a 10% des patients ont vu leur
prise en charge clinique modifiée (Dellestable et al. 2011; Hetzel et al. 2003). Le 18F-NaF a
aussi été comparé a quelques reprises au 18F-FDG au cours des derniéres années. Pour
certains types de métastases osseuses, en particulier au niveau de la colonne vertébrale
mais aussi dans les os longs, le 18F-NaF a démontré une sensibilité plus élevée que le 18F-
FDG (Hausmann et al. 2011; Kriiger et al. 2009; Iagaru et al. 2011). Le suivi de traitement
est aussi possible chez 'humain a 'aide de ce traceur. Une étude britannique a tenté de
corréler les valeurs de SUVmax avec les niveaux sanguins d’antigéne prostatique spécifique
et d’alcaline phosphatase (marqueurs de formation osseuse) a la suite d’un traitement de
radiothérapie (223Ra-chloride) (Kundra et al. 2007; Cook et al. 2011). Douze semaines
aprés le traitement, les patients qui ont vu leur taux d’antigéne prostatique diminué ont
également vu le SUVmax des métastases réduit. Par contre, il a été plus difficile d’établir un

tel lien entre I'imagerie et le niveau d’alcaline phosphatase circulante.
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Encore une fois, un nombre limité de groupes de recherche ont utilisé le traceur 18F-NaF
pour caractériser des modeéles de métastases osseuses chez le rongeur. En effet, au moment
d’écrire ces lignes et excluant nos propres études, seulement trois articles sont disponibles
pour de tels modéles. La premiére étude visait d’ailleurs a optimiser et a rendre
reproductible la procédure d'imagerie TEP avec le traceur (Murakami et al. 2008; Berger et
al. 2002). Les auteurs visaient aussi a prouver la capacité de la technique a détecter et a
faire le suivi des lésions osseuses dans le temps. Ils ont vérifié leurs hypothéses a l'aide
d’'un modéle d’injection intra-tibiale de cellules cancéreuses prostatiques (PC-3 et LAPC-9)
chez la souris. La valeur de captage standardisé (SUV) obtenue du coté ipsilatéral était
environ 5 fois plus élevée que le cOté controlatéral du méme animal. Les mémes souches de
cellules tumorales ont été utilisées dans un modéle similaire en 2008 (Rozel et al. 2009;
Hsu et al. 2008). Cette fois, les caractéristiques de lésions ostéolytiques et ostéoblastiques
ont été observées avec le 18F-NaF et le 18F-FDG. Les lésions lytiques voyaient le captage de
18F-NaF diminué dans la région de la tumeur alors qu’'une forte augmentation était
détectée dans les lésions blastiques (Figure 9). Cette derniére augmentation du traceur
dans la lésion était corrélé avec le contenu osseux mesuré en uCT (volume osseux
(BV)/volume total (TV)). Une seconde étude de cette équipe a permis d’évaluer les effets de

la protéine BMP sur la tumeur osseuse (Virk et al. 2009)
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Figure 9. Imagerie TEP d’'un modéle de métastases osseuses issues de I'injection intra-tibiale de cellules
prostatiques LAPC-9. La tumeur a caractére sclérotique provoque une forte augmentation du captage du NaF
au niveau de I'os atteint. On observe une progression dans le temps. Extrait de (Hsu et al. 2008).

Dans le cas des trois traceurs présentés, il est frappant que leur utilisation a fait 'objet de
trés peu d’études pré-cliniques sur les métastases osseuses. Le manque a gagner par
rapport aux investigations cliniques est important, surtout qu'’il est plus facile de tirer des
conclusions mécanistiques dans les modéles animaux. L’étendue des analyses a la suite des
expériences in vivo et post mortem permettra d’optimiser l'utilisation des traceurs TEP et

d’accroitre leur champ d’utilisation.
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5. Co-registration IRM/TEP pour une meilleure visualisation et un meilleur suivi.

Les techniques in vivo de détection des processus cellulaires sont de plus en plus
sophistiqués et leur valeur clinique est maintenant largement reconnue, particuliérement
en oncologie. Aussi le développement d'outils d’'imagerie moléculaire passe
obligatoirement par la mise au point d’approche multimodale et ce, afin de tirer le
maximum d’information du patient a l'aide de techniques complémentaires en une seule
procédure. La combinaison entre les données moléculaires, fonctionnelles et
morphologiques qu'améne la co-registration de I'IRM et de la TEP représente selon certains
experts le futur de la médecine diagnostique (Sauter et al. 2010). L'équipement disponible
rend maintenant possible la co-registration séquentielle (une modalité apreés |'autre dans
une méme piece). Par contre, des scanners intégrant les deux modalités sont de plus en
plus proches de la pratique clinique. Il est d’autant plus intéressant d’évaluer le potentiel
de cette bi-modalité dans les modéles précliniques afin de répondre aux besoins de la
clinique, voir méme de les dépasser. Le grand potentiel de I'imagerie IRM/TEP a d’abord
été démontré dans les pathologies liées au cancer et en neurologie (Schwenzer et al. 2012a;
Schwenzer et al. 2012b). Ainsi, la prolifération, 'apoptose, I'angiogenése, le potentiel
métastatique et le métabolisme cellulaire sont des caractéristiques de la tumeur visualisées
et quantifiées en TEP qui sont grandement bonifiées par I'information anatomique obtenue
avec I'IRM.

Le principal défi de la co-registration IRM/TEP réside dans le fait que I'on doit éviter les
interférences que 'appareillage TEP peut provoquer sur le champ magnétique, altérant
ainsi la prise de données en IRM. Les changements importants de champs magnétiques
propres a I'IRM peuvent aussi interférer avec les détecteurs sensibles de la TEP. Ces
limitations sont encore d’actualité aujourd’hui, malgré les efforts déployés en recherche
(Wehrl et al. 2009). L’acquisition séquentielle permet toutefois de contourner le probléme
lorsque les installations le permettent. Le futur de I'imagerie moléculaire, soit les sondes

multimodales pouvant étre détectées a I'aide des deux types de scanner, peuvent donc
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continuer a étre développées. Le potentiel de la co-registration IRM/TEP reste indéterminé
mais peut continuer a aider la recherche préclinique a faire avancer les connaissances en

oncologie (Beyer et al. 2011).

6. Douleur cancéreuse osseuse : généralités.

L'os, ou plus précisément le squelette, apparait généralement aux yeux de la population
comme un organe simple et statique. Au contraire, les os sont un organe trés actif
métaboliquement (Risteli et al. 1993). Leur solidité est assurée par un fin équilibre entre la
perpétuelle formation et la dégradation (résorption). Ce processus est assuré au niveau de

la moelle osseuse par plusieurs types cellulaires différents tel que décrit précédemment.

L’os est aussi un organe densément innervé et vascularisé. La présence de terminaisons
libres et de vaisseaux sanguins autant dans la moelle osseuse que dans la matrice

minéralisée ou dans le périoste a été démontrée (Mach et al. 2002) (Figure 10).

Figure 10. Anatomie simplifiée de I'os minéralisé. Noter la dense vascularisation et l'innervation tant de I'os
compact que de l'os trabéculaire (droite). Extrait de (Mach et al. 2002).
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De plus, I'innervation de l'os est telle qu'il est possible d’émettre des signaux nociceptifs a
partir de chacune de ces structures. Par exemple, la présence de calcitonin gene-related
peptide (CGRP), exprimé par une sous population de fibres C non-myélinisées retrouvées
dans l'os laisse supposer un réle afférent relié a la nociception comme c’est le cas dans
d’autres tissus contenant ces neurones (e.g. la peau). La distension du périoste a aussi été
identifiée comme une source majeure de douleur osseuse sévére dans les cas de cancer
(Coleman 1997). La plasticité de ce réseau neuronal et son rdle dans la douleur osseuse

seront abordés un peu plus loin dans cette section.

Lorsqu’une métastase élit domicile dans I'os, un nombre important de modifications du
micro-environnement déclenche de la douleur et assure son maintien (P. W. Mantyh et al.
2002)(Figure 11). D’abord, en prenant de I’expansion, la tumeur peut exercer une pression
directe sur les terminaisons nerveuses ou les vaisseaux sanguins et provoquer une
distension des tissus. Cette premiére douleur est dite neuropathique et la description de
cette douleur chez une partie des patients atteints concorde avec I'’hypothese d'une douleur
de type neurogéne (Mercadante and Fulfaro 2007). Par la suite, les cellules tumorales et
stromales (macrophages, neutrophiles, lymphocytes) relachent un certain nombre de
facteurs afin de stimuler leur environnement et faciliter leur croissance (pour un rappel,
voir la figure 2). Plusieurs de ces facteurs sont directement impliqués dans la genése de la
douleur cancéreuse en raison de leurs propriétés proalgésiques. Une liste non exhaustive

des principales molécules jouant un rdle a ce niveau se trouve dans le tableau 4.
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Figure 11. Mécanismes moléculaires et cellulaires de la douleur cancéreuse au niveau périphérique. Les
récepteurs présents sur le nocicepteur lient les molécules sécrétées par les macrophages et les cellules
tumorales, ce qui déclenche le signal nociceptif. Extrait de (Mantyh 2002).
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interleukine-1 {iL-1) (Baamonde et al. 2007), (R.-X. Zhang et al. 2007)

Prostaglandine E, (PGE2) {Inada et al. 2007), (Kobayashi et al. 2012), (Fox et al. 2004)
Endothéline 1 {Peters et al. 2004), (Wacnik et al. 2001)

Adénosine triphosphate (ATP) (Gilchrist et al. 2005), (Kaan et al. 2010); {J. X. Wu et al. 2012)
Facteur de croissance nerveux {NGF) (Sevcik et al. 2005a); (Halvorson et al. 2005); (W. G. Mantyh

et al. 2010); (Jimenez-Andrade et al. 2011)

CGRP (Mach et al. 2002); (Bloom et al. 2011)

Bradykinine (Sevcik et al. 2005b)

Tableau 4. Liste non-exhaustive des principales molécules inflammatoires impliquées dans le
développement de la douleur cancéreuse osseuse.

Plusieurs de ces molécules ont pour fonction, entre autres, de déclencher une cascade
inflammatoire en réaction a la croissance de la tumeur. Cette inflammation est aussi un
facteur important dans le développement de la douleur cancéreuse puisque certaines des
molécules sécrétées dans ces conditions viennent stimuler directement les nocicepteurs en
liant leur récepteur présent sur ceux-ci. Parmi ces molécules, le NGF a fait 'objet d’études
particuliérement poussées par le groupe de Mantyh (Watson, Allen, and Dawbarn 2008; P.
W. Mantyh et al. 2011). Ce facteur de croissance est a la fois relaché par les cellules
cancéreuses et les cellules immunitaires associées a la tumeur. Une fois abondant dans
I'environnement, le NGF peut d’abord activer directement les nocicepteurs via son
récepteur TrkA. Il est d’ailleurs impliqué dans la sensibilisation des afférences primaires
mais aussi dans la sensibilisation centrale qui sera abordée plus loin. Par la suite, il induit
un bourgeonnement (sprouting) des fibres nerveuses sensitives et sympathiques,
particuliérement dans le périoste ce qui exacerbe encore plus la douleur. Le phénomeéne a
récemment été comparé au névrome présent chez les patients ayant subi une amputation.
Ce phénoméne a été contré dans un modéle animal a I'aide d’inhibiteurs des récepteurs Trk

et d’anticorps neutralisants dirigés contre le NGF et ce, a la fois dans le cancer prostatique,
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mammaire et d’'un cancer primaire de type fibrosarcome (voir tableau 3). Le NGF semble

donc étre une avenue prometteuse dans le soulagement de la douleur cancéreuse.

Finalement, un phénoméne trés important dans la genése et le maintien de la douleur
osseuse en cancer est I'acidose localisée. En effet, I'activité des ostéoclastes est fortement
augmentée dans I'environnement osseux en présence de métastases (Clohisy et al. 1996;
Clohisy and Ramnaraine 1998). Pour assurer le processus de résorption, les ostéoclastes
maintiennent un pH élevé dans leur voisinage afin de pouvoir résorber la matrice osseuse.
Lorsqu’il y a déséquilibre entre la formation et la résorption, le pH de tout 'environnement
osseux est abaissé et il en résulte I'activation des récepteurs et des canaux sensibles a des
concentrations élevées d’'ions H*. Plus précisément, les récepteurs transient receptor
potential vanilloid 1 (TRPV1) et les canaux ioniques sensibles a I'acide de type 2 et 3
(ASIC2/3) ont été impliqués dans la sensibilisation des nocicepteurs au niveau
périphérique suite a l'acidification du milieu (Yoneda et al. 2011; Nagae, Hiraga, and
Yoneda 2007; Honore et al. 2009; Ghilardi et al. 2005). De nombreux traitements visent a
contrer ce phénomeéne particulier et seront décrits plus loin dans cette section. Il est a
noter que le pH intra- et extracellulaire des cellules tumorales est également plus bas que le

pH physiologique, ce qui contribue a amplifier le phénomeéne (Griffiths 1991).

Les trois phénoménes décrits plus hauts - la douleur neuropathique, 'inflammation locale
et 'acidose - contribuent de maniére significative a I'induction et a la perpétuité de la
douleur cancéreuse osseuse. Ils produisent une douleur décrite comme lancinant et
continue d’intensité généralement de faible a modérée. Elle est par contre accompagnée
par des évenements soudain de douleur spontanée sévéres. Ces événements peuvent étre
provoqués par un stimulus tel que le changement de position, la charge pondérale ou
l'activité (marche) mais aussi survenir de fagon inattendue. Ce sont ces épisodes spontanés
qui sont particuliérement difficiles a traiter (Mercadante 1997). La combinaison de ces
phénoménes en fait d’ailleurs un type de douleur unique qui n'est pas la somme des
syndromes de douleur neuropathique et inflammatoire que nous connaissons (Honore and
Mantyh 2000). Lorsque que cette douleur ressentie au niveau périphérique se prolonge

dans le temps, la chronicisation de cette stimulation périphérique constante et croissante
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conduit a une sensibilisation au niveau du systeme nerveux central. Encore une fois,
plusieurs médiateurs ont été étudiés dans ce phénoméne tant au niveau moléculaire que
cellulaire. Il est alors apparu que la douleur cancéreuse se démarquait des autres types de
douleur autant par la diversité de ces marqueurs centraux que dans les possibilités de

traitements dont nous disposons.

7. Sensibilisation centrale.

Les patients arrivent a décrire leur douleur, ce qui donne un indice du niveau de
sensibilisation qu'’ils subissent dans un contexte de douleur chronique. Par contre, il est
impossible de déterminer les mécanismes cellulaires qui entrent en jeux, tout comme dans
des études comportementales animales. Les chercheurs disposent alors de plusieurs
moyens de mieux comprendre les changements se produisant au niveau spinal, dont
I'électrophysiologie in vivo et 'histochimie sur tissus (Gordon-Williams and Dickenson
2007).

Le principal neurotransmetteur excitateur responsable de la transmission du signal
nociceptif est le glutamate, entre autres via le récepteur NMDA. Le maintien d’un stimulus
dans le temps (i.e. une relache continue de glutamate au niveau spinal) entrainera deux
phénomeénes engendrant de 'hypersensibilité chez les neurones exprimant ce récepteur: la
sommation temporelle (wind-up) et la potentialisation a long terme (LTP). Briévement, le
wind-up fera en sorte que la réponse sera de plus en plus forte pour un stimulus donné. Un
stimulus pas ou peu douloureux peut alors devenir trés douloureux puisque la réponse
neuronale a ce stimulus est exagérée. Ce phénomeéne peut finir par toucher tous les types
de fibres sensorielles, incluant celles qui sont normalement non-nociceptives telles que les
fibres AB. La LTP fera en sorte que le neurone stimulé maintiendra son état d’excitation
méme si le stimulus n’est plus présent. Ainsi, la douleur sera maintenue en dehors des
épisodes de douleur spontanée ressentis par les patients lors d’une activité du quotidien

telle que la marche ou un mouvement plus soudain. Ces deux phénomeénes sont
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probablement a la base de I'allodynie et de I'hyperalgésie éprouvées par les patients

atteints de métastases osseuses.

Les fibres afférentes primaires responsables de la transmission de la douleur sont les fibres
A9 et C (Julius and Basbaum 2001). Ces fibres projettent de la périphérie jusqu’a la couche
superficielle de la corne dorsale de la moelle épiniére (lame I). Ces neurones afférents ainsi
que les neurones de la moelle épiniére sont alors surexcitées en présence de douleur
osseuse et vont décharger spontanément ou a la suite de stimuli moins importants (Urch,
Donovan-Rodriguez, and Dickenson 2003; Donovan-Rodriguez, Dickenson, and Urch 2004).
Ces stimuli non nociceptifs auront, par exemple, le pouvoir de provoquer la relache de
substance P et I'internalisation de son récepteur, ce qui n’est induit normalement que par
des stimulations douloureuses (Schwei et al. 1999). Cette hyperexcitabilité va aussi se
traduire par des changements au niveau neurochimiques dans la moelle épiniére (Schwei
et al. 1999; Honoré et al. 2000). Au cours des années, un certain nombre de molécules dont
I'expression est modifiée en réponse a la douleur osseuse a été identifié (e.g. I'activation du
géne C-fos et une expression accrue de dynorphine). Aussi, la phosphorylation de la
protéine p38 MAP kinase est augmentée dans ces conditions (Svensson et al. 2008). Par
contre, un grand nombre de protéines qui sont normalement associées a des douleurs
neuropathiques et/ou inflammatoires telles que la substance P, la galanine ou la PKC-y ne
sont pas modifiés dans la moelle osseuse (Honore et al. 2000). Cela renforce I'idée que la
douleur cancéreuse produit une signature unique qui, malgré les composantes
neuropathiques et inflammatoires qui lui sont attribuées, n’est ni une somme, ni une
combinaison de ces deux conditions (Voir tableau 4). L'étude de nouveaux traitements en
est d’autant plus complexe et laisse supposer que notre compréhension de la douleur

cancéreuse gagnerait encore a étre améliorée au niveau des marqueurs neurochimiques.
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c-fos + +
Dynorphine +
GFAP +0u=
ATF-3 +
CD68 ou ED1 T+
(macrophages)
Substance P = -
1B4 = -
CGRP = -
Galanine =
Neuropeptide Y =
Récepteur a la substance P =
PKCy =
GAP-43 =
0X-42 ou Iba-1 =ou+
(microglie)
Tableau 5. Expression spinale des marqueurs neurochimiques examinés dans les 3 principaux types de
douleur étudiés chez le rongeur. Les marqueurs pour lesquels des différences importantes existent entre les

types de douleurs sont écrits en rouge. Information extraite de (Honore et al. 2000 ; Wang R. et al. 2003 ;
Sevcik et al. 2005 ; Halvorson et al. 2006 ; Ruscheweyh et al. 2007)

=]
=
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+ |+

+1+ |+ |+
]
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Les modifications histochimiques dans la moelle épiniére ne sont pas exclusivement
observées dans les neurones. Les cellules gliales ont un role a jouer dans la majorité des
syndromes de douleur chronique (Gosselin et al. 2010). C'est également le cas en douleur

cancéreuse.

Les astrocytes sont identifiées a I'aide de I'expression du marqueur de la glial fibrilary
acidic protein (GFAP). Ces cellules de support du systéme nerveux central contribuent a la
régulation de tous les aspects de la fonction neuronale. Il n’est donc pas étonnant que les
astrocytes soient modifiés en présence de douleur cancéreuse. Plus précisément, le
marquage au GFAP est augmenté de maniére unilatérale dans différents modeles de cancer
des os chez les rongeurs et la morphologie des astrocytes est aussi modifiée (Honoré et al.
2000; R.-X. Zhang et al. 2005; Hald, Nedergaard, et al. 2009; Lan et al. 2010; Yao et al.
2011). Les astrocytes ont plutét été associés au maintien tardif de la douleur. De maniére
moins éloquente et plus récente, la microglie, cellules immunitaires résidentes du systéme

nerveux central, a été impliquée dans le développement plus précoce de la douleur (Inoue,
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Tsuda, and Tozaki-Saitoh 2007; Geis et al. 2010; Wang et al. 2012; Mao-Ying et al. 2012; J.-
H. Hu et al. 2012). Les marqueurs servant a identifier la microglie dans la moelle sont plus
diversifiés (MAC1, Ox-42, Ibal). Les résultats obtenus varient beaucoup en fonction du

modéle, mais aussi du marqueur choisi dans I’étude.

8. Les modéles animaux

Jusqu’'a la fin des années 90, notre compréhension de la douleur cancéreuse était tres
sommaire et était basée surtout sur les observations faites chez des sujets humains et sur
les connaissances que nous avions acquis sur la douleur grice a des modeéles de pathologies
connexes (neuropathique, inflammatoire, post-chirurgical, etc.) (Mercadante 1997). C'est
alors que la premiére étude évaluant la douleur chez des animaux porteur d’'une tumeur
osseuse a été publiée par le groupe de Patrick Mantyh (Schwei et al. 1999). Ce modeéle
développé chez la souris C3H/He] consiste en l'injection de cellules de fibrosarcome
NCTC2472 dans le canal médullaire du fémur suite & une arthrotomie (une rupture du
tendon patellaire afin d’accéder a la capsule articulaire pour l'injection). Environ 11 a 14
jours apres l'injection, les animaux développent de I'allodynie mécanique et de I'inconfort
se manifestant par une diminution de l'utilisation de la patte en condition normale ou
forcée. Ce modéle a ouvert la voie a de trés nombreuses études provenant de ce groupe
(voir tableau 4). Il a aussi été repris par d’autres équipes afin, principalement, de
caractériser plus en profondeur les modifications neurochimiques se produisant dans le
systéme nerveux mais aussi au niveau de 'os ou encore de tester de nouvelles avenues

thérapeutiques.

Ce premier modéle chez la souris a été modifié a plusieurs reprises tant au niveau du site
d’injection des cellules que de la souche cellulaire utilisée. De plus, le modéle de douleur
cancéreuse a injection intra-osseuse a été transféré chez le rat en 2002 (Medhurst et al.
2002). Cette fois, ce sont des cellules syngéniques de carcinome mammaire MRMT-1 qui
ont été injectées dans le tibia de I'animal. Ce modéle a également donné lieu a d’autres
études par la suite (tableau 6). Les modéles NCTC2472 et MRMT-1 sont encore aujourd’hui

les modéles qui sont le plus souvent repris pour poursuivre la recherche préclinique dans
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le domaine de la douleur cancéreuse. Cependant, 11 a rapidement été découvert qu'il existait
des variations entre les modéles selon la souche cellulaire ou le site d’injection choisi. C’est
pourquoi, en plus des deux principaux modéles utilisés, d’autres souches cellulaires
représentant des cancers prostatiques, pulmonaires, hépatiques, intestinales ou encore de

type mélanome ont aussi été utilisées chez les rongeurs.

Souris C3H/Hel Fibrosarcome Fémur 54 {Schwei et al. 1999; Honore et
syngénique Tibia al. 2000; Luger et al. 2002;
NCTC2472 Talon Menéndez et al. 2003; King et
Humérus al. 2007; Hald, Nedergaard, et
al. 2009; Wacnik et al. 2001)
Rat Sprague-Dawley Carcinome Tibia 17 (Medhurst et al. 2002; Urch,
Mammaire MRMT-1  Fémur Donovan-Rodriguez, and
Dickenson 2003; Doré-Savard et
al. 2010)
Rat Wistar Carcinome Tibia 11 (Mao-Ying et al. 2006; Pan,
mammaire Walker Zhang, and Zhao 2010; Yao et
256 al. 2011)
Souris C3H ou Carcinome Femur 3 (Hansen et al. 2011; Zwolak et
Balb/c) mammaire 4T1 al. 2008)
Rat Copenhagen Carcinome Tibia 4 {R.-X. Zhang et al. 2005; Kolosov
prostatique AT-3.1 et al. 2011)
Souris athymiques Cancer prostatique Femur 3 (Halvorson et al. 2005; Jimenez-
nues canin ACE-1 Andrade et al. 2010)
Souris C3H/Hel Hépatocarcinome Surface 3 {Seong et al. 2004)
Hca-1 dorsale de
la patte
Souris C57bl/6 Mélanome B16-F10 Fémur 2 (Sabino et al. 2003)
Souris C3H/SCID Carcinome du colon  Fémur 1 (Sabino et al. 2003)
C26
Souris athymiques Carcinome Fémur 1 (Bloom et al. 2011)
nues mammaire humain
MDA-MB-231
Souris Balb/c-C3H Adenocarcinome Fémur 1 (Sukhtankar et al. 2011)
mammaire 66.1
Souris C57bl/6) Fibrosarcome Fémur 1 (Geis et al. 2010)

syngénique MC57G

Tableau 6. Liste détaillée des modéles animaux utilisés afin de mimer la douleur cancéreuse chez I'animal.
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9. Méthodes d’évaluation de la douleur cancéreuse

La douleur cancéreuse se manifeste chez I'aninmal de plusieurs fagons. L'objectif ici n’est
pas de décrire toutes les méthodes possibles, mais de présenter briévement les plus
utilisées. Chez la souris, des changements comportementaux tels que le soulevement de la
patte afin d’éviter le contact avec le sol ou encore un léchement, un mordillement ou un
secouement excessif surviennent t6t dans le développement de la douleur et sont
comptabilisés par méthode visuelle (Schwei et al. 1999). Par contre, ces comportements
sont peu présents chez le rat et ne permettent pas d’observer une évolution claire dans

I'intensité de la douleur.

Le principal point commun entre les différents modéles de douleur osseuse provoquée par
une tumeur, peu importe l'espéce étudiée et la localisation de la tumeur, est le
développement progressif d’hypersensibilité mécanique. Cette hypersensibilité est
habituellement mesurée a I'aide du test de von Frey. Ce test a été caractérisé afin d’induire
une stimulation non-nociceptive chez un animal sain, mais induisant un signal nociceptif
chez un animal hypersensible dés le début des années 90 (Chaplan 1994). Le réflexe de
retrait entrainé par la faible stimulation est alors enregistré et sert de mesure d’allodynie
mécanique. La validité de ce test a été démontrée a plusieurs reprises, surtout dans des
modeles de douleur neuropathiques et inflammatoire. Chez le rat neuropathique, des
mesures électrophysiologiques in vivo ont montré que la proportion des neurones spinaux
se trouvant dans le champ récepteur du nerf 1ésé passait de 10% a prés de 50% (Laird et
Bennett 1993). De plus, chez les primates, des études semblables ont démontré que les
singes neuropathiques avaient un seuil de sensibilité plus bas se caractérisant par une
intensité, et un débit plus élevé de décharge des neurones périphériques retrouvés a
proximité de la lésion (Palescek et al. 1992). Ces quelques études ont été I'amorce d’une
longue caractérisation des effets électrophysiologiques d’'une stimulation a I'aide des poils
de von Frey. Ce test représente aujourd’hui la base de I'évaluation de la douleur chez

I'animal.
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Plus récemment, les tests basés sur les réflexes de retrait ont fait I'objet d’un débat dans la
communauté scientifique. On leur attribut en partie le faible transfert des drogues
approuvées en études précliniques vers le patient (Kissin 2010). En effet, de nouvelles
techniques visant a mettre de I’avant I'évaluation de comportements plus « naturels » chez
I'animal tels que des changements dans la posture et la démarche ont fait I'objet d’'un
développement important par le domaine académique et aussi commercial (Min et al.
2001; Vrintent et al. 2003; Boettger et al. 2009). Ces parameétres liés a la posture et a la
charge pondérale sont inspirés d’observations cliniques (Wickman et al. 2004 ; van der
Leeden et al. 2008 ; Portenoy et al. 2010), c’est pourquoi la communauté travaillant sur la
douleur a bon espoir que de tels appareils pourront améliorer notre criblage des cibles
thérapeutiques potentielles en douleur. Parmi ceux-ci, nous avons privilégié le
développement et par la suite l'utilisation du test de distribution pondérale dynamique
(Dynamic Weight Bearing ou DWB) (Tétreault et al. 2011). Ce test consiste en une cage
permettant a 'animal de se déplacer relativement librement dont le plancher est constitué
d’une grille de capteurs de pression (44 x 44). A l'aide de cet appareil, il est possible
d’enregistrer en temps réel le poids porté par chacun des points de contact de I’lanimal avec
le sol, y compris les pattes avant et la queue. Ceci représente une évolution importante par
rapport aux appareils de distribution pondérale conventionnels qui ne mesuraient que les
pattes arriére en position bipéde. Méme si les résultats produits par cet instrument de
mesure sont difficilement transférables a ’humain, ils permettent de faire une évaluation
plus réaliste de ce qui se passe chez les rongeurs. Le DWB a par conséqgent fait 'objet de
quelques publications récentes et est amené a étre utilisé plus abondamment dans I'avenir
(Cobos et al. 2012 ; Robinson et al. 2012). Il faut toutefois étre prudent dans I’association
de la douleur avec le changement dans la posture de l'animal. D’autres études sont
nécessaires afin de venir compléter les études descriptives qui existent aujourd’hui. Les
questions qui subsistent quant a la capacité des analgésiques conventionnels a rétablir les
parameétres mesurés par le DWB viendront nous éclairer sur les possibilités de cet appareil

dans I'évaluation de la douleur.
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10. Avenues thérapeutiques étudiées

Outre une meilleure compréhension des mécanismes régissant la douleur cancéreuse, le
role des modéles animaux est d’abord de tester différentes options thérapeutiques pour
améliorer la condition des patients. La plupart des modéles énumérés dans le tableau 4 a
servi a cette fin. Les méthodes d’évaluation sont multiples, de I'approche comportementale
a I'électrophysiologie en passant par les méthodes moléculaires. Une liste non exhaustive

des avenues étudiées se trouve dans le tableau 5.

D’un point de vue comportemental, I'allodynie mécanique et 'usage du membre portant la
tumeur sont les deux aspects les plus étudiés en douleur cancéreuse. L’allodynie
mécanique se mesure a l'aide du test utilisant des stimulations avec des poils de von Frey
(Chaplan et al. 1994). Ce test permet de mesurer le réflexe de retrait de I'animal en
présence d’un stimulus qui n’entraine pas de douleur chez un animal sain. Par contre, les
animaux cancéreux, que ce soit chez la souris ou le rat, ont un seuil de retrait
significativement diminué entre 7 et 14 jours aprés I'implantation des cellules, selon le
modéle (Schwei et al. 1999; Medhurst et al. 2002). L’inconfort de 'animal se traduit aussi
par un changement dans la maniére dont I'animal utilise sa patte. Chez la souris, des
comportement spontanés de secouement (flinching) et de soulévement prolongé de la
patte (guarding) ont été observés de maniére semi-quantitative et utilisés comme mesure
de douleur chez ces animaux (Luger et al. 2002; R-X. Zhang et al. 2005). Dans certains
modéles, 'hyperalgésie a été analysée chez les animaux (R.-X. Zhang et al. 2008; Khasabova
et al. 2008). L’hyperalgésie (réaction exagérée suite a un stimulus douloureux), qu’elle soit
thermique ou mécanique, est un phénoméne marginal en douleur cancéreuse et est peu
recensée a travers la littérature. Afin de vérifier 'usage de la patte en condition de marche
forcée, certaines études utilisent le rotarod, un appareil servant a faire marcher 'animal
sur un tube qui tourne en accélérant ou a vitesse constante (Jones and Roberts 1968; Luger
et al. 2002). Cet appareil a I'avantage de forcer I’animal a se déplacer, un comportement qui

est difficile a évaluer, surtout lorsque I’'animal ressent une forte douleur. Plus récemment,
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de nouvelles techniques tendant a mettre de coté les techniques comportementales basées
sur le mouvement de retrait 3 un stimulus externe sont mises de 'avant. La mesure de la
distribution pondérale répond bien a cette demande en douleur cancéreuse. Par contre, les
appareils existants confinent I’animal & une trés petite enceinte pour la prise des mesures
et forcent I'animal a n’utiliser que ses pattes arriéres, un comportement qui n’est pas
naturel. Malgré tout, ces appareils ont donné de bons résultats lorsqu’utilisés en douleur
cancéreuse (Fox et al. 2004; Niiyama et al. 2009; Hald, Hansen, et al. 2009). Plus
récemment, de nouvelles techniques visant a améliorer 1'évaluation de la distribution

pondérale ont été mises de 'avant (Tétreault et al. 2011; Cobos et al. 2012).

Le Tableau 7 donne un aper¢u des différentes avenues thérapeutiques qui ont été
considérées pour le traitement de la douleur cancéreuse et qui ont fait I'objet d'une

évaluation dans un modéle animal.



Antidépresseurs

Inhibition de la recapture

des monoamines

Pharmacologique
{amitryptiiline, fluoxetine,
propentofylline)
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2007a; Yao et al. 2011)

Antiepileptiques

Canaux calciques voltage-
dépendant

Pharmacologique
{Gabapentin, Lacosamide)

{Donovan-Rodriguez,
Urch, and Dickenson
2006; Mouedden and
Meert 2007a; Beyreuther
et al. 2007)

Inhibiteurs de la
résorption osseuse

Ostéoclastes

Pharmacologique
(zoledronate,
ibandronate, etc.)
Immunologique (anti-
RANKL)

(Sevcik et al. 2004;
Halvorson et al. 2008;
Roudier, Bain, and Dougall
2006; Walker et al. 2002;
Luger et al. 2001)

Cannabinoides

Récepteurs CB1 et CB2

Pharmacologique
{Agonistes sélectifs ou
non)

(Gu et al. 2011; Hald et al.
2008; Hamamoto,
Giridharagopalan, and
Simone 2007; Lozano-
Ondoua et al. 2010)

Chimiokines Récepteur CX3CR1 immunologique (anti- (Yin et al. 2010)
CX3CR1)
Cascade inflammatoire COX-2 Pharmacologique {Medhurst et al. 2002; Fox
IL-1 {inhibiteurs, et al. 2004; Lan et al.
TLR4 antagonistes). 2010; Baamonde et al.
Invalidante {siRNA) 2007)
Facteurs de croissance NGF Pharmacologique (Ghilardi et al. 2010; W. G.
TrkA {inhibiteurs TrkA) Mantyh et al. 2010;

Immunlogique (anti-NGF)

Jimenez-Andrade et al.
2007)

Opioides

Récepteurs u, §,

Pharmacologique
(agonistes)

(Curto-Reyes et al. 2008;
Mouedden and Meert
2007b; Menéndez et al.
2005; Luger et al. 2002;
Otis, Sarret, and Gendron
2011)

Récepteurs canaux TRPV1 Pharmacologique (Honore et al. 2009; Kaan
ioniques P2X3 {antagonistes ou et al. 2010; Miao et al.
Nav 1.8 inhibiteurs) 2010)
Récepteurs Activés par les | PAR2 Pharmacologique et (Lam et al. 2010 ; Lam et
Protéases génétique al. 2012)
Ephrines Récepteur EphB1 Pharmacologique {Dong et al. 2011)
{bloqueur)

Tableau 7. Principales avenues thérapeutiques étudiées a F'aide des différents modéles animaux de douleur

cancéreuse.

Plusieurs approches de type pharmacologique ont été testées chez les rongeurs,

particuliérement visant le systéme opioidergique. Les effets bénéfiques que cette classe de

médicaments peut avoir ont été démontrés a plusieurs reprises a l'aide d’agonistes plus ou
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moins sélectifs pour le récepteur Mu tels que la morphine (Luger et al. 2002), 'oxycodone
(Kato et al. 2008) et le fentanyl (Mouedden and Meert 2007b). Dans tous les cas, il a été
possible de renverser au moins partiellement la douleur cancéreuse. Par contre, certaines
études ont montré que les doses nécessaires pour le soulagement de cette douleur étaient
jusqu’a 10 fois plus élevées que celles utilisées dans un modéle de douleur inflammatoire
(Luger et al. 2002). Etant donné les effets secondaires des opiacés, ces doses ne sont pas
envisageables chez I'humain et les patients se retrouvent avec un soulagement
insatisfaisant (Kirou-Mauro et al. 2009). De plus, une étude utilisant I'infusion chronique de
morphine a montré une accélération de la résorption osseuse chez les animaux en raison
de I'augmentation de la prolifération des ostéoclastes via le récepteur Mu (King et al. 2007).
Ce phénomeéne a aussi été observé cliniquement griace a de vastes études statistiques
(Vestergaard et al, 2006; 2012). Cependant, le retour a une locomotion normale en
présence d'un os affaibli était alors tenu responsable de la survenue des fractures chez ces
patients. Le mystére plane toujours au sujet de l'effet des anti-inflammatoires non
stéroidiens alors que certaines études montrent l'inefficacité de l'inhibition de COX-2
(Medhurst et al. 2002) alors que d’autres études utilisant des inhibiteurs différents
montrent des résultats opposés (Fox et al. 2004). C’est pour cela que d’autres avenues sont
évaluées a I'aide des modeéles murins. Par exemple, les cannabinoides ont soulevé beaucoup
d’intérét depuis quelques années. En effet, le développement d’agonistes visant les
récepteurs CB1 et CB2 sont efficaces pour renverser I'allodynie et 'hyperalgésie thermique
dans plusieurs études (Khasabova et al. 2008; Hald et al. 2008). Il a méme été avancé que
les cannabinoides pourraient exercer des effets intéressants sur la résorption osseuse chez
la souris (Lozano-Ondoua et al. 2010). La douleur cancéreuse peut aussi étre freinée de
fagon indirecte en jouant avec d’autre processus aggravant la douleur. En effet, le fait de
ralentir la résorption osseuse contribue a diminuer l'intensité de la douleur et a ralentir
son développement. C'est ainsi que des bisphosphonates tels que l'ibandronate, le
zoledronate et I'alendronate, utilisés pour freiner I'ostéoporose et les métastases osseuses
se sont avérés trés utiles dans le traitement de la douleur, seuls ou en combinaison avec
d’autres thérapies (Walker et al. 2002; Sevcik et al. 2004; Hald, Hansen, et al. 2009). Les
inhibiteurs de la voie RANKL ont aussi le méme effet (Roudier, Bain, and Dougall 2006).

D’autres avenues trés prometteuses impliquant les récepteurs TRPV1 et P2X3 sont
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actuellement a I'étude (Honore et al. 2009; Kaan et al. 2010). Quoi qu'’il en soit, il y a encore
beaucoup de place pour I'amélioration des traitements analgésiques pour la douleur
cancéreuse. Il est particuliérement intéressant d’évaluer des options passant par des voies
différentes des opioides. Cette classe de médicament n’est donc pas a exclure, puisqu’elle
demeure la plus efficace. Mais les opiacés pourraient étre supportés par une approche

complémentaire. C’est pourquoi nous nous intéressons a la neurotensine.

11. Neurotensine.

La neurotensine (NT) est un peptide de 13 acides aminés qui a d’abord été extrait de
I’hypothalamus bovin (Carraway and Leeman 1973). D’abord connu pour ses propriétés
hypotensives, il est rapidement apparu que la NT pouvait aussi exercer des effets sur une
grande quantité de processus physiologiques associés a sa localisation. D’abord, la NT est
fortement exprimée au niveau de l'intestin (Mustain, Rychahou, and Evers 2011). Dans
I'estomac et le petit intestin, elle exerce un effet inhibiteur sur la motilité alors qu’au niveau
du colon, la motilité est plutot stimulée par la NT. Son effet sur la contraction des muscles
lisses dans le systéme gastro-intestinal est aussi variable en fonction de la région.
Finalement, la NT aurait un effet prolifératif sur les cellules de la muqueuse intestinale et
stimulerait la production de COX-2 et PGE-2 dans ces cellules. C’est pourquoi elle est

associée a I'inflammation dans cet organe.

La neurotensine est aussi exprimée de fagon importante dans le systéme nerveux central.
Les principaux effets exercés par la neurotensine via différentes structures du CNS sont
I'antinociception, I'hypothermie, la modulation du systéme dopaminergique et la
stimulation de la sécrétion des hormones hypophysaires (Tyler-McMahon, Boules, and
Richelson 2000). Etant donné que I'antinociception est un des sujets principaux de cette

thése. Je m’y attarderai particuliérement dans la prochaine section.
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12. Neurotensine et douleur.

Les premiéres démonstrations de I'effet analgésique de la neurotensine ont été effectuées
via une injection intracérébroventriculaire ou intracisternale de neurotensine
(Clineschmidt and McGuffin 1977; Nemeroff et al. 1979). Par la suite, I'injection de NT dans
différentes structures du cerveau a aussi produit un effet analgésique important
(Clineschmidt, Martin, and Veber 1982; Kalivas et al. 1982; Fang, Moreau, and Fields 1987).
Déja a cette époque, l'analgésie neurotensinergique était démontrée comme étant
indépendante des opiacés (Clineschmidt, McGuffin, and Bunting 1979). En effet, une
injection préalable de naloxone n’empéchait pas I'action analgésique de la NT. L’élucidation
du mécanisme d’action de la NT a débuté avec la premiére preuve que I'effet
comportemental observé n’était pas le résultat des effets hypothermiques ou locomoteurs,
mais bien d'un effet analgésique (Hylden and Wilcox 1983). L’action antidouleur de la NT
s’explique aussi par sa localisation dans le systéme nerveux central. Des neurones
exprimant la neurotensine se trouvent en effet dans plusieurs structures du systéme
nerveux associées au contréle de la douleur telles que la substance grise périaqueducale
(PAG) (Behbehani, Shipley, and McLean 1987) le noyau Raphe Magnus (Urban and Smith
1993), la substance grise de la moelle épiniére et 'amygdale (Uhl, Kuhar, and Snyder 1977)

et de plusieurs régions du cerveau, dont le cortex.

Le mécanisme d’action de I'analgésie neurotensinergique passe principalement par deux
récepteurs couplés aux protéines G, NTS1 (Tanaka, Masu, and Nakanishi 1990; Vincent
1992) et NTS2 (Mazella et al. 1996) (Figure 12).
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Figure 12. Structure bidimensionnelle des récepteurs NTS1 et NTS2 avec mise en évidence des homologies
de séquence entre les deux récepteurs. Extrait de (Vincent, Mazella, and Kitabgi 1999)

Le récepteur NTS1 joue un réle dans I’'analgésie neurotensinergique puisqu’un antagoniste
sélectif pour ce récepteur, le SR48692, diminuent les effets de la NT (Dubuc et al. 1994; D. ].
Smith et al. 1997) en douleur aigué (test du retrait de la queue). De plus, une injection dans
le tronc cérébral d’'un agoniste sélectif du récepteur, le PD149163, a provoqué une’
analgésie chez la souris. Cette analgésie a aussi été renversée par le SR48692 (Buhler et al.
2005). En douleur tonique, les effets de l'activation de NTS1 ont été caractérisés
récemment dans notre laboratoire. L'injection intrathécale de PD149163 inhibe la douleur
induite par une injection intra-plantaire de formaline (Roussy et al. 2008) (Figure 13a).
Finalement, cet agoniste NTS1 est aussi efficace dans un modéle de douleur neuropathique
chronique (Guillemette et al. 2012). L’administration de 1'agoniste renverse partiellement

'allodynie mécanique et '’hyperalgésie thermique ressenties par I'animal suite a une

ligature du nerf sciatique (Figure 13b).
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Figure 13. Effet analgésique d’une injection intrathécale de PD149163, un agoniste sélectif du récepteur
NTS1, dans un modéles de douleur tonique inflammatoire (A) et dans un modéle de douleur chronique
neuropathique (B). L’analgésie dose-dépendante induite par I'agoniste est particuliérement évidente dans la
phase inflammatoire (20 a 60 min) du test a la formaline. En douleur neuropathique, la dose la plus forte
utilisée arrive a renverser l'allodynie mécanique a tous les jours de test. Extraits de (Roussy et al. 2008) et
(Guillemette et al. 2012).

Le récepteur NTS2 a été cloné en 1996 (Mazella et al. 1996). Malgré que sa signalisation
intracellulaire soit moins bien comprise que pour NTS1, son rdéle dans l'analgésie
neurotensinergique est assez bien connu grace a l'existence d’agonistes sélectifs pour ce
récepteur. En effet, une injection intracérébroventriculaire de lévocabastine (sélectif NTS2)
diminue la douleur viscérale chez la souris (Dubuc, Remande, and Costentin 1999). De plus,
I'analgésie induite par la NT n’est que partiellement conservée lorsque les souris sont
invalidées pour NTS2 (Dubuc et al. 1999; Remaury et al. 2002). Finalement, une injection
intrathécale de JMV-431 (Figure 14A) provoque une analgésie dose-dépendante au test du
retrait de la queue (Sarret et al. 2005). Preuve de sa sélectivité, cet agoniste perd
totalement son effet lorsqu’un traitement avec des DsiRNA dirigés contre le récepteur est
administré 48 heures avant les tests (Doré-Savard et al. 2008). En douleur tonique (Figure
14B), ce méme agoniste induit une robuste analgésie dans le test a la formaline (Roussy et
al. 2009). Fait intéressant, les animaux réduisent de fagon importante leurs comportements
spinaux tels que le soulévement de la patte alors que les comportements supra-spinaux tels
que le léchage et le mordillage sont conservés. L’équipe de Richelson a récemment publié
une étude portant sur un nouvel agoniste NTS2, le NT79. Le NT79 a réduit de fagon
significative la douleur viscérale et la douleur thermique suite a une injection

intrapéritonéale. 1l s’agirait donc de la premiére étude démontrant les effets analgésiques
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de l'activation de NTS2 en périphérie. De plus, le NT79 montre un effet synergique avec la
morphine lorsqu’ils sont co-administrés dans un modéle de douleur tonique (Boules et al.
2011). NTS2 joue donc un réle dans la modulation de la douleur au niveau spinal mais aussi
au niveau des voies inhibitrices descendantes. En effet, 'analgésie induite par la stress est
compromise chez les souris KO pour NTS2 et I'administration d’'un antagoniste réduit cette
analgésie chez les souris soumises a une nage forcée (Lafrance et al. 2010). De plus,
I'injection intrathécale de JMV-431 potentialise I'effet analgésique lié au stress, démontrant
I'implication de NTS2 dans ce phénomeéne. De nombreuses études dans notre laboratoire
(et possiblement ailleurs), sont en cours afin d’évaluer le potentiel analgésique du

récepteur NTS2 dans des modéles de douleur chronique.
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Figure 14. Effet analgésique de I'agoniste sélectif NTS2 JMV-431 injecté par voie intrathécale dans un modéle
de douleur aigué (A) et dans un modéle de douleur tonique (B). A) une analgésie dose-dépendant est
observée dans le test du retrait de la queue (52°C). Cette analgésie se poursuit pendant plus de 60 minutes
suite 2 l'injection. B} Un effet analgésique iimportant est observé dans le test i la formaline, particuliérement
dans la phase inflammatoire, aux doses de 30 et 60 ug/kg intrathécale.

13. Neurotensine et cancer

Les données provenant de la littérature convergent vers un réle pour la neurotensine dans
le développement de certains cancers (Dupouy et al. 2011). La presque totalité des études
réalisées sur le sujet mettent en scéne le récepteur NTS1. En effet, des études cliniques
suggérent que I'expression de NTS1 pourrait étre corrélée a un mauvais pronostic dans le
cancer du sein, du poumon et de la téte (Dupouy et al. 2009; Alifano et al. 2010). Ce constat
trouve ses échos en recherche fondamentale alors que plusieurs composantes de la
signalisation intracellulaire de NTS1 (Figure 14) sont associées a la prolifération et la
migration/invasion des cellules cancéreuses. Son effet pro-inflammatoire dans les intestins
serait aussi un facteur aggravant dans les cancers du tube digestif (D. Zhao and Pothoulakis
2006).
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Figure 15. Résumé schématique de la signalisation neurotensinergique via le récepteur NTS1. Extrait de
(Myers et al. 2009).

Fait intéressant, la surexpression de NTS1 dans les tissus cancéreux stimule le

développement d’outils d’'imagerie moléculaire ciblant ce récepteur (Myers et al. 2009).

La neurotensine semble donc étre un médiateur important dans la modulation de la
nocicéption et un acteur agissant dans plusieurs composantes de la biologie de certains
cancers. La combinaison de ces effets en fait donc une option thérapeutique en cancer des
os qui selon nous mériterait une étude plus poussée. C'est donc en ce sens qu’est orientée

une partie de nos objectifs décrits a la page suivante.



Hypothese et objectifs des études réalisées.

Etant donné I'apport important des modeles animaux dans notre compréhension de la
douleur cancéreuse et l'importance de l'imagerie médicale dans la détecction des

métastases et le suivi des traitmement, notre hypothése générale est que :

- La caractérisation d’'un meilleur modéle de douleur cancreuse a l'aide d’outils
innovants d'imagerie améliorera nos connaissances sur le lien entre la douleur
et les métastases osseuses afin de mieux évaluer des traitements analgésiques

potentiels..

Afin de vérifier cette hypothése, nous nous sommes donnés pour objectifs:

1. D’élaborer et de caractériser un nouveau modéle de douleur cancéreuse chez le
rat qui se rapproche de la réalité clinique.

2. De mettre en lien lintensité de la douleur cancéreuse aux événements
pathologiques (apparition de la tumeur, résorption osseuse) nécessaires au
développement de celle-ci.

3. De se doter d’outils innovants d'imagerie médicale afin de caractériser, en plus
du développement de la douleur, le développement de la tumeur dans 'os et la
résorption osseuse induite par une tumeur lytique.

4. D’examiner le potentiel analgésique des analogues neurotensinergiques dans le

soulagement de la douleur cancéreuse dans notre modéle.
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Avant-propos : Cet article fait la présentation de notre modéle de douleur cancéreuse. I
s’agit d’'une vaste étude de caractérisation faisant état des qualités du modele au niveau
comportemental, anatomique et histologique. J'ai d’abord participé trés activement a la
création du modéle en mettant au point la présente version de la procédure chirurgicale.
J'ai effectué toutes les expériences de comportement et d’imagerie présentées dans cet
article. J'ai participé activement a la réalisation et a I'analyse des expériences d’histologie.
Jai aussi participé de fagon majoritaire a I'écriture du manuscrit a tous les niveaux

d’avancement de l'article.



Behavioral, medical imaging and histopathological features of a new rat model of bone

cancer pain

Le développement de meilleurs traitements utilisés en clinique est favorisé par une
évaluation préclinique dans des modéles animaux pertinents calqués sur la réalité clinique.
Dans cette optique, nous proposons dans cette étude de faire un pas de plus dans la
création d’outils pertinents pour I'évaluation et le suivi d'une condition qui tarde a trouver
un traitement adéquat chez les patients: la douleur associée au cancer des os. Notre
modele murin de douleur cancéreuse utilise I'injection de cellules de carcinome mammaire
MRMT-1 afin de mimer l'implantation d’'une métastase osseuse au niveau du fémur.
L’apparition et la progression de la douleur ont été mesurées a l'aide de trois tests
comportementaux. L’allodynie et I'hyperalgésie mécanique ont fait leur apparition au jour
14, tout comme un changement dans l'utilisation de la patte atteinte peut étre observée a
'aide du test de distribution pondérale dynamique a ce stade. Par la suite, nous avons
effectué une évaluation radiologique et histologique de la situation au niveau de I'os. Des
signes d’ostéopénie sont visibles au jour 14 alors que I'envahissement complet du canal
médullaire est visible au jour 21. Nous avons aussi intégré des outils d’'imagerie
minimalement invasive afin de proposer des méthodes de détection et de suivi qui
pourraient améliorer la prise en charge de la douleur, mais aussi du cancer. L'imagerie par
résonance magnétique nous a permis de détecter la présence d’'une tumeur dés le jour 8
post-implantation, soit bien avant 'apparition de la douleur. En effet, nous avons constaté
que la douleur apparaissait (et devenait plus intense) lorsque la tumeur dégradait l'os de
maniére plus importante. Ce processus de résorption osseuse a aussi été caractérisé a I'aide
de la tomodensitométrie osseuse (UCT) et la tomographie d’émission par positrons (TEP).
En uCT, le ratio BV/TV diminue de fagon importante a partir du jour 14 autant pour l'os
trabéculaire que pour I'os compact (cortical). De plus, I'injection du traceur visualisable en
TEP 18F-NaF a montré une activité métabolique (bone turnover) trés importante au niveau
du front de progression de la tumeur. La douleur osseuse a aussi été associée a des
modifications neurochimiques dans les ganglions de la racine dorsale de la moelle épiniére

et dans la moelle épiniére elle-méme. Nous avons observé une augmentation de
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I'expression des marqueurs d’activité neuronale c-fos et ATF-3 ainsi que de I'activité des

cellules astrocytaires (GFAP) et microgliales (Ibal).
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Abstract

Pre-clinical bone cancer pain models mimicking the human condition are required to
respond to clinical realities. Breast or prostate cancer patients coping with bone
metastases experience intractable pain, which affects their quality of life. Advanced
monitoring is thus required to clarify bone cancer pain mechanisms and refine
treatments. In our model of rat femoral mammary carcinoma MRMT-1 cell
implantation, pain onset and tumor growth were monitored for 21 days. The surgical
procedure performed without arthrotomy allowed recording of incidental pain in free-
moving rats. Along with the gradual development of mechanical allodynia and
hyperalgesia, behavioral signs of ambulatory pain were detected at day 14 by using a
dynamic weight-bearing apparatus.  Osteopenia was revealed from day 14
concomitantly with disorganization of the trabecular architecture (uCT). Bone
metastases were visualized as early as day 8 by MRI (T:-Gd-DTPA) before pain
detection. PET (Na!8F) co-registration revealed intra-osseous activity, as determined
by anatomical superimposition over MRI in accordance with osteoclastic hyperactivity
(TRAP staining). Pain and bone destruction were aggravated with time. Bone
remodeling was accompanied by c-Fos (spinal) and ATF3 (DRG) neuronal activation,
sustained by astrocyte (GFAP) and microglia (Ibal) reactivity in lumbar spinal cord.
Our animal model demonstrates the importance of simultaneously recording pain and
tumor progression and will allow us to better characterize therapeutic strategies in the

future.
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Introduction

Among cancers with a poor prognosis, those originating from breast, lung and prostate
commonly metastasize to the skeleton[1,2]. While primary bone cancers are rare, over
70% of people coping with advanced breast or prostate cancer will develop bone
metastases[3]. The major factor responsible for the decrease in quality of life in bone

metastases-bearing patients is pain[4].

Bone cancer pain originates from nerve compression, ischemia and release of
proinflammatory substances by the tumor and cells from the bone environment[5]. Thus,
lytic cancer cells affect bone homeostasis through the release of cytokines promoting
pathological resorption by osteoclasts[6,7]. In addition to bone destruction[8], osteoclast
hyperactivity creates an acidic environment responsible for the accommodation of pain [9].
Compensative and anarchic bone formation by osteoblasts compresses free nerve terminal
endings scattered in the bone marrow, matrix and periosteum[10], leading to the genesis
and maintenance of pain. The association of those phenomena produces a unique
mechanical and neurochemical onset that goes beyond the combination of neuropathic and

inflammatory pain[11].

Bone cancer pain’s unique characteristics make it therapeutically intractable[11].
Indeed, typical approaches including anti-inflammatory drugs and opiates have limited
relief efficiency[12]. Due to its progressive nature, escalating doses are required to
adequately alleviate bone cancer pain[13], leading to side effects and ultimately to abortive
compliance[4,14]. Moreover, morphine was recently proven to accelerate cancer-induced
bone loss in osteolytic cancers[15,16]. Similarly, promising anti-resorptive
bisphosphonate therapies[17,18,19,20,21], shown to slow cancer progression and
indirectly alleviate pain, were shaded by comorbid osteonecrosis[22]. Bone cancer pain
thus remains a concern, highlighting the need to accentuate our understanding of its

neurobiological mechanisms in order to develop more effective strategies.
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Animal models were elaborated to mimic the human condition in an attempt to
understand bone cancer pain. Mouse models of calcaneus and humerus cancer[23], or rat
models of tibia cancer with mammary MRMT-1[24], 4T.1[25] and Walker 256[26], or
prostatic AT-3.1[27] cells were developed to characterize local changes or neural plasticity
of spinal structures projecting to the bone. From a clinical point of view, the femur,
however, represents the most frequently affected long bone[28]. Mouse femoral models
involving intramedullary implantation of fibroblast cancer cell lines to induce pain are
reported (e.g. fibrosarcoma[29,30]). However, those models are based on mimicking
primary bone cancers. The majority of secondary bone cancers originate from breast or
prostate cancers, known for their bone-metastasizing properties{31]. Yet, for models
involving those types of cells, induction is either intravenous (leading to multiple site
metastases[32,33]) or follows a surgical procedure in which a patellar arthrotomia and
partial alteration of the knee joint are susceptible to impaired locomotion, which in turn
biases the evaluation of pain-related behavior. Indeed, invasiveness and surgical
procedures need to remain minimal in order to assess breakthrough pain without
interference. This latter pain manifestation is the most refractory condition to overcome
for individuals coping with chronic cancer pain and among the toughest to evaluate in

animal models.

In addition to pain assessment, the means to detect and monitor bone pathologies have
evolved to incorporate X-ray micro-computed tomodensitometry (uCT) and bone
scintigraphy[34]. Nonetheless, preventive determination of tumor nesting and progression
has the potential to improve analgesic posologies and to limit bone remodeling. Advanced
non-invasive and low radiation medical imaging, such as positron emission tomography
(PET) and magnetic resonance imaging (MRI) or the combination of both, would be
desirable to enable efficient and repeated exams for accurate and rigorous analgesic

therapy adjustments[35].

The rat remains the most studied species in pain paradigms[36]. We therefore selected a
rat mammary carcinoma cell line for its spontaneously metastasizing and transplantable

properties. The capability of MRMT-1 to metastasize to remote organs is intrinsic to those
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syngeneic cells[37]. In the present study, we describe an intervention in the Sprague-
Dawley rat femur to implant breast tumor cells using a light surgical procedure in an effort
to mimic clinical pain. We utilized a combination of innovative behavioral and medical
imaging approaches, supported by immunohistochemical and pathological observations, to
characterize the model. The study aims at improving clinical relevance with regard to the
model and tools used to screen new lead compounds, in order to characterize bone tumor
progression as well as to elucidate the mechanisms underlying the genesis and

maintenance of bone cancer pain.
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Methods

Cell culture

Mammary rat metastasis tumor (MRMT-1) cells (carcinoma) were kindly provided by the
Cell Resource Center for Biomedical Research Institute of Development, Aging and Cancer
(Tohoku University 4-1, Seiryo, Aoba-ku, Sendai, Japan) and harvested in RPMI 1640
medium (Gibco, Montreal, Quebec, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum
(heat-inactivated) and 2% penicillin/streptavidin (Gibco, Montreal, Qc, Canada). Cells were
detached by brief exposure to 0.25% w/v trypsin-EDTA (Gibco, Montreal, Qc, Canada) and
prepared for injections. Briefly, cells were pelleted by centrifugation (3 min. at 200 X g),
rinsed with 1 ml of Hank’s balanced salt solution exempt of calcium, magnesium or phenol
(HBSS; Gibco, Montreal, Qc, Canada) and further centrifuged in the same conditions. The
pellet was re-suspended in 1 ml of HBSS, and cells were counted with a hemocytometer.
Cells were diluted to achieve a final concentration for injection of 30000 cells in 20 pl and

maintained on ice prior to surgery.

Animals

Adult male Sprague-Dawley rats (200-225 g; Charles River Laboratories, St.-Constant,
Quebec, Canada) were maintained on a 12h light/dark cycle with access to food and water
ad libitum. Animal-related procedures were approved by the Ethical Committee for Animal
Care and Experimentation of the Université de Sherbrooke and carried out according to the
regulations of the Canadian Council on Animal Care (CCAC). Rats were acclimatized for 4
days to the animal facility and for 2 days to manipulations and devices prior to behavioral
studies. Note that animals tested for pain and used for immunohistochemical analyses
were different from those being imaged by MRI or MRI-PET, since prolonged anesthesia

can affect behavioral responses.

Surgery
After complete anesthesia with 5% isoflurane (Abbott Laboratories, Montreal, Qc, Canada),
rats were laid in the supine position and their right paws were shaved and disinfected with

70% v/v ethanol. Anesthesia was maintained with 2.5% isoflurane and the rat eyes were
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protected with an ophthalmic liquid gel (Tear-gel, Novartis, Mississauga, ON). A minimal
skin incision (8-10 mm) exposed the quadriceps femoris. The vastus lateralis was incised
(5-8 mm in length) to expose the femoral epicondyle, while the patellar ligament remained
untouched and minimal damage was inflicted to the surrounding muscle and blood vessels.
Using a 0.8 A stereotaxic drill (Foredom, Bethel, CT, USA) connected to a 1.75 mm carbide
steel burr (Stoelting Co., WoodDale, IL, USA), a small and superficial cavity was burred
between the medial epicondyle and the adductor tubercle (approximately 1 mm in depth).
In that cavity, a 25-gauge needle was inserted at a 45° angle, allowing it to reach the
intramedullary canal of the femur. The needle was substituted with a blunt-end 25-gauge
needle connected to a 50 ul Hamilton syringe containing 20 pl of the cell suspension
(cancer group) or of HBSS (sham group). The syringe was left in place for 1 min to allow
cell dispersion in the bone marrow. The needle was then removed and the cavity was
sealed with dental amalgam (Prodigy A3, Kerr, Orange, CA) and polymerized with a curing
light (QHL7S, Dentsply, Milford, DE). The site was thoroughly washed with sterile
deionized water. The muscle and the conjunctive tissue were closed with a discontinuous
suture made with synthetic absorbable sutures (Monocryl, Ethicon, Sommerville, Nj), and
the skin was closed with a continuous suture from non-absorbable surgical suture
(Prolene, Ethicon, Sommerville, N]). The wound was finally washed with 3% v/v peroxide

and sprayed with a bitter solution (Aventix Animal health, Flamborough, ON).

Behavioral studies

Mechanical allodynia was assessed using a dynamic plantar esthesiometer (Ugo Basile,
Stoelting, IL, USA), an automated version of the von Frey hair. Animals were placed in
enclosures on an elevated wire mesh and responses to punctate mechanical stimulation
were assessed using the esthesiometer. A straight metal filament (0.5 mm diameter) was
orientated beneath the pad until it touched the plantar surface of the hind paw and began
to exert an upward force. The force required to elicit a withdrawal response was measured
in grams and automatically registered when the paw was withdrawn or the preset cut-off
was reached (50 g). Five values were taken alternately on both ipsilateral (operated side)

and contralateral hind paws at intervals of 15 s.
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Mechanical nociceptive withdrawal responses were measured using an analgesiameter (Ugo
Basile, Stoelting, IL, USA) that applies a linearly increasing pressure (16 g/s) via an acrylic
stylus. The stylus was placed over the medial dorsum of the hind paw, between the 1st and
2nd tarsometatarsal joints and the mean of four consecutive measures beginning with the
left or right hind paw, alternately, was recorded as the withdrawal threshold in grams. The
cut-off was set to 200 g. Comparison for each testing day was performed by subtracting the
ipsilateral weight (g) from the contralateral weight value (g) to determine the paw
withdrawal threshold (PWT) difference.

Static weight bearing was measured using the Incapacitance Meter (IITC Life Science,
Woodland Hills, CA, USA). The animal was positioned with the hind limbs at rest on the
two weight-averaging platform pads. The unit recorded the average weight put on each pad
over a 2 s period. The measurement was repeated 3 times. The results obtained with the
incapacitance meter were used as a control for a second weight-bearing test, the Dynamic
Weight Bearing test (Bioseb, Boulogne, France). The device consisted of a bottomless
Plexiglas enclosure (25 x 25 x 24 cm3) and a sensor (1936 single captors). The sensor was
placed on the floor of the enclosure, covering its entire surface. The rat was allowed to
move freely within the apparatus for 5 min and the weight-bearing information was
transmitted live to a laptop computer via an USB interface. The raw data were analyzed
with DWB 1.1.0.6 software (Bioseb). A paw was detected when one captor recorded a
weight of at least 4 g and a minimum of 2 adjacent captors recorded a weight of at least 1 g.
The paw had to be stable for a minimum of 0.5 s to be included. Using a synchronized
video-recording of the test and the scaled map of the detected zones, each presumed paw
was validated by an observer and identified as a left or right and fore or hind paw. Other
zones detected, representing the tail or another body part, were also included in the

analysis.

The effect of subcutaneous morphine was evaluated on days 11, 14, 18 and 21 in our model.
Morphine-sulphate stock solution (50mg/ml) was diluted in sterile saline to achieve

injection concentration (3mg/ml). Rats were than injected s.c. with 3 mg/kg (1ul/g) and



72

returned to their cage. Behavioral tests were performed 30 minutes after the injection as

described earlier.

Immunohistochemistry

Rats were deeply anaesthetized with 5% isoflurane and transcardially perfused with 4%
paraformaldehyde (PFA) in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4). The spinal cord and dorsal
root ganglia (DRG) were post-fixed for 30 min in 4% paraformaldehyde and then
transferred to 30% sucrose (48 h) for cryoprotection. Serial frozen spinal cord sections, 35
um thick, were cut using a sliding microtome, collected in PBS and processed as free-
floating sections. Frozen DRG were embedded in OCT Tissue-Tek, cut on a cryostat at a
thickness of 12 um, collected and processed on slides.

Tissue sections were incubated for 60 min at room temperature in a blocking solution of
5% normal goat serum in PBS with 0.5% Triton X-100 and 2% albumin and then incubated
for 30 min in 0.1 M glycine solution to reduce autofluorescence. The sections were then
incubated with the primary antiserum overnight at 4°C. Spinal cord sections were
immunostained with antibodies against markers of microglia, ionized calcium binding
adaptor molecule 1 (Ibal, polyclonal antibody rabbit anti-Ibal, 1:1000, Wako, Richmond,
VA, USA), astrocytes, glial fibrillary acidic protein (GFAP, monoclonal clone GA5 mouse
anti-GFAP, 1:500, Sigma, Oakville, Ontario, Canada) and c-Fos protein (c-Fos, polyclonal
rabbit anti-Fos, 1:20 000, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) and in DRG
against activating transcription factor 3 (ATF-3 (C-19), polyclonal rabbit anti-ATF-3, 1:500,
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA). After incubation, tissue sections were
washed two times for 10 min in PBS and incubated in the secondary antibody solution for 2
h at room temperature. Secondary antibodies conjugated to fluorescent markers Alexa
Fluor® 488 and Alexa Fluor 647® were used at 1:500 (Invitrogen Molecular Probes,
Eugene, OR, USA). Sections were then mounted with Aquamount. The absence of cross-
reactivity among the secondary antibodies was verified by omitting primary antibody

during the overnight incubation.

Fos protein and ATF-3 factor were also detected by immunohistochemistry, using the

avidin-biotin-peroxidase method. The DRG slides and spinal cord sections were treated
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with 0.5% hydrogen peroxide for 30 min to inhibit endogenous peroxidase activity and
incubated for 30 min in a blocking solution of 5% normal goat serum, 2% albumin, and
0.5% Triton X-100 in PBS. The sections were then incubated overnight at 4°C in the
primary c-Fos (spinal cord) and ATF-3 (DRG) antibodies, which were diluted in 1% NGS
with 0.1% Triton X-100. After incubation, the sections were rinsed and blocked with 3%
NGS for 15 min and incubated for 2 h in the secondary antibody, biotinylated goat anti-
rabbit IgG (goat anti-rabbit H+L, 1:500, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA),
followed by streptavidin-horseradish peroxidase with the avidin-biotin method for 1 h
(Horseradish Peroxidase Streptavidin, PK-6100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
at room temperature. Sections were then incubated for 3 min with 0.02%
diaminobenzidine with 0.01 % hydrogen peroxide, then dehydrated and coverslipped with
Permount® Mounting Media (SP15-500, Fisher Scientific, NY, USA).

Quantification

Using an Olympus Confocal Imaging microscope and Olympus Fluoview FV1000 software,
sections from the lumbar spinal cord were taken with identical acquisition parameters
(gain, exposure time)} and analyzed by confocal microscopy to characterize
immunofluorescence (IF). Epifluorescence and bright-field pictures were taken by a Leica
DM4000 microscope equipped with a Leica DFC350FX and an InfinityX camera for
immunofluorescence.

Fos-immunoreactive nuclei were counted when having small, rounded or ovoid, dark
staining, in comparison to control. Laminae delimitation was performed with a rat spinal
cord histo-architecture template[38], in accordance with lumbar segment L1/L2/L3 of the
section. In the present study, c-Fos-immunoreactive cells were counted as combined
laminae I-11, HI-1V, V-VI, and VII-VIII, respectively. Eight 35-pm spinal cord sections over
the L1/L2/L3 segment of each animal (n=3) were randomly chosen per animal per
condition to determine total c-Fos number.

The quantification of ATF-3 positive neurons in DRG 12-pum-thick sections was carried out
by counting the number of neurons with ATF-3 immunoreactive nuclei at 20X
magnification, using a Leica DFC350FX microscope. DRGs corresponding to the lumbar

spinal cord levels L1/L2/L3 were selected as the main projection sites of primary afferent
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fibers innervating the femur{39,40]. Counting of ATF-3 positive cells was performed once
in three series, every 36 um. This count was expressed as mean number of ATF-3
immunoreactive cells per section (n=24). Sham and cancer animals from 3 independent

experiments were used for ATF-3 determination.

Glial staining for GFAP and Iba-1 in the L1/L2/L3 spinal cord was quantitatively analyzed
by optical density with Image ] software version 1.6. Image ] was first calibrated with an
image from a control animal using the calibrate function. The settings were then conserved
for all subsequent analyses. Three randomly selected sections of the spinal cord L1-L3 in
each animal (n=3) were analyzed. The optical densities of nine sections (three

sections/animal) were averaged to provide a mean number for each condition.

Radiological analysis

Radiographs were performed on dissected bones using a Faxitron MX-20 (Faxitron,
Lincolnshire, IL). Pictures were taken at 26 kV, exposure time: 10 s; magnification: 2X.
Micro-computed tomography analyses were performed on dissected limbs of tested rats
with a 1072 MicroCT system (Skyscan, Kontich, Belgium). The parameters were: source:
80 kV, 124 pA; zoom: 20X; pixel size: 14.06 um; exposure time: 3.0 s; rotation: 0.9°. Bone
Volume/Total Volume (BV/TV) determination: cortical + trabecular bone volume (BV)
divided by any type of tissue (TV) in the range of 5,626 mm corresponding to 201 cross
sections (volume of interest; VOI), starting from the growth plate of the distal femur.
Trabecular BV/TV is defined by the trabecular bone volume divided by the TV from the
VOI. Analyses were performed with CT Analyser 1.10.0.1 (Skyscan, Kontich, Belgium).

Magnetic Resonance Imaging and Positron Emission Tomography

MRI studies were conducted at the Centre d'imagerie moléculaire de Sherbrooke with a 210
mm small-animal 7T scanner (Varian Inc., Palo Alto, CA, USA) and a 63 mm volume RF coil.
Sprague-Dawley rats were placed in the supine position in an MRI-compatible cradle
equipped with a homebuilt paw support designed to position both limbs stably and

reproducibly. Animals were anaesthetized with 3% (induction) and 1.5% (stabilization)
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isoflurane in oxygen. A feedback-controlled animal warm-air heater system was used to
keep the animal’s body temperature at physiological levels and the respiration rate was
continuously monitored (SA Instruments Inc., Stony Brook, NY, USA). The MRI protocol
included the acquisition of axial (sagittal) pre-contrast and 10 min post-contrast Ti-
weighted images, using a gradient echo sequence with TR: 210 ms, TE: 3.35 ms, flip angle:
309, matrix: 256 x 256, FOV: 60 x 60 mm?, NA: 8 (30 sagittal slices), 1.5 mm thick. A 600-ul
bolus of contrast agent (Gd-DPTA, Magnevist, Berlex) was injected via the tail vein.
Animals were imaged before and 6, 8, 10, 13, 15 and 18 days post-implantation. To
evaluate tumor invasiveness, a region of interest (ROI), including the whole bone cortex and
medullar channel of the femur, was defined. This ROl yielded a voxel intensity histogram
for both hind paws. The contralateral maximal voxel intensities were used to fix the
pathological threshold. Every ipsilateral voxel remaining was colored according to its
intensity with a yellow-red scale. Mathlab Version 7.1 (Mathworks Inc, Natick,

Massachusetts, USA) was used to analyze the data and perform the calculations.

Positron emission tomography was performed using the LabPET4 Sherbrooke with Core
Temperature Control. Ring diameter: 162 mm; FOV: 37.5 mm; Cristals: 3072; Spatial
resolution: 1.35 mm FWHM FOV; Noise-equivalent counts: 37 kcps at 245 MBq (250-650
keV). Immediately after MRI scans, animals remained under anesthesia in the same
position and the cradle was transferred to the PET scanner. The collimator was aligned to
the hind knee joints; 9.25 MBq of Na!8F was injected i.v. (200 pl at 500 pl/min). The
distribution of the radiotracer was monitored over 30 min and double-volume sampling
was performed for 30 min. Breathing and body temperature of the animal were monitored

at all times throughout the procedure.

Histological analysis and measurement of osteoclast activity

Twenty-one days after tumor injection, rats were euthanized and femora were removed.
Femurs were fixed in 4% paraformaldehyde for 72 hours, decalcified in 10% EDTA (pH
7.4) for 2-3 weeks, and finally embedded in paraffin. Paraffin blocks were cut in 3- or 5-
pum-thick sections with a microtome equipped with a carbide blade and slices were stained

with Harris’ hematoxylin and eosin to determine cancer cell infiltration and bone
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destruction. To identify activated osteoclasts, tartrate-resistant acid phosphate (TRAP)
staining was performed. Using the Leukocyte (TRAP) Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, United States), the slices were exposed to the substrate for 1 hour and staining
was visualized with a Leica DM4000B (Leica, Toronto, ON, Canada). In total, 3.5 fields were
counted at a magnification of 250X for a total surface of 1 mm2. Labeled osteoclasts were
counted along the mineralized bone-tumor or the bone-bone marrow interfaces and 4-7

slices were analyzed for each animal, from groups of 4 animals.

Statistical analyses

Von Frey and DWB data were analyzed using a two-way ANOVA followed by Bonferroni’s
post-hoc test and Randall-Sellitto was analyzed with a Student’s t-test for comparison of
contra- and ipsilateral hind paws for each day. C-Fos, ATF-3 and Ibal/GFAP count
differences were determined with a repeated measure ANOVA followed by a Bonferroni
multiple-comparison test. Normality was evaluated with Kolmogorov-Smirnov and
Shapiro-Wilks tests. BV/TV graphs were analyzed with a one-way ANOVA and TRAP
counts with a Student’s t-test. P < 0.05 was considered as the level of statistical

significance.
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Results

Implantation of breast carcinoma cells in the femur induces touch-evoked and
ambulatory pain

In the attempt to mimic clinical bone cancer pain, we performed a local injection of the cells
directly in the femur between the medial epicondyle and the adductor tubercle. The impact
of surgery was minimized by implantation at this anatomical site, which reduces the
chances of patellar ligament or joint damage. Accordingly, as assessed by von Frey and
dynamic weight bearing (DWB), sham animals showed no signs of mechanical allodynia or
locomotion impairment throughout the behavioral test period (Figs. 1A, C), even in early
days following the surgical procedure (data not shown). Cancer-bearing male rats
inoculated with 30,000 MRMT-1 cells displayed a decreased withdrawal threshold in the
dynamic von Frey test from day 14 (36.7 + 2.0 g; p < 0.05; Fig. 1A). After that, allodynia
rapidly progressed until day 21, when it was maximal (23.3 + 1.5 g p < 0.001). Cancer cells
inoculated in the right hind paw did not elicit mechanical allodynia on the contralateral
side (Fig. 1A). Concomitantly to allodynia, mechanical hyperalgesia developed
progressively in tumor-bearing rats. As measured with the Randall-Selitto test, a
significant difference was observed between ipsilateral and contralateral paw withdrawal
thresholds from day 18 (30.9 £ 10.8 g, p < 0.001) to day 21 (25.7 £ 7.6 g, p < 0.01; Fig. 1B).
These results demonstrate that measurable touch-evoked pain behaviors develop after the
injection of carcinoma cells into the femur, as previously demonstrated with MRMT-1 cell
implantation in the tibia[24]. After pain detection on day 14, subcutaneous administration
of morphine (3 mg/kg) did not reverse mechanical allodynia induced by tumor progression

in cancer-bearing rats (Figure S1).



78

B
- e
8 461 -
3 »
204
E 10+
-
¢ 14 18 21
D Tieme (days)

Surface (mm?)

! .
i
<
&

o= Contra 2 - Contra
o Le v v v v v T o 14 L} v T v L4 v
] 3 6 9 12 15 18 21 0 3 6 9 12 1S 18 21
Time (days) Time (days)

Figure 1. Evaluation of mechanical sustained pain on a 21-day schedule following the
implantation of MRMT-1 cells in rat right distal femur metaphyse. (A) Allodynia was
determined using the von Frey test following tumor implantation. The withdrawal
threshold diminishes progressively from day 11 in response to nociception accommodation
in cancer-bearing animals (n=10). The contralateral paw remains unaffected, as does the
sham-treated ipsilateral limb (n=10). (B) Evaluation of hyperalgesia was performed using
the Randall-Sellitto test. Results are expressed as the paw withdrawal threshold (PWT)
difference between the ipsi- and contra-lateral hind paws. Significant hyperalgesia was
observed at days 18 and 21 (n=10). (C) Quantification of dynamic weight-bearing in the
implanted animals, expressed as a percentage of animal weight. A significant difference in
weight distribution on each paw is observable from day 15. (D) Dynamic analysis of the
surface of contact between the hind paw and the sensor presents similar results at day 15,
18 and 21 when the ipsi- and contralateral paws are compared in cancer groups (n=7 in
each group). Data are mean + S.EM, *: p< 0.05; **: p< 0.01 ***: p< 0.001.

Limb discomfort was first assessed by static weight-bearing. From day 15, half of the
ipsilateral weight was redistributed to the contralateral paw (data not shown). In order to

evaluate a representative weight redistribution across the animal’s entire body, without

restraint, we performed DWB assessments. The kinetics of transfer to the hind paws were
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similar to those observed in static bearing, starting around day 12 and increasing until day
21 (Fig. 1C). However, it is noteworthy that weight compensation was mainly made upon
body parts other than the contralateral hind paw, such as the tail, bottom abdomen or
forepaws. Indeed, at day 21, approximately 50% of the weight was borne elsewhere than
the hind paws, in comparison to 33% prior to pain onset (data not shown). Accordingly,
the paw surface in contact with the floor was also significantly affected from day 15, as
compared to the contralateral paw (Fig. 1D). These pain behaviors mirror the clinical
observation of breakthrough pain, which is experienced after the movement of tumor-

bearing limbs in bone cancer patients.

Neuronal and glial plasticity in cancer-bearing animals

Metastasis proliferation in the rat femur induces neuronal activation and glial changes
throughout afferent fibers projecting to L1-L3 spinal lumbar segments. Fourteen days
following MRMT-1 cell implantation, immunohistochemical analyses were performed on
spinal cord and DRG tissues to examine the resulting neurochemical alterations. C-Fos and
ATF-3 immediate-early genes were used to follow spinal and sensory neuronal activities
(Fig. 2 and 3, respectively). First, we observed a repetitive and scattered c-Fos expression
pattern in the ipsilateral spinal horn of tumor-injected rats (Fig. 2A). At day 14 post-
surgery, an intense increase in the number of c-Fos-immunoreactive neurons was observed
towards deeper laminae V-VI and VII-VIII in spinal cord segments L1-L3, as compared to
sham animals (Figs. 2B, D). In contrast, C-Fos staining was almost absent in the

contralateral side (Figs 2C, E).
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Figure 2. Expression of c-Fos protein in neurons of the spinal cord of bone cancer-
bearing animals 14 days after implantation into the femur. (A) Photomicrograph of an
L3 section of the spinal cord of a tumor-bearing rat depicting c-Fos protein’s global
expression profile. (B-C) High magnification of the ipsilateral and contralateral dorsal horn
laminae V-V], respectively. Black arrowheads point to c-Fos proteins only in the ipsilateral
limb. (D-E) Histogram representations of Fos-LI neurons per laminae in cancer animals for
ipsilateral and contralateral sides, respectively. Data are mean + S.E.M. number of Fos-LI
neurons in the different spinal cord segments for sham and cancer rats (Scale bars, A: 200
um; B,C: 30 um; n = 23 sections from 3 rats/group; *: p< 0.05; ***: p< 0.001).
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As the tumor cells filled the intramedullary space of the bone, a significant up-regulation of
ATF-3 expression also occurred in sensory neurons of the ipsilateral DRG (Figs 3A, B). At
14 days of cancer development, ATF-3 reactivity was absent in sham and contralateral
sensory neurons (Fig. 3C). Typically, ipsilateral cancer DRG sections displayed seven times
more ATF3-positive neurons than their corresponding contralateral part or the sham
group (Fig. 3D). As previously observed in sarcoma-injected animals[11}, substance P (SP)

and isolectin B4 (IB4) immunoreactivities, labeling peptidergic and non-peptidergic small

projecting nociceptive fibers, respectively, remained unchanged (data not shown).
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Figure 3. ATF-3 immunoreactivity in DRG neurons of bone cancer-bearing animals
14 days after implantation into the femur. (A) Primary ispilateral L3 DRG sub-
populations of sensory neurons showing ATF-3-IR-positive neurons marked by dark
labeled nuclei with DAB staining (black arrowheads). (B) ATF-3 immunofluorescence
labeling was performed to confirm the presence of Fos reactivity (white arrowheads). (C)
Immunohistochemistry for ATF3 in the corresponding contralateral DRG. (D) Histogram
representation of ATF-3 positive neurons per section in cancer and sham animals. Data are
mean t+ S.E.M. number of ATF3-LI neurons (n = 24 sections from 3 rats/group; ***: ps<

0.001; scale bar: 50 pm).
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Further, glial involvement was determined with Ibal and GFAP markers, labeling microglia
and astrocytes, respectively (Fig. 4). Microglia are recognized as pathology sensors capable
of reacting to neuronal disturbances. Ibal staining was increased in the ipsilateral dorsal
horn 14 days after cancer cell inoculation of the femur (Figs. 4A, B). Ibal fluorescence
intensity was increased by 36% in the ipsilateral dorsal horn in comparison to its
contralateral counterpart (p<0.05) and by 44% when compared to sham animals (p<0.05;
Table 1). The labeling appeared to be widespread across dorsal horn laminae I-V, with the
most prominent increase observed in laminae III-IV (Fig. 4A). Ipsilateral hot spots
displayed, under higher magnification, dense clusters of amoeboid-shaped cells that are
characteristic of activated microglia (Fig. 4B). Surrounding this intense gliosis zone,
processes of microglial cells were rather ramified and branched outside laminae IV to VI,
more representative of resting microglia, as observed on the contralateral side (Fig. 4C).
There was no statistical difference in Ibal labeling between sham animals and the

contralateral side of cancer-bearing rats (Table 1).

Table 1. Quantification of glial activity at the lumbar level of
spinal cord in bone cancer after 14 days.

iba1l GFAP

Ipsi Contra ipsi Contra
Cancer 19.04+4.96 12.24+218% 4802361 46.97+4.20
Sham 10.83+197% 10.27 £0.60 4581262 41.36x235

Table 1. Quantification of glial activity at the lumbar level of spinal cord in bone
cancer after 14 days. Fluorescence immunohistochemistry was performed and quantified
in dorsal spinal cord (L1-L3) of cancer-bearing and sham rats (n=8). IBal immunolabeling
of microglia showed a significant increase in fluorescence intensity between ipsilateral and
contralateral sides (#; p < 0.05) and between carcinoma-implanted animals and sham-
group ipsilateral sides (*; p < 0.05). GFAP immunostaining of astrocytes did not reveal any
significant difference in fluorescence intensity thresholds between groups.

Normal and reactive astroglia were also detected 14 days post-surgery in L1-L3 spinal

lumbar segments using GFAP (Fig. 4). Ipsilaterally, cancer-bearing rats displayed
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hypertrophic astrocytes characterized by cell body enlargement and extensive arborization
of their distal processes (Fig. 4D and insert). In contrast, GFAP-labeled astrocytes appeared
in their basal, inactivated morphological state in sham animals and on the contralateral
side (Fig. 4E). This astrogliosis observed at the immunohistological level was, however, not
reflected in the quantification of GFAP staining (Table 1). Interestingly, the central canal
area (lamina X) was highly labeled in lumbar spinal cord segments that receive primary
afferent input from the affected femoral bone (Fig. 4F). These results indicate that both

neuronal and glial cells were activated ipsilaterally during bone cancer development.
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Figure 4. Microglia and GFAP staining in dorsal horn of the L3 spinal cord of rats at
day 14 post-surgery. (A) An increase in Iba; labeling is observable in the ipsilateral
dorsal horn. (B) At high magnification (insert), glial cells are morphologically
characterized by an increase in the length of distal processes. (C) The carcinoma does not
induce alterations in the contralateral spinal cord microglial pattern. (D) The distribution
is relatively similar in the ipsilateral superficial dorsal horn; however, astrocyte cell bodies
are hypertrophied (insert). (E) On the contralateral side, astrocytes are distributed
homogenously throughout the superficial laminae. (E) An increase in GFAP-IR is observed
around the central canal in laminae X. Scale bars A,C,D,E: 50 um; D insert: 15 um; B: 30 ym;
F: 100 uym.)
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Characterization of bone remodeling by faxitron and microcomputed
tomodensitometry (uCT)

X-rays were taken to evaluate the impact of cancer proliferation on solid structures of the
bone (Fig. 5A). The first acquisitions showed a progressively degrading metaphysis
throughout 21 days of observation. Osteopenia gradually increased from day 14 and the
cortical line was blurred from day 18 (white arrowhead). At day 21, a bulge shape was
forming due to irregular deposition of bone matrix by osteoblasts. At that time, some
animals presented a fragile structure characteristic of an A3 comminuted metaphyseal
fracture. Micro X-ray computed tomography (uCT) was performed to provide insight into
the loss in bone density and organization and to record trabecular bone morphometric
parameters (modelization extrusion; Fig. 5B), as compared between sham and cancer-
bearing rats. Scans showed a rough aspect from day 14 and severe progressive bone loss
was observed at days 18 and 21. The dental amalgam was still in place and unaffected in
the 21-day implanted femur. A global structural degradation was demonstrated by a
decreasing volume ratio of whole bone structure (BV) over total volume of tissue (TV) in
the region of interest (whole bone BV/TV; 65.8% and 75.3% decrease at days 14 and 21, p
< 0.01; Fig. 5C). More precisely, the level of trabecular remodeling, determined by the ratio
of trabecular BV over TV, was significantly lower in cancer-bearing animals compared to
shams at day 14 (74.8% decrease), 18 (93.9%) and 21 (88.4%) (p < 0.05 and 0.01; Fig. 5D).
By extrapolation, cortical bone degradation thus accounted for a large proportion of the
degradation. Trabecular architecture weakening was also exposed by an increasing trend
in trabecular pattern factor (+ 78.7% on day 18 (not shown)), representative of lower
connectivity between bone fragments within the medullary canal. This altered architecture
of the spongy bone may be attributable to tumoral and osteoclastic activity as well as to
compensatory bone remodeling. The trabecular number, an indicator of bone density
within the region of interest (ROI), was also drastically decreased at day 21 (80.1% of sham
group, p < 0.05; not shown). Finally, these results support the osteolytic character of the

tumor in the femur of male rats as exposed on X-rays.
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Figure 5. Radiological images of bone cancer-bearing rat femurs. (A) Faxitron
anteroposterior radiographs of sham-operated and cancerous femur distal heads after 14,
18 and 21 days. At day 14, osteopenia is observed in the medullar canal of the bone while
cortical integrity is maintained. At 18 days, the cortical line is blurred, characteristic of
severe supracondylar osteopenia (arrowhead). Cortical bone integrity is partially
compromised, contributing to the appearance of fracture. Twenty-one days after
implantation, the bone shape is irregular due to anarchic matrix redeposition. An A3
metaphyseal complex fracture is present following such severe bone loss, affecting bone
shape. (B) Microcomputed tomodensitometry of sham-operated and cancer-bearing rat
femurs. The shaft represents cortical mineralized bone, while the extrusion represents
trabecular bone. Sham femurs show intact structure and high cortical and trabecular
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densities. After 14 days, the metaphyseal cortical bone surface becomes irregular and
porous, while the epiphysis remains intact above the growth plate. Trabecular
reconstruction at day 18 reveals extensive bone loss, while the cortical architecture
weakens. At day 21, the bone integrity is seriously compromised and marked by signs of
potential fracture. (C) Bone modeling is quantified by the measurement of bone
volume/tissue volume ratios, expressed in %. Throughout the entire bone structure,
proportional bone content is significantly modified from day 14, with a greater decrease in
bone percentage at day 21. (D) When the analysis is limited to the cancellous bone only,
the same modifications, this time in trabecular architecture, are observed. (*: p< 0.05; **:
ps 0.01; n=4-5).

Monitoring tumor proliferation and bone invasion by PET/MRI

MRI offers an excellent soft-tissue contrast[41] and information on tissue perfusion and
microvessel permeability. Na!®F PET provides an assessment of bone integrity and
turnover. When combined, these two imaging modalities yield a more complete picture of
pathological bone status. Sagittal gadolinium-enhanced T:i-weighted MR images of the
tumor-implanted rats were acquired at days 0, 6, 8, 10, 13, 15, 18 and 21 (Fig. 6A).
Artificial coloring of a selected region of interest of the sagittal images using thresholds
established from a signal intensity histogram highlights the time-dependent nature of
tumor progression (Fig. 6B). The intact femur at day 0 presented aregular cortical line and
even perfusion of the bone marrow by contrast agent Gd-DTPA. At day 18, diffuse
hyperintense medullary infiltration was observed throughout the diaphysis, corresponding
to the tumor’s spread (white arrowheads). The femoral shaft acquired a rougher aspect,
with a fading cortical line proximal to the metaphysis. The bulge shape of the femoral head
was consistent with the X-ray observations (Fig. SA). Contrast enhancement was also
observed in the surroundings of the bone, indicative of possible periosteal inflammation
and edema (Figs. 6A, B; blue arrowheads). The medullary cavity was gradually invaded
and the presence of hypointense regions was emphasized, characteristic of necrotic islets
and amalgam artifacts at the site of injection (Fig. 6B; day 18, black arrowhead). Notably,
the tumor was detected as early as day 8 post-implantation, thus 6 days prior to pain onset,
as measured in the dynamic von Frey test (Fig. 1A). Na!8F PET images were co-registered
to MR images for morphological reference (Fig. 6C). Fluoride ions are chemisorbed on
bone hydroxyapatite crystals, providing insights on bone metabolism and structure and

instantly reflecting increased uptake in the surroundings of bone metastases[42]. This
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procedure is highly specific, indicative of bone turnover and of tumor aggressiveness at the
time of the scan, a methodology that would otherwise require multiple sessions of CT scans
to detect a pathological evolution. Day 18 images displayed a photopenic lesion at the
distal metaphysis in comparison to the contralateral side (Fig. 6C; orange arrowheads).
Moreover, the ipsilateral border of the metaphysis/diaphysis region was marked by
intense sclerotic bone activity (white arrowhead). The latter phenomenon is characteristic

of a predominantly lytic pattern in a mixed bone tumor, as encountered in the clinic[43,44].
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Figure 6. Medical imaging of bone tumor using MRI and PET. (A) Contrast-enhanced
(Gd-DTPA) T1-weighted magnetic resonance (MR) images of a rat coping with femoral bone
cancer. Bone images of the proximal tibia (T) and whole femur (F) show dispersion of the
contrast agent in normal (top) and cancerous (Day 18; bottom) bones in a sagittal plane
(n=8). Cortical bone shows lower intensity (black), while soft-tissue areas are in shades of
gray. Tumor proliferation affects the regular cortical line at day 18. Hyperintense areas
within the medullary channel represent the tumor-affected distal part of the femur (white
arrowheads). Enhanced areas outside the bone are characteristic of inflammation and
edema (blue arrowhead). (B) Sagittal plane close-ups of the distal femur at different stages
of tumor progression. Images are superimposed to artificial colors corresponding to voxel
intensities and are indicative of tumor proliferation in the medullary channel. Tumor is
detected at day 8 and its intensity and surface increase consistently throughout the
experiment. Blue and black arrowheads label periosteal inflammation and necrotic
clusters, respectively. (C) Sodium 18fluoride positron emission tomography scans of
contralateral and ipsilateral cancer-bearing bones at day 18 post-cancer cell inoculation.
The positioning remains the same between MRI and PET scans. Contralateral bone shows a
high !®fluoride intake at the trabecular bone level, while the shaft of the femur remains
lightly labeled. In contrast, the cancer-affected bone displays a markedly decreased signal
at the distal extremity (orange arrowheads), while a high intensity signal is observable at
the level corresponding to the proximal edge of the tumor area (white arrowhead). This is
representative of substantial bone remodeling (n=3).
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Histological overview of bone remodeling during tumor proliferation

The severity of the cancer model was also confirmed by classic histological approaches
used to support non-invasive imaging data. The H&E staining enabled us to contrast
healthy structures in the sham-operated group (Figs. 7A, B) after 21 days to cancer-bearing
rats (Figs. 7C, D). Heavy signs of degradation, depicting an imbalance in osteo-clast/blast
homeostasis, were identified in the trabecular spongy bone and ultimately replaced by
necrotic clusters of tumor cells. Hematopoietic cells from the bone marrow were
superseded by carcinoma cells. The cortical line was slender and irregular. However, we
noted that despite the aggressiveness of the MRMT-1 cells, the calcified cartilage was
unaffected and acted as a barrier to femoral epiphysis invasion (arrows). The chaotic
architecture of the femur metaphysis structure in cancer-bearing animals was indicative of
substantial lytic activity. We then evaluated the number of active multi-nucleated
osteoclasts per surface, as measured using the Tartrate Resistant Acid Phosphatase
staining protocol, which revealed brownish cytoplasmic staining indicative of osteoclasts
(Figs. 7E, F, arrowheads). The number of osteoclasts per square millimeter was three times
greater in the cancer group than in the sham-operated group (Fig 7G; p < 0.001). This
massive lytic activity accounted for the severe osteopenia observed, which increased the

risk of fracture within 21 days of experimentation.
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Figure 7. Hematoxylin & eosin coloration and quantification of TRAP staining in the
rat distal femur at day 21 post-surgery. (A-B) Photomicrograph representative of the
sham surgery group showing healthy bone structures (BM = Bone Marrow; SB = Spongy
Bone). (C-D) Cancer-implanted bone illustrating an unstructured architecture. Note that
the cartilage is still unaffected (arrows). Hematopoietic cells from the bone marrow are
entirely replaced by proliferating MRMT-1 cells (Tu). Necrotic clusters (NC) appear in
early areas of proliferation. Cancellous bone is sparsely deposited in a mosaic pattern,
yielding fragile and disorganized bone. Larger lacunae and immature bone are indications
of compensatory reconstruction. (E-F) Photomicrographs of trabecular bone stained with
the TRAP coloration technique.. Multinucleated active osteoclasts, bordering the
hydroxyapatite matrix, are stained in brown-red (black arrows) in sham (E) and cancer-
bearing (F) rats. (G) The number of differentiated osteoclasts per mm? is three times
greater in cancer rats than in sham animals, explaining the accelerated degradation of bone
structure. ***: p < 0.001 (n=12 for sham and n=20 for the cancer group). Scale bars A,C: 1
mm; B,D,E,F: 90 um.
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Discussion

Bone cancer pain is a complex clinical syndrome; the mechanism remains to be elucidated.
Advanced breast cancer often evolves towards bone dissemination and severe pain. Pre-
clinical animal pain models mimicking relevant clinical observations will help to elucidate
the mechanisms underlying the generation of pain and facilitate the development of

preventative and palliative therapies.

A new model of bone cancer pain

Based on clinical observations, the femur is the most frequent site of breast metastases in
long bones[28]. It is also the second most common site (35% of cases) of pathological
fracture induced by bone cancer[45]. To this day, disseminating breast-to-bone models,
although relevant, lead to high variability in the targeted sites, rendering study of the
mechanisms of bone cancer pain genesis and maintenance difficult to isolate[32,33,46]. On
the other hand, models using local bone implantation to mimic cancer pain often use cell
lines from primary cancers such as fibrosarcoma[15,30,47,48,49,50]. Bone metastases
secondary to breast cancers are more likely to induce chronic pain. Therefore, in the
present study, we developed a model of bone cancer pain induced by the femoral invasion
of breast carcinoma in the male rat. We cautiously chose to use male rats to avoid
hormonal variations that are well-known to influence pain response[51,52] and
considering the fact that we demonstrated that MRMT-1 cells express estrogen receptors.
We felt that it was preferable to first pursue our investigation on males in order to limit
those variations and compare the evolution of pain and the progression of bone remodeling
to other reported cancer pain models. Indeed, MRMT-1 cells have been abundantly used in
the past to assess bone cancer pain following breast cancer cell inoculation in either
males[53,54,55,56,57] or females[9,20,21,24,58,59]. The behavioral,
immunohistochemical, pathological and medical imaging approaches used to characterize,
provide evidence that suggests a resemblance to the chronic and invasive pathology that
develops in humans[60]. Importantly, we opted to minimize impairment due to the
implantation step. Thus, the tumor is the exclusive source of pain and we avoid

confounding variables (e.g., early inflammation, transient pain, locomotion discomfort



93

attributable to surgery). Recent models of bone cancer pain, targeting the femurs in mice,
consisted in arthrotomia, displacement of the patellar ligament and knee joint
alteration[24,30]. Affecting the subchondral bone can expose nociceptors in regions
susceptible to biomechanical forces, thus amplifying weight-bearing pain[61]. The
implantation approach suggested here does not result in pain or extraosseous

inflammation.

A relevant evaluation of behavioral pain

Breakthrough pain episodes frequently occur as the tumor infiltrates the bone matrix.
These transitory episodes of extreme pain are evoked by non-noxious movement or
mechanical loading of the tumor-affected bone. Breakthrough pain at rest (spontaneous)
and during ambulation (volitional) is the first presenting characteristic of patients
consulting a physician for metastatic disease, is highly prevalent in bone cancer patient
cohorts, and is also an indicator of fracture risk[62,63,64,65]. However, stimulus-evoked
withdrawal thresholds remain the mainstay of pain evaluation. While we evaluated the
consistency of the development of touch-evoked pain in previous bone cancer
studies[13,24], we investigated volitional pain to maintain clinical relevance. Static weight
bearing has been used to determine the difference between cancer-bearing and healthy
paws. However, the animal is restrained and stressed, masking information that could
potentially be used to describe volitional pain. Consequently, we tested a dynamic weight-
bearing system to monitor weight distribution during free ambulation in an open
enclosure. The weight borne by any standpoint of the animal and the surface of contact
were measured over an extended period of observation by floor captors. Therefore, we
gained a greater appreciation of volitional pain, supported by the fact that our animals
showed no discomfort following the implantation procedure.  Additionally, we
demonstrated that weight was redistributed entirely upon standpoints other than the
contralateral hind paw, such as the tail and front paws. Thus, analgesics proven efficient in
reversing weight-bearing to initial values in a static apparatus might not reflect reality. To
avoid bias in evaluation of analgesic potency, quadrupeds should be tested in a natural
ambulation position, just as humans would be tested in a standing posture. Therefore the

model proposed here should be more persuasive in the attempt to evaluate the effect of
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analgesic treatments on volitional pain, ultimately resulting in more successful transfer of

animal models to the clinic[64].

Neurochemical changes occurring in bone cancer pain

Bone cancer generates a profound reorganization in the DRG and spinal cord at both
neuronal and glial levels. As previously observed in rat sensory and motor neurons
following spinal and sciatic nerve injury[66,67] and recently in mouse bone cancer
models[15,68,69,70], ATF-3 was shown to be up-regulated in DRG neuron somas 14 days
after tumor implantation. This neuronal hyperactivity accompanying hyperalgesia and
allodynia is also detected in the spinal cord, reflecting the central sensitization phenomena
frequently observed in chronic pain states. In the present model, c-Fos-expressing neurons
were significantly increased in deeper laminae V-VIII of the spinal cord following MRMT-1
carcinoma cell inoculation. However, in a previous study, sarcoma-induced c-Fos
activation was observed in superficial layers I-Il of the dorsal spinal horn[30,71]. In
neuropathic pain, non-nociceptive Af fibers are stimulated, increasing neuronal firing
towards lamina V-VI of the spinal cord[72]. Therefore, AB fiber over-activation may be
related to acidic tumor environment or nerve compression, thus contributing to c-Fos
activation in deep layers. In human, the quality of bone cancer pain is marked by
substantial heterogeneity, either due to the cancer or resulting from the alteration of
distinct bone structures. These discrepancies in c-Fos expression may therefore reflect
sensory inputs conducted by unmyelinated or myelinated fibers innervating either the
bone marrow, the mineralized bone, or the periosteum.

Glial cell phenotypic changes were also marked by astrocyte hypertrophy and distal
processes of increased length, in both the dorsal and ventral ipsilateral lumbar L1-L3 spinal
cord. Recruitment of activated astrocytes may contribute to the initiation and maintenance
of persistent cancer and neuropathic pain states, as previously reported[73,74].
Interestingly, GFAP staining was intense in lamina X, a region known to relay visceral
information. Tumor invasion of the marrow and the sinusoid walls of the distal metaphysis
is likely to sensitize nerve fibers at this site and stimulate central astrocyte recruitment.
Using a neurotropic viral approach, Denes and colleagues[75] infected bone marrow and

demonstrated retrograde neuronal labeling of the central gray matter in lamina X of
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lumbar segments after 4 days. This is in line with a high prevalence of referred visceral
pain in the cancer population. In the present model, we also found a substantial increase in
microglia in the ipsilateral dorsal horn, concurrent to the observations made by Zhang and
colleagues{27] in the rat but in opposition to the unchanged staining previously obtained
with 0X-42 in mice[30,71]. Microglial activation was shown to peak after 1 week of injury
and to decline over several weeks thereafter[76]. However, most of the bone cancer
research groups performed analyses of duration ranging from 19 to 21 days. In our case, at
day 14, we were able to observe hypertrophied microglial bodies in laminae V and a large
number in other laminae, factors that represent a post-active or latent state in response to
an insult. Whether microglia reactivity appears earlier than the activation of astrocytes in

this bone cancer-induced pain model awaits further investigation.

Detection of early bone metastases by a clinical imaging approach

Most of the clinical problems associated with metastatic bone diseases are a result of
tumor-induced dysregulation of abnormal bone turnover. The development of non-
invasive imaging modalities (PET/MRI) providing early diagnosis of bone remodeling and
allowing physicians to monitor the therapeutic response has provided advantages beyond
those of plain film radiographs. Recent human studies also showed that Nal8F PET is more
sensitive than %Tc radionuclide bone scan in detecting metastases. In fact, Nal8F PET
allows physicians to detect all osteolytic metastases, while radionucleide bone scan detects
only 49.3% of metastases[77]. Furthermore, a recent study revealed that MRI is superior
to CT in detecting the presence and extent of bone marrow metastases[78]. CT could only
identify 17% of these tumors, while MRI could reveal the presence of 83%. This is of
crucial importance when choosing the appropriate treatment, as 24% of the patients saw
their treatment modified after an MRI, as compared to the treatment prescribed after a
prior CT scan[78]. Accordingly, PET/MRI holds the best potential to assess the potency or
efficacy of tumor-suppressing treatments at preclinical and clinical levels[79].

Bone resorption and tumor growth are the most important aspects of pain onset[8,68].
Therapeutic validity would therefore be supported by an appropriate correlation between
tumor development and activity profiles versus pain intensity. Our results reveal timely

and reproducible detection and monitoring of bone tumor growth in the same animal by
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MR imaging. This proves useful, considering that clinical and preclinical PET/CT analyses
are limited by the amount of ionizing radiation applied to the subject, which can potentially
reduce the frequency of follow-up sessions. Advantageously, MRI techniques developed for
small animals are often adapted for use in humans. Further, our MRI studies allowed us to
detect the tumor at day 8 post MRMT-1 cell inoculation, prior to pain onset in every case.
Thus, the mechanical compression of bone tissues and the algogenic substances released by
the bone environment and tumor at day 8 are not sufficient to exacerbate nociceptors and
stimulate abnormal neuronal firing. Thus, detecting bone metastases before symptomatic
pain would support a prophylactic approach in metastatic disease management. PET
images showed decreased 18F accumulation in the area affected by the tumor after
administration of Nal8F. This confirms the high lytic character of the mammary carcinoma,
since the high affinity of 18F for bone hydroxyapatite normaily results in large signal
intensities in the normal trabecular bone. In contrast, accumulation of 18F in the region
surrounding the tumor was observed, indicative of active bone turnover. Increased
osteoblastic activity induced in an attempt to compensate for the lytic activity of the tumor
could account for the enhanced signal observed[7]. Indeed, a high number of osteoclasts
were detected in the regions adjacent to the tumor in histological sections, and anarchic
bone turnover was also seen in the femur metaphysis in cancer-bearing animals.
Altogether, these observations show that metastases-induced loss of integrity in the tumor-
bearing bone contributes to promoting movement-evoked breakthrough pain in cancer
patients. Indeed, prevention of bone metabolism imbalance, through bisphosphonates
therapy for example[18], in combination with early treatment of tumor progression and
pain development - as well as their timely evolution - could be monitored using PET and

MRI co-registration technology.

Aiming for osteoclastogenesis

Breast cancer usually displays a dominant lytic profile when it metastasizes to the
bone[80]. This fact is also observed in our cancer model, as determined by uCT analyses
that reveal a striking decrease in trabecular bone content. This is in accordance with the
dense and slurry vascularization present within the trabeculae, rendering the bone ideal

for embolus nesting. Tumor expanded beyond the limit of the compact cortical bone,
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demonstrating the aggressiveness of the MRMT-1 cells in infiltrating and degrading the
bone matrix. Extra-femoral spicules, characteristic of compensative bone formation were
detected, consistent with other studies[7]. The trabecular pattern, an indicator of
connectivity within the trabecular architecture, was strongly increased in cancer-bearing
bones. In humans, biopsies are used for trabecular architecture evaluation[81,82].
Clinically, a higher trabecular pattern factor is correlated with a higher risk of fracture [83].
Close monitoring of these parameters and manifestations is important to minimize pain.

Several observations from the present study emphasize the crucial role of osteoclasts in
cancer-induced bone loss and in the etiology of bone cancer pain. Histological analyses
demonstrated that tumor progression had a dramatic effect on osteoclast activity. Indeed,
TRAP-positive multinucleated cells tripled in number and displayed typical hypertrophic
bodies. This explains, in part, the decreased bone volume observed using the uCT and the
decreased 8F uptake in the most affected areas of the bone. The tumor releases osteoclast
maturation factors or stimulates osteoblast secretion of RANKL and down-regulation of
osteoprotegerin, resulting in dominant resorptive activity[9,84,85]. In addition to
prostaglandins and other factors released by the tumor, bone resorption results in the
release of protons that will stimulate nociceptors. The number of osteoclasts is therefore
an indicator of potential bone pain onset and should be screened in every bone cancer

model.

Conclusion

While pain occurs at any time point during the course of the disease, in general, the more
advanced the cancer, the more likely it is that the patient will experience intractable pain.
The development of treatments to reduce the incidence of bone metastases is therefore of
great clinical significance to improve the quality of life of bone cancer-bearing patients.
Medical imaging at the site of the tumor in combination with pain assessment is the key to
determine the efficacy of cancer treatments. Indeed, the evaluation of tumor progression
could elucidate the onset of pain. With recent reports on the adverse effects of analgesic
therapies on bone homeostasis[15], skeletal structure must be monitored during follow-up,

in parallel with chronic pain management. The methods we propose in this animal model
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are based on clinical multimodal approaches and are intended to optimize the research and

development of therapeutic strategies for bone cancer pain.
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A micro-imaging study linking bone cancer pain with tumor growth and bone resorption in
arat model.

Le traitement de la douleur induite par des métastases osseuses demeure encore
aujourd’hui un défi important en clinique. En effet, une grande proportion de patients est
insatisfait de la prise en charge de leur douleur et obtient un soulagement incomplet, en
particulier pendant les épisodes de douleur spontanée intense. Malgré leurs effets
secondaires, les opiacés demeurent le traitement en vigueur pour les patients atteints d’un
cancer en stade avancé. Le récent développement de modeles précliniques a permis
d’améliorer notre compréhension de la douleur cancéreuse osseuse. Afin de reproduire de
fagon plus réaliste la douleur cancéreuse, nous avons récemment présenté un nouveau
modeéle animal consistant en limplantation de cellules cancéreuses mammaires
syngéniques dans le fémur du rat. En paralléle, nous avons développé une approche
innovante d’imagerie médicale non-invasive afin de visualiser I'impact de la croissance
tumorale sur le microenvironnement osseux. La présente étude vise a établir quelle est la
corrélation entre les niveaux de douleur observés chez I'animal et les paramétres acquis en
imagerie. A l'aide de I'imagerie par résonance magnétique, nous avons d’abord estimé le
volume de la tumeur a différents stades de son développement. Par la suite, nous avons
observé une forte corrélation négative entre ce volume et le niveau d’allodynie mécanique
ainsi que les changements de distribution pondérale chez 'animal. La résorption osseuse
est aussi un phénomeéne associé a la douleur. Immédiatement apres les acquisitions en IRM,
les fémurs ont été prélevés et scannés a I'aide d’'un uCT haute résolution. Le contenu en
matrice osseuse minéralisée par rapport au volume total (BV/TV) a été calculé aux niveaux
trabéculaire et cortical. La dégradation de I'os cortical et de I'os trabéculaire contribue de
maniére significative a l'apparition de I'allodynie. De la méme maniére, cette résorption est
corrélée aux changements de distribution pondérale observés a I'aide du Dynamic Weight
Bearing Test. Cette étude démontre un lien étroit entre le niveau de douleur chez I"'animal
et la progression de la maladie. Ainsi, nous faisons la promotion d'un suivi serré en douleur
afin d’étre en mesure d’effectuer une détection des métastases osseuses dans une fenétre
de temps favorisant un traitement efficace. Les outils utilisés dans notre étude permettront

aussi un suivi serré du traitement de la douleur ou du cancer.
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Abstract

Bone metastases represent a frequent complication of advanced breast cancer. As tumor
growth-induced bone remodeling progresses, episodes of severe pain and fractures of
weight-bearing limbs increase. All of these skeletal-related events influence the patient’s
quality of life and survival. In the present study, we sought to determine whether some of
these pain-related behaviors could be directly correlated to tumor progression and bone
remodeling. For this purpose, we used a rat model of bone cancer pain based on the
implantation of mammary carcinoma cells in the medullary cavity of the femur. The bone
content and tumor growth were monitored over time by magnetic resonance imaging
(MRI) and micro x-ray computed tomography (uCT). The same animals were evaluated for
changes in their reflexive withdrawal responses to mechanical stimuli (allodynia) and
weight-bearing deficits. As assessed by MRI, we found a negative correlation between
tumor volume and allodynia or postural deficits throughout the experiment. Using pCT, we
found that the bone volume/total volume (BV/TV) ratios for trabecular and cortical bone
correlated with both mechanical hypersensitivity and weight-bearing impairment.
However, whereas trabecular BV/TV stabilized between days 7 and 10 post-tumor
detection, the cortical bone loss reached its maximum at that time. Our imaging approach
also allowed us to consistently detect the tumor before the onset of pain, paving the way
for the preemptive identification of at-risk patients. Altogether, these results improve our
understanding of the events leading to tumor-induced bone pain and could eventually help

in the design of novel strategies for the management of bone diseases.
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Introduction

Bone is the most common site of distant metastases in breast cancer [1]. At post-
mortem examination, up to 70% of all patients who die of breast cancer show bone lesions
[2, 3]. In the United States alone, this percentage represents more than 150,000 patients
among those experiencing invasive breast cancer [4]. Bone metastases in breast cancer
patients most frequently induce osteolytic lesions, which increase the risk for skeletal-
related events, such as pathological fractures and debilitating bone pain [5-7]. These
skeletal complications are recognized to increase mortality, decrease the quality of life
(through weight-bearing deficits and social isolation), and affect treatment strategies [8]. In
particular, a recent review estimated that 65% of bone metastasis patients were coping
with pain, and one-third of these patients graded their pain as moderate to severe [9].
Further clinical investigations concluded that at least 45% of cancer patients found their
pain to be undermanaged [10, 11]. Bone cancer pain management thus remains challenging
for researchers and clinicians.

The development of clinical applications has most likely been impeded in part by a
lack of knowledge about the underlying mechanisms driving this chronic pain condition. In
recent years, however, the establishment of preclinical animal models of metastasis-
induced pain has significantly improved our understanding of the pathophysiology of bone
cancer pain and has helped identify new molecular targets [12, 13]. In particular, the
development of rodent animal models of bone cancer pain, based on the implantation of
cancer cells into the medullary cavity of the long bones, has provided us with new insights
on the mechanisms leading to bone cancer pain [14-17]. For instance, three main
components of bone metastasis have been defined as pain-inducing factors: 1) nerve injury
and sprouting caused by tumor growth [18-21], 2) inflammatory cascades and acidosis
triggered by tumor and bone-associated cells [22-24] and 3) bone remodeling [25-27].
These animal models thus offer new opportunities for evaluating potential analgesic
therapies to relieve bone cancer pain [28].

The detection and localization of metastatic bone lesions are important for
determining the stage of breast cancer. Therefore, the use of powerful imaging technologies

has become critical for the in vivo monitoring of tumor progression, assessment of bone



110

integrity and measurement of therapeutic efficacy. Among the different bone imaging
modalities, whole body scintigraphy, plain film radiography and computed tomography
(CT) are often used to diagnose breast cancer bone metastases [29, 30]. However, single
photon emission computed tomography (SPECT or SPECT/CT), positron emission
tomography (PET or PET/CT) and magnetic resonance imaging (MRI) are increasingly
recommended to optimize the bone or tumor anatomical visualization and detect changes
in tumor or bone metabolism [31-36].

The early diagnosis of bone metastasis may improve the patient’s prognosis and
quality of life [37-39]. Because bone pain is the most common symptom in breast cancer
patients, relating it quantitatively to tumor growth and bone damage would enable ail
dimensions of cancer management to be improved. According to the most recent version of
the Response Evaluation Criteria in Solid Tumors [40], defining the osteolytic lesion size by
CT and the soft-tissue impairment by MRI are the current standards for breast cancer
patients with metastases [35]. In the present study, we therefore investigated whether
bone cancer pain could be directly correlated with tumor progression and bone
remodeling. We used an experimental model in which MRMT-1 mammary carcinoma cells
were implanted in the medullary cavity of the femur of Sprague-Dawley rats [41]. We
examined whether these two imaging modalities allowed an early, quantitative and
temporal correlation with changes in the reflexive withdrawal responses to mechanical

stimuli and the observation of weight-bearing deficits.
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Materials and methods

Cell culture

Mammary rat metastasis tumor (MRMT-1) cells (carcinoma)} were kindly provided
by the Cell Resource Center for Biomedical Research Institute of Development, Aging and
Cancer (Tohoku University 4-1, Seiryo, Aoba-ku, Sendai, Japan) and harvested in RPMI
1640 medium (Gibco, Montreal, Quebec, Canada) supplemented with 10% fetal bovine
serum (heat-inactivated) and 2% penicillin/streptomycin (Gibco). The cells were detached
by a brief exposure to 0.25% w/v trypsin-EDTA (Gibco, Montreal, Qc, Canada) and then
prepared for femoral inoculation. Briefly, the cells were pelleted by centrifugation (3 min at
350 g), rinsed with 1 mL of Hank’s balanced salt solution without calcium, magnesium or
phenol (HBSS; Gibco, Montreal, Qc, Canada) and further centrifuged using the same
conditions. The pellet was re-suspended in 1 mL of HBSS, and the cells were counted with a
hemocytometer. The cells were diluted to achieve a final concentration of 30,000 cells in 20

uL and maintained on ice prior to surgery.

Animals

Adult male Sprague-Dawley rats (200-225 g; Charles River Laboratories, St.-
Constant, Quebec, Canada) were maintained on a 12 hrs light/dark cycle with access to
food and water ad libitum. Animal-related procedures were approved by the Ethical
Committee for Animal Care and Experimentation of the Université de Sherbrooke and
conducted according to the regulations of the Canadian Council on Animal Care (CCAC). The
rats were acclimatized to the animal facility for 4 days and to the manipulations and
devices prior to the behavioral studies for 2 days. Note that the animals tested for pain and
used for the imaging studies were the same except when several imaging procedures were
performed on the same animals over time (Figure 2). Indeed, multiple prolonged exposures

to anesthesia tend to modify behavioral responses to pain.

Surgical induction of bone cancer

The surgical procedure was the same as in Doré-Savard et al. [41]. Briefly, the rats
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were laid supine, and the skin overlying the quadriceps femoris of the hind paw was shaved
and disinfected with 70% v/v ethanol. A minimal skin incision (8-10 mm) exposed the
quadriceps femoris. The vastus lateralis was incised (5-8 mm in length) to expose the
femoral epicondyle while the patellar ligament remained untouched. The damage to the
surrounding muscle and blood vessels was minimal. Using a 0.8 A stereotaxic drill
(Foredom, Bethel, CT, USA) connected to a 1.75 mm carbide steel burr (Stoelting Co.,
WoodDale, IL, USA), a small and superficial cavity was burred between the medial
epicondy! and the adductor tubercle (approximately 1 mm in depth). A 25-gauge needle
was inserted into the cavity at a 45° angle, allowing it to reach the intramedullary canal of
the femur. The needle was substituted with a blunt end 25-gauge needle connected to a 50
uL Hamilton syringe containing 20 pL of the MRMT-1 cancer cell suspension. The syringe
was left in place for 1 min to allow cell dispersion within the bone marrow. The needle was
then removed, and the cavity was sealed with dental amalgam (Prodigy A3, Kerr, Orange,
CA, USA) that was polymerized with a curing light (QHL75, Dentsply, Milford, DE, USA). The
site was thoroughly washed with sterile deionized water. The muscle, conjunctive tissue
and skin were closed with sutures and washed with 3% v/v hydrogen peroxide. The sham
animals received the complete surgical procedure except for the implantation of mammary
cells, which was replaced by vehicle injection (20 pl HBSS). The rats were housed
individually for 24 hrs to allow recovery. As demonstrated previously [41}], the impact of
surgery was minimized by implantation at this anatomical site, which reduces the chances

of patellar ligament or joint damage.

Behavioral analyses

The animals were tested on days 0, 7, 11, 14, 18 and 21 after cell implantation. For
von Frey testing, the rats were placed in enclosures on an elevated wire mesh floor, and
mechanical allodynia was assessed using a dynamic plantar aesthesiometer (Ugo Basile,
Stoelting, IL, USA). A metal probe (0.5 mm diameter) was directed against the hind paw
pad, and an upward force was exerted (3.33 g/second). The force required to elicit a
withdrawal response was measured in grams and automatically registered when the paw
was withdrawn or the preset cut-off was reached (50 g). Five values were taken alternately

on both the ipsilateral (operated side) and contralateral hind paws at intervals of 15 s. The
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rats were acclimatized to the enclosures for 2 days prior to testing.

The dynamic weight bearing (DWB) assessment was performed according to the
procedure described by Tétreault et al. [42]. In brief, the dynamic weight bearing (DWB)
device (Bioseb, Boulogne, France) consisted of a Plexiglas enclosure (22 x 22 x 30 cm) with
a floor sensor composed of 44 x 44 captors (10.89 mm? per captor). A digital camera was
placed beside the cage and was pointed towards the enclosure. The rats were allowed to
move freely within the apparatus for 5 min while the pressure data and live recording were
transmitted to a laptop computer via a USB interface. The raw pressure and visual data
were colligated with the DWB software v1.3 (Bioseb). A zone was considered valid when
the following parameters were detected: = 4 g on 1 captor with a minimum of 2 adjacent
captors recording = 1 g. For each time segment in which the weight distribution was stable
for more than 0.5 sec, the zones that met the minimal criteria were then validated and
assigned as either right or left hind paw or front paw by an observer according to the video
and the scaled map of the activated captors. Finally, a mean value for the weight on every
limb was calculated for the whole testing period based on the length of time of each
validated segment. The animals were not acclimatized to the enclosure before the initial
testing period to maximize the exploration behaviors. For the behavioral analyses shown in

Figure 1, the time axis was based on the post-implantation days, ranging from 0 to 21.

MRI

MRI studies were conducted at the Centre d’imagerie moléculaire de Sherbrooke
(CIMS) with a 210 mm small-animal 7T scanner (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA,
USA) and a 63 mm volume RF coil. The rats were placed in the supine position in an MRI
compatible cradle equipped with a custom-made paw support designed to position both
limbs stably and reproducibly. The animals were anaesthetized with 3% (induction) and
1.5% (stabilization) isoflurane in oxygen. A feedback-controlled animal warm-air heater
system was used to keep the animal’s body temperature at physiological levels, and the
respiration rate was continuously monitored (SA Instruments Inc., Stony Brook, NY, USA).

The MRI protocol included the acquisition of axial (sagittal) pre-contrast and 10 min post-
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contrast T1-weighted images using a gradient echo sequence with TR of 210 ms, TE of 3.35
ms, flip angle of 309, matrix of 256 x 256, FOV of 60 x 60 mm?, NA of 8 (30 sagittal slices),
and thickness of 1.5 mm. A 500 mL bolus of the contrast agent (Gd-DPTA, Magnevist,
Berlex) was injected via the tail vein. The animals were imaged 9, 11, 13, 15, 18 and 21
days after the tumor implantation. To evaluate the tumor invasiveness, a region of interest
(ROI), including the whole bone cortex, medullar channel of the femur and emerging tumor
outside the bone when present, was defined for each slice displaying bone or tumor tissue.
This ROl yielded a voxel intensity histogram for both hind paws. The contralateral maximal
voxel intensities were used to set the pathological threshold. Every ipsilateral voxel
remaining was colored according to its intensity on a yellow-red scale. The data analysis
and calculations were programmed in the Matlab environment (Version 7.10; MathWorks
Inc., Natick, MA, USA).

uCT

The uCT scans were performed using a high resolution Micro-CT scanner (SkyScan-
1072, Aartselaar, Belgium), and the subsequent 3D architecture analyses were completed
using the associated software applications. The scanner was equipped with a sealed
microfocus X-ray tube with a power source ranging from 20 to 100 kV (0 to 250 nA) and an
X-ray CCD-camera based on a cooled 12-bit CCD-sensor of 1024x1024 pixels.

In the present study, the distal femurs, wrapped with parafilm to prevent
dehydration, were scanned at a source power of 80 kV/124 pA and a spatial resolution of
14.06 pm/pixel. The rotation was set at 0.9 degrees/step for 180 degrees, and the exposure
time was set at 3.0 sec/step. The reconstruction of the dataset of the X-ray shadow images
obtained from the scans was performed using NRecon (version 1.6.1.3), generating a
dataset of cross-sections that was then used for the analysis of the 3D architectural
parameters and the creation of 3D models with CT-Analyzer (version 1.10.01). The ratios of
bone volume over total volume (BV/TV) for the trabecular and cortical bones were
determined by defining the volumes of interest (VOI) over a range of 5.63 mm starting
from the growth plate. For the imaging analysis shown in Figures 2 and 4, the time axis was

based on the post-detection days, ranging from 1 to 10, with day 1 being the time of the
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first detection of a bone tumor by MRI This normalization was performed to reduce the

inter-individual variations.

Statistical analyses

The von Frey and dynamic weight-bearing data were analyzed using a two-way
ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test. The Spearman non-parametric correlation
test was used to compare the behavioral, MRI and uCT data because normality could not be
assumed (failed KS test with Dallal-Wilkinson-Lillie for the p value and visual histogram
distributions). Linear and non-linear regressions were displayed on graphs as guides to the
eye. The non-linear model used for Figures 3 and 6 was either a one- or two-phase decay
described by the following equation (provided by Graphpad Prism 5.0 software): Y =
Plateau + Spanfast*exp(-KFast*X) + Spanslow*exp(-KSlow*X), where KFast and KSlow (K
for a one-phase decay) are the rate constants describing the speed at which the dependent

variable is decreasing.
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Results

Temporal development of behavioral nociceptive responses following the implantation of
breast carcinoma cells in the femur

We monitored the onset of pain and its evolution on a regular basis during the first
three weeks following the inoculation of the syngeneic mammary tumor cell line MRMT-1
into the femoral bone. We first assessed tactile allodynia using the von Frey test (Fig. 1A).
Mechanical hypersensitivity was demonstrated on day 14 post-surgery by a reduced paw
withdrawal threshold (PWT) compared with the contralateral hind paw (36.7 = 2.0 g vs.
42.1 + 1.3 g, respectively; p = 0.05). Allodynia progressively developed until day 21,
reaching a 45% decrease of the mechano-nociceptive threshold (23.3 + 1.4 g vs. 42.6 + 1.5
g; p < 0.001). Tumor-bearing rats displayed no change in their withdrawal thresholds on
their contralateral hind paw (Fig. 1A).

The measurement of the weight-bearing deficits in freely moving rats has recently
been proposed as a potential endpoint to the quality of life assessment [42]. Therefore, we
evaluated the effects of tumor-induced bone remodeling on the changes in weight bearing
using Dynamic Weight Bearing technology (DWB; Fig. 1B). Our results revealed that the
weight borne by the tumor-implanted limb had decreased significantly at day 15 (18.6 =
3.6%) when compared with the weight borne at day 11 (30.7 = 1.5%) (Fig. 1B). The
maximal alteration of the weight distribution was reached 21 days following the cancer cell
inoculation (38.2% + 1.3% on the contralateral paw vs. 16.6% =+ 6.1% on the ipsilateral
paw; p < 0.001). Note that the rats transferred their ipsilateral hind paw weight mainly to
the forepaws and consequently decreased their exploratory behaviors, grooming and
rearing (data not shown). No significant difference was noted for the 21-day period

between the sham animals and the contralateral hind paw of the cancer rats.
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Figure 1. Behavioral evaluation of bone cancer pain over time. A) Allodynia is determined
using the von Frey test following tumor implantation. In cancer-bearing rats, the paw
withdrawal threshold (PWT) decreases progressively from days 11-14 in response to
innocuous stimulations (n = 10). B) Quantification of dynamic weight bearing in the
implanted animals, expressed as the percentage of animal weight (n = 7). A significant
difference in the weight distribution on the ipsilateral paw is observable from day 15 until
reaching its maximum level at day 21, with a decrease of 56% in the weight borne. The
contralateral paw remains unaffected throughout the behavioral testing. The asterisks
denote a significant difference from the contralateral paw; * p<0.05; *** p<0.001.

Tumor growth monitoring using MRI

We first monitored the tumor progression by scanning the rats at short intervals to
capture the tumor growth in the femur at early stages of development. The volume of the
detected tumor was analyzed as a function of the post-detection time to normalize the
inter-individual variability in tumor development. For example, the sensitivity of the
sagittal gadolinium-enhanced T:-weighted MRI allowed us to detect intra-osseous tumors
smaller than 10 mm3 in some cancer-bearing rats. These small foci were considered to be
day 1 post-detection and corresponded to days 8 to 10 post-implantation of MRMT-1

cancer cells. The bone tumor development and structural damages to the femur were
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further monitored for up to 10 days post-detection (Figure 2A). At day 0, the MR images of
the marrow and trabecular bone all displayed uniform signal intensities. The sharp but
hypointense cortical line was continuous. At day 1 post-detection, the MRI revealed an
increased signal intensity in the area immediately surrounding the injection site, thereby
revealing the success of the tumor implantation and growth in the medullary cavity. During
days 3 to 5, the carcinoma spread into the medullary canal, progressively reaching the
proximal metaphysis to the implantation site. At this stage, the tumor volumes ranged from
30 to 40 mm? (Figure 2B). On day 7 post-detection, a hyperintense signal in the diaphyseal
bone revealed deep infiltration. Furthermore, the contrast-enhanced Ti-weighted images
revealed the presence of periosseous tumor extension across the irregular and blurred
cortical bone line near the proximal metaphysis. Note that after dissection, we noticed that
the tumor remained confined to the periosteal compartment (data not shown). This
mechanical distension and stretching of the periosteum is known to contribute to the
development of pain [19, 43). As previously described [41], the hypointense signal detected
at day 10 post-detection in the medullary cavity is the consequence of the presence of
necrotic cells. The first half of the growth curve shows a linear progression of the
carcinoma, consecutive to the implantation and setting of the cells in their new
environment (n = 19; Figure 2B). Then, the curve takes an exponential profile from day 8,

which is the stage where the periosseous signal is captioned.
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Figure 2. Estimation of tumor volume using contrast-enhanced (Gd-DTPA) MRI. A)
Enhanced contrast is observed from day 1 (post-detection) in a small area adjacent to the
injection site. The tumor size then progresses and invades the distal medullar channel
without altering the cortical integrity (days 3 and 5). At a later stage, the tumor emerges
from the bone, expanding mainly outside the bone between the cortical line and periosteal
membrane. Meanwhile, the contrast intensity is decreased in the medullar channel as the
necrosis spreads throughout the channel. In addition, the cortical line is blurred in thinner
regions. B) Each animal in which a tumor is detected is monitored at several time points
and reported with respect to post-detection time to reduce the variability. The tendency
curve shows the exponential growth pattern.

Correlation between tumor growth and pain-related behaviors

We verified the potential relationship between tumor size and pain-related
behavioral modifications by performing the von Frey and DWB tests before the acquisition
of the T1-weighted contrast enhanced MR images (Figure 3). We observed a strong
negative correlation between tumor volume and the amplitude of the mechanical
hypersensi_tivity (Figure 3A) throughout the experiment (r = 0.7857; p = 0.0005). The

evolution of these parameters displayed a two-phase decay in which the allodynia was
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maximal at volumes greater than 80 mm3. The rate constant (k) of 1.34E10¢ (fast) confirms
the fast onset of allodynia at an early stage. The rate stabilizes (k = 0.04) at approximately
10% of the maximal size the tumor will reach. Similarly, a moderate correlation was
revealed between the tumor volume and weight bearing (r = 0.6593; p = 0.01) (Figure 3B).
This time, the variation was extrapolated in a one-phase decay model with a slower rate
constant (k = 0.03). The results suggest that the early onset of pain is an indicator of tumor
progression. To verify this observation, we examined whether allodynia and postural
impairment could be markers of tumor development at an initial stage (Figure 3C). For a
tumor of less than 10 mm3 corresponding to day 1 post-detection, no behavioral difference
between the ipsi- and contralateral paws was observed. We thus concluded that imaging

can systematically reveal the presence of a tumor before the onset of pain in our model.
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Figure 3. Correlation between the tumor volume and behavioral measurements of bone
cancer pain. A) The estimated tumor volume is inversely correlated with the paw
withdrawal threshold (PWT). B) The same pattern is observed when the volume is
correlated with the percentage of animal weight borne by the affected paw. Both
parameters stabilize at high tumor volumes. C) The comparison between the ipsilateral and
contralateral paws of the cancer-bearing animals shows no significant difference at day 1
post-detection, confirming the assumption that the tumor was detected using MRI before
the onset of pain.

Bone resorption monitoring with uCT
Advanced breast cancer commonly disseminates and leads to osteolytic bone

metastases [1]. To further quantify the structural changes of the affected bones, we
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therefore performed post-mortem micro-computed tomography (uCT) analyses at four
time points (days 1, 3, 7 and 10 post-detection) after cancer cell injection and in the sham
animals (n = 3-4). The bone samples were collected from the animals previously imaged in
the MRI (c.f. Figure 3). The reconstructed 3-D uCT images of the carcinoma-implanted
femurs showed the progressive tumor-induced osteolysis (Figure 4A). In contrast to the
intact bone architecture of the sham animals, the cancer-bearing rats exhibited severe bone
lesions, as represented by the decrease in the trabecular and cortical morphometric
parameters (Figure 4B, C). At day 1 post-detection, the trabecular modifications already
occurred, while the bone cortex remained mainly unaffected. Indeed, the trabecular bone
volume/tissue volume ratio progressively decreased by 70% between days 1 and 10
(Figure 4B). The same trend was observed for the cortical bone, with the BV/TV decreasing
significantly by more than 95% on day 10 compared with day 1 (Figure 4C). However,
cortical degradation was only detected on day 7. At that stage, cell leakage through the
cortex is possible because massive osteopenia was revealed in several areas of the
metaphysis. Accordingly, tumor growth outside the cortex was monitored in the MRI on
days 7-10 post-detection. Thus, the trabecular and cortical bone degradation profiles are
different at a late stage. Indeed, the trabecular BV/TV stabilizes between days 7 and 10
(with only an 8.8% decrease), whereas the cortical bone loss is maximal during the same
period. Nearly 90% of the remaining bone cortex on day 7 was resorbed before the last
experimental day (day 10). Significant differences were observed at days 7 and 10 post-
detection at the trabecular level compared with the sham animals and at day 10 at the

cortical level (p < 0.05).
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Figure 4. uCT analysis of sham and tumor-bearing rat femurs. A) Typical reconstruction of
the sham-operated femur and cancer-bearing bones at days 1, 3, 7 and 10 post-detection. A
well-organized trabecular structure and smooth cortical surface are observed on the sham-
operated bone. Conversely, the trabecular is slightly degraded at day 1 of tumor
development (post-detection), whereas the cortex remains unaffected at that stage.
However, the cortical bone is partially resorbed and the trabecular architecture is clearly
lost at days 3 and 7. At day 10, the tumor has resorbed most of the cortical bone and has
expanded beyond the bone compartment. B-C) The BV/TV ratios for the trabecular and
cortical bone decrease over time. The trabecular BV/TV tends to stabilize between days 7
and 10 post-detection, whereas the cortical degradation is maximal during this period.

Correlation between bone resorption and tumor-induced pain

We further examined whether the behavioral deficits were correlated with bone
architecture alterations. In the animals used for the behavioral and imaging experiments, a
strong positive correlation was shown between the trabecular bone content and allodynia

(Figure 5A; rs = 0.73; p = 0.002). The Spearman correlation was stronger against the
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cortical bone content alteration (Figure 5B; rs = 0.81; p = 0.0003), suggesting that these
parameters could be used as potential markers for the clinic. However, the correlations
appeared to be moderate in terms of a weight-bearing deficit either when verifying against
the trabecular content (Figure 5C; rs = 0.64; p = 0.03) or the cortical content (Figure 5D; rs =
0.69; p = 0.02). Overall, the trend in the data suggests that a one percent decrease in the
trabecular BV/TV ratio results in a drop of 4.5 + 1.0 g in the PWT and 4.9 + 1.7% in the
ipsilateral paw load. Conversely, a decrease of one percent in the cortical BV/TV is less
aggressive on the behavioral variables, reflected in variations of 0.5 + 0.1 g (PWT) and 0.6 +

0.2%, respectively.
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Figure 5. Correlation between bone resorption and pain-related behaviors. A-B) A positive
correlation is observed between the trabecular or cortical BV/TV ratios and PWT. C-D) A
significant correlation is also observed when comparing the trabecular or cortical BV/TV
with the % of animal weight borne by the tumor-bearing paw.
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Correlation between tumor volume and bone resorption

Next, we verified the correlation between the growth of the tumor and the extent of
the BV/TV ratio decrease (Figure 6). We found a strong negative correlation against both
the trabecular (Figure 6A; rs = 0.82; p = 0.0003) and cortical (Figure 6B; rs = 0.86; p =
0.0001) bone content. The decay curve shows that the trabecular bone volume was affected
at an early stage of tumor development and remained at a low level thereafter. The cortical
bone BV/TV ratio, however, decreased more in proportion to the tumor growth. Indeed,
the decay rate constants were 133 times higher for the trabecular content than for the
cortical content. These results were in line with the observations made in the MRI, in which
the tumor growth spread first in the medullary canal, replacing the marrow and trabecular
bone while progressively degrading the compact cortex for an ultimate periosteal

expansion at a late stage.
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Discussion

Bone metastases lead to a painful condition for which available treatments have
limited efficacy. Opioids have remained the gold standard for advanced cancer pain
management for the last 25 years, despite their many undesirable effects {44]. For example,
morphine has been associated with opioid-induced hyperalgesia, tolerance and
constipation [45]. Additionally, King and colleagues reported deleterious effects of
morphine on bone integrity in a mouse cancer model [46]. This effect appeared to be
mediated through the activation of osteoblasts, increasing the risk of bone fractures. It has
become clear that new treatments are needed to improve cancer patients’ quality of life,
especially given recent increases in post-diagnosis life expectancy [4]. Additionally,
scientists and clinicians are highly receptive to new tools or methodologies to improve the
monitoring of not only the analgesic effects of treatments but also other related
parameters, such as tumor growth and bone remodeling [28, 38, 39]. In that respect, the
use of advanced non-invasive imaging modalities appears to be a good solution to visualize
various aspects of the bone environment in terms of soft-tissue content, density, or
metabolism [29, 30]. The aim of this study was thus to evaluate the correlation between

MRI or uCT imaging and pain-related behaviors in an animal model of bone cancer.

Previous population-based cohort studies have highlighted the high incidence of
skeletal-related events among breast cancer patients with bone metastases following the
first year of a bone metastasis diagnosis [8]. Therefore, diagnostic imaging modalities are
important because the early identification of bone metastases could lead to changes in
patient management and quality of life. Among the technologies used to image bone
tumors, MRI seems to yield a reliable diagnostic outcome in terms of sensitivity and
specificity [35, 47]. Indeed, the high soft tissue resolution of MRI provides detailed images
of bone tumors and bone marrow lesions. In addition to clinical practice, MRI has also been
used for the early detection of bone metastases in animal models [48, 49]. Furthermore,
MRI appears to be efficient for monitoring tumor progression in correlation with
histological and biochemical parameters, such as osteoclastic activity or serum-specific

antigen levels [50, 51]. More recently, the evaluation of different treatments targeting bone
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tumors has been performed with imaging techniques, such as diffusion weighted- and
dynamic contrast-enhanced MRI [35, 52, 53].

Although bone remodeling and pain appear to be intimately linked, the relationship
between tumor growth-induced bone resorption and pain-like behaviors has been poorly
investigated. Although it is most commonly detected in advanced stages, patients can often
present with bone pain as the first symptom of cancer, particularly in breast cancer [11].
Therefore, establishing such a relationship would increase our comprehension of the effect
of an anti-tumorigenic drug on both cancer- and pain-related events. For example, the
selective COX-2 inhibitor, MF tricyclic, was shown to reduce tumor growth and bone
damage in addition to inducing an analgesic effect [22]. A similar case was reported with
zoledronate, a bisphosphonate tested in a rat cancer model [54]. However, for those drugs,
the analgesic effect was determined at a late stage only, and the timely effect of the drug on

both variables was not determined.

The model used in the present study mimics the development of a bone metastasis
that could occur after the dissemination of tumor cells to the bone through blood
circulation. However, the surgical procedure bypasses the extravasation of cancer cells
from the primary organ to the bone. Models of the orthotopic implantation of cancer cells
to a primary site or systemic dissemination through intravenous or intracardiac
administration have also been used in the past to mimic the holistic context of metastatic
cancer. Although these models have been very helpful in elucidating the underlying
mechanism involved in metastatic processes, they are of limited usefulness for specific pain
investigations. Indeed, pain evaluation in rodents is mostly based on the differences
between an injured paw and its healthy counterpart. Evaluating pain in an animal with
numerous bone lesions would thus be problematic, particularly with the potential
colonization of peripheral organs and tissues. That being said, more common cell types
have been used in several contexts, which allows for a comparison of the bone lesions
induced. As an example, human MDA-MB-231 mammary cells that are injected
intracardially induce bilateral long bone metastasis 30 to 55 days after inoculation [55, 56].
The radiological and histological aspects of these tumors appeared to be very similar to

those from bone-inoculated cells [19, 33]. From the moment of the diagnosis of bone
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tumors (28 days in the case of MDA-MB-231 cells directly administered into the bone), the
time course of tumor development was also very similar. We are thus confident that our
model of tumor implantation in the bone, without the holistic metastatic context, is still
relevant and allows for the efficient study of bone metastasis-induced pain. Additionally,
the timeline with which the tumor grows is dependent on the chosen implantation site and
the number of cells injected. However, with MRMT-1 and NCTC2472 cells, the injection of a
higher number of cells has been demonstrated to trigger pain at an earlier stage without
significantly modifying the severity or rapidity of the evolution of the symptoms in the
animals [14, 16, 57].

In the present study, our MRI results show moderate to strong correlations and a
two-phase profile between pain and cancer growth. Indeed, the variation in pain is greater
at an early stage of tumor growth but tends to stabilize thereafter. This trend may be
attributable to an early modification in the bone innervation and vasculature. The MRI
shows the initial infiltration of the medullary canal, affecting the red marrow. This two-
phase profile is also supported by our uCT data, which revealed a rapid drop in the BV/TV
trabecular ratio at the same time. Meanwhile, a progressive degradation of the cortical
bone slowly creates an access to the cortex and periosteal compartment. Recently, nerve
sprouting was shown to be associated with cancer pain, especially at the periosteal level
[19, 20, 58, 59]. Nerve sprouting occurs when the bone integrity is compromised and when
the cancer cells act directly on the periosteal membrane [18, 60]. On the other hand,
advanced tumor growth was shown to induce nerve endings injury resulting in a decrease
in CGRP/NF200-positive innervation in bone marrow and cortex [60]. Nerve injury
induced the expression of several markers of central sensitization including neuronal
damage marker ATF-3 [41, 61, 62]. Both sensory and sympathetic fibers are implicated and
the proliferation of nerve endings has been compared to neuroma, and involved in pain
[59, 63]. MR images showed enhanced contrast at the bone periphery as early as day 5
post-detection. Therefore, the occurrence of a striking onset of mechanical hypersensitivity
at early tumor development is not surprising. After this early pain onset, allodynia
progressed slowly, even if the tumor dimension expanded from 60 to more than 700 mma3.

This finding supports the hypothesis that the bone microenvironment is central to the
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genesis of tumor-induced pain. This observation also raises the possibility that growth in
the periosseous tissues is not a major factor in ongoing pain. However, we hypothesize that
the distension of the periosteal compartment could be responsible for spontaneous pain
events at the late stages. Nevertheless, the evaluation of the role of periosseous tissue
compared to bone remains a challenge to evaluate in pre-clinical settings. The other
question that remains is whether a reduction in tumor size would result in less pain.
Radiotherapy has been associated with pain relief in animal models [64]. We believe this
outcome should be evaluated in the future with a protocol such as the one we are

proposing here.

Metastatic breast cancer in bones also leads to other severe pain events, such as the
fracture of a weight-bearing limb. Indeed, lytic lesions can result in a 60-90% reduction in
bone strength, which increases the risk of pathological fractures [65]. Early symptoms of
pain or functional compromise can thus reveal an impending emergency, requiring
proactive therapeutic intervention. Determining the extent of the osteolytic lesions by uCT
therefore represents a useful approach to detect any structural defects in the cortical and
trabecular content or to visualize bone marrow metastases [47]. The morphological
analyses of the femoral bone by uCT revealed significant linear correlations between the
BV/TV ratios at the cortical or trabecular levels and touch-evoked pain or weight-bearing
deficits. These results are supported by a previous study demonstrating a link between
tumor growth-induced bone destruction and behavioral pain manifestations [66].

It is now established that bone remodeling provokes the release of cytokines and
growth factors that stimulate nociceptors directly [13]. Additionally, the increased
osteoclastic activity in the vast majority of bone metastases secondary to breast cancer
creates an acidic microenvironment that activates transient receptor potential channels
and acid-sensing ion channels, increasing nociceptive firing [24, 67, 68]. Furthermore,
nerve endings in the bone cortex become exposed to factors released by the tumor and the
bone matrix after resorption. Marketed drugs counteracting the osteolytic hyperactivity,
such as bisphosphonates and RANKL pathway inhibitors, proved useful in pre-clinical and
clinical contexts for reducing the incidence of skeletal-related events and collagen blood

levels and at increasing survival rates [69]. The effects of these drugs on pain-related
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behaviors are, however, rarely investigated. The progressive and timely decrease in the
cortical /trabecular bone volume and relationship to pain make them relevant variables to
investigate in drug screening. Therefore, anti-resorptive treatments would be expected to
alleviate or reduce pain manifestations in an indirect way by slowing down bone
remodeling. Accordingly, there is evidence that anti-resorptive drugs indirectly reduce pain
through the inhibition of osteolysis [70, 71]. The nitrogen-containing bisphosphonate
zoledronate, increasingly considered as an adjuvant in cancer therapy in addition to its
anti-resorptive action [72], could fit the model we described here. Some cancer treatments
cannot be excluded as having analgesic properties in addition to their primary
antineoplastic action.

Our approach will also be improved in the future with PET experiments using a
sodium fluoride tracer to assess bone metabolism at the time of the behavioral testing.
Other bone-specific tracers are being developed to monitor the metabolism in bone
resorption. Anderson et al. recently published a study on the use of an avfs-targeted
radiolabeled tracer that allows the accurate assessment of the relative number of
osteoclasts in vivo [73]. Such a highly specific approach could easily be translated to bone
cancer pain because osteoclast proliferation and activation are major factors in the

development and maintenance of bone pain.

Conclusion

The continued medical care of patients who experience skeletal-related events
represents an important health care cost that requires prevention strategies. Indeed, a one-
year study of the incidence of skeletal-related events revealed that half of the patients with
bone metastases each cost an average of $12,500 for only one event [74]. Therefore, the
strong correlation between pain-related behaviors, tumor progression and bone
remodeling revealed here suggests that pain and weight-bearing deficits are important
indicators of the presence of bone metastases. Thus, patients reporting a change in pain
intensity would need to undergo a closer examination to evaluate the disease progression.
Additionally, MRI and uCT imaging modalities could accurately predict disease progression

and be beneficial for monitoring the response to antitumor therapy or analgesic
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treatments. Finally, the fact that the pain-related behaviors are systematically detected
after the appearance of the tumor in our protocol raises interest in a prophylactic analgesic
treatment to prevent bone cancer pain onset. These elements are all expected to improve

the quality of life for patients dealing with advanced stage cancer.
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Mammary Cancer Bone Metastasis Follow-up Using Multimodal Small-Animal MRI
and PET Imaging

L’état des connaissances en matiére d’oncologie a progressé de maniére significative au
cours des derniéres décennies. Ainsi, I'espérance de vie des patients n’a fait qu'augmenter.
Par contre, la colonisation d’un site distant par les cellules cancéreuses, en particulier au
niveau des os, en toujours un facteur synonyme d'un mauvais pronostique. L'imagerie
médicale joue un réle important dans le diagnostique et le suivi des métastases osseuses.
De plus, elle permet d’évaluer les effets des traitements administrés aux patients en
contexte clinique et expérimental. Toutefois, l'utilisation de techniques d’imagerie
anatomique et fonctionnelle avancées tells que l'imagerie par résonance magnétique et la
Tomographie d’émission par positron est sous-représentée dans la recherche animale, tout
particuliérement dans des modéles de métastases osseuse. Dans la présente étude, nous
avons procédé a une caractérisation en profondeur d'un modéle murin de métastase
osseuse dérivée d'un cancer mammaire. A l'aide d’'une méthode innovante de co-
registration IRM/TEP, nous avons observé a différents temps le développement de la
tumeur osseuse. A l'aide de différents radio-traceurs, nous avons évalué différentes
caractéristiques de cette tumeur. Sur le plan métabolique, nous avons observé un captage
accru de 18F-fluorodésoxyglucose dans la tumeur a partir du jour 15 suivant 'implantation
des cellules cancéreuses dans le canal médullaire du fémur. Cet indicateur du métabolisme
glucidique a été quantifié en tirant avantage de la co-registration IRM/TEP. En effet, le
dessin des régions d’'intérét sur les images TEP a été réalisé de fagcon précise et
reproductible a partir de la résonance magnétique. Ainsi, nous avons été en mesure de
délimiter clairement la tumeur tu tissu environnant en de I'cedéme/inflammation. La méme
méthode a été appliquée avec l'acide aminé radio-marqué 11C-méthionine. Nous avons
aussi observé une augmentation du captage de ce traceur dans la tumeur. Par contre,
I'amplitude des modifications enregistrées était plus importante pour la !1C-Met que pour
le 18F-FDG. De plus, il est apparu clairement que la valeur de fixation normalisée (SUV)
moyenne variait de fagon plus important en raison de la tumeur que la valeur maximale
pour les deux traceurs. Ces observations viennent appuyer une littérature de plus en plus
dense qui encourage le remplacement du SUVnax comme valeur de référence pour la
détection d’'une tumeur par des paramétres plus pertinents et plus sensibles tels que le
SUVmoyen. De plus, nous faisons dans cette étude la premiére démonstration qu'un acide
aminé radioactif peut étre utilisé comme traceur pour la détection d'une métastase osseuse
dans un modéle de rongeur et qu’il pourrait présenter certains avantages par rapport au
18F-FDG. Par exemple, l'utilisation combinée de deux traceurs TEP couplés au 18F- est
impossible d’'un point de vue logistique autant dans les études précliniques que dans une
investigation clinique. Cette limitation ne permet donc pas l'utilisation du 18F-NaF (un
marqueur de remodelage osseux) et du FDG. Ce probléme pourrait étre contourné avec la
MET et cette combinaison pourrait représenter le clé dans le suivi des traitements visant
les métastases osseuses. L'imagerie multimodale présentée dans cette étude sera aisément
transférable en clinique pour un meilleur suivi des métastases osseuses chez les patients
cancéreux.
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Abstract

Rationale: Despite tremendous progress in the management of breast cancer, the survival
rate of this disease is still correlated with the development of metastases—most notably,
those of the bone. Diagnosis of bone metastasis requires a combination of multiple imaging
modalities. MRI remains the best modality for soft tissue visualization, allowing for the
distinction between benign and malignant lesions in many cases. On the other hand, PET
imaging is frequently more specific at detecting bone metastasis by measuring the
accumulation of radiotracers, such as 18F-sodium fluoride (NaF) and 18F-fluoro-
deoxyglucose (18F-FDG).

Methods: After surgical implantation of mammary MRMT-1 cells in a rat femur, we
performed minimally invasive imaging procedures at different time points throughout
tumor development. The procedure consisted of sequential co-registered MRI/PET, using
Gd-DTPA as a contrast agent for MRI and !8F-FDG, 11C-methionine (11C-MET) and 8F-NaF
as molecular tracers for PET imaging. The animals were then euthanized, and
complementary radiological and histological analyses were performed.

Results: In this preclinical study, we demonstrated that co-registered MR/PET imaging
provides helpful information in a rat mammary-derived bone cancer model. First, MR
imaging provided a high definition anatomical resolution that made the localization of bone
resorption and tumor extension detectable between days 9 and 18 after the injection of
cancer cells in the medullary channel of the femur. Indeed, the calculation of SUVyean and
SUVmax in bone and soft tissue regions, as defined from the Gd-DTPA contrast enhanced MR
images, showed 18F-NaF uptake modifications and increased 18F-FDG or 11C-MET uptake in
the bone and surrounding soft tissues. 18F-FDG and !*C-MET were compared in terms of the
magnitude of change in their uptake and variability. We observed that 11C-MET SUVmean
variations in the tumor were more important than those of 18F-FDG. We also found less
inter-individual variations using SUVmean as a quantitative parameter compared to SUVmax.
Conclusions: This preclinical evaluation demonstrated that an MR/PET co-registration
protocol provided a powerful tool to evaluate bone tumor progression in a rat model of
bone metastasis and that this protocol could be translated to improve the clinical outcome

for metastatic breast cancer management.
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Introduction

Despite the development of efficient surgical interventions, radiotherapy and
chemotherapy regimens against primary tumors, the prognosis and survival rate of breast
cancer patients are still correlated with the ability of the tumor to invade distant organ
sites(1). Indeed, detection of bone metastases in breast cancer patients is paired with a 5-
year mortality rate of 70%. Therefore, early detection of bone metastases and evaluation of
early tumor response to chemotherapy remain challenging for researchers and
clinicians(2). To date, staging of metastatic breast cancer is performed with minimally
invasive imaging modalities, such as bone scintigraphy (BS), computed tomography (CT),
magnetic resonance imaging (MRI), and positron emission tomography (PET)(3). All of
these imaging modalities provide valuable information for establishing a diagnosis and a
prognosis but differ in terms of their sensitivity and specificity. Thus, the use of
complementary imaging techniques is gaining popularity in clinical practice(4).

BS is still preferred for the detection of bone metastases(5). Indeed, BS detects
bone-forming lesions, including those associated with benign conditions (local
inflammation/infection, traumatism, osteodegenerative process, etc.)(6). However, poor
sensitivity for multiple bone metastases, especially in the spine, often makes confirmation
by other imaging modalities, such as CT or MRI, necessary (7). However, technological
advances in the field of tracer synthesis and the improved availability of more efficient
imaging techniques could offer an alternative to BS in the clinical settings. CT and MRI are
two techniques that provide detailed anatomical information. CT is preferred for structural
bone imaging, whereas MRI displays a better contrast resolution than CT for soft tissue and
the spinal cord visualization and shows greater specificity for malignant versus benign

lesions(8).

PET also displays excellent specificity and sensitivity(9). The use of radiotracers
such as 18F-sodium fluoride (18F-NaF), 18F-deoxyglucose (18F-FDG), and 1C-methionine
(11C-MET) are powerful tools to explore both bone and tumor metabolism. 18F-NaF is
frequently used to assess bone metabolism because of the affinity of the fluoride anion for

bone. This tracer has been previously used in preclinical models and has proven to be
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efficient for the characterization of osteolytic and osteoblastic lesions by measuring bone
remodeling (10,11). It is now widely accepted as a marker for bone turnover modifications
in skeletal tumors(12). 8F-FDG and !'1C-MET are both radiotracers used to detect and
determine the location and extent of malignancies by measuring changes in glucose and
protein metabolism, respectively(9,13). To date, 18F-FDG has been used extensively to
characterize tumor progression in animal models(14). However, a limited number of
studies have investigated the use of 18F-FDG mammary-derived bone metastasis(10,11).
Considering the extensive use of this radiotracer in clinical oncology, it is important to
acquire more data from animal models of breast cancer metastasizing to bone. The use of
11C-MET has been mainly validated in brain tumors. In these studies, the investigators took
advantage of the low background level for the detection of insidious tumors in which
glucose uptake was low. However, the utility of radiolabeled amino acids has not been
evaluated in animal models of bone metastasis. Despite its high sensitivity, PET imaging
provides limited anatomical information. Co-registration of PET imaging with CT offers
high resolution of the bone anatomy and metabolism to detect metastases but does not
allow for precise monitoring of soft tissue and tumor extension. MRI provides better soft
tissue contrast, such that MRI/PET co-registration may facilitate better staging of bone
metastases. It has been suggested that MRI/PET co-registration represents a better option

for detecting and staging tumors in both animal and human studies(15).

The Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST) defines bone tumor
response by the changes in lesion size only. Moreover, this response is normally assessed at
the end of the treatment protocol. Researchers need to develop additional markers to
measure treatment efficiency throughout the course of its application. Metabolic imaging
may represent one avenue to address this issue, although further validation is necessary in

animal models.

In our previous preclinical study, we showed that gadolinium-enhanced T;-
weighted MRI and 18F-NaF PET are suitable for the evaluation of metastatic burden in a rat
model of mammary-derived bone tumor(16). These analyses combined the following

information: 1) the state of tissue perfusion, 2) high resolution images of the lesion and 3)
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bone metabolism in cancer-bearing bones. In the present study, we explored the capacity
of MR/PET co-registration using glucose (18F-FDG), protein (11C-MET) and bone (18F-NaF)
metabolism markers to characterize our model. To our knowledge, this is one of the first
studies to compare several PET tracers with co-registered MRI in the context of bone
metastasis. Co-registration between these different modalities allows for a precise
overlapping of both bone and metastasis metabolism on a high-resolution anatomic
template and perfusion data provided by T1-weighted, contrast-enhanced MRI. We found
that this experimental protocol allowed for a robust quantification of tumor progression

and represents a valuable tool to monitor treatment.
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Materials and methods

Cell culture

Mammary Rat Metastasis Tumor (MRMT-1) cells (carcinoma) were kindly provided
by the Cell Resource Center for Biomedical Research Institute of Development, Aging and
Cancer (Tohoku University 4-1, Seiryo, Aoba-ku, Sendai, Japan) and cultured in RPMI 1640
medium (Gibco, Montreal, Quebec, Canada) supplemented with 10% fetal bovine serum
(heat-inactivated) and 2% penicillin/streptomycin (Gibco, Montreal, QC, Canada), as
described by Dore-Savard et al.(16). Cells were suspended at a final concentration of
30,000 cells in 20 pl of HBSS and maintained on ice prior to their implantation in the rat

femur.

Animals

Adult male Sprague-Dawley rats (200-225 g; Charles River Laboratories, St.-
Constant, QC, Canada) were maintained on a 12 h light/dark cycle with access to food and
water ad libitum. All animal-related procedures were approved by the Ethical Committee
for Animal Care and Experimentation of the Université de Sherbrooke and were carried out
according to the regulations of the Canadian Council on Animal Care (CCAC). Rats were

acclimated to the animal facility for 4 days before surgery.

Surgery

After complete anesthesia with 5% isoflurane (Abbott Laboratories, Montreal, QC,
Canada), surgical implantation of mammary carcinoma cells in the femur was performed as
described by Dore-Savard et al.(16). Briefly, 20 pl of the cell suspension (cancer group)
were implanted in the medullar cavity of the rat femur. The injection site was sealed with
dental amalgam (Prodigy A3, Kerr, Orange, CA). The site was thoroughly washed with

sterile deionized water to avoid tumor development outside of the bone.

Histological procedures
Rats were deeply anesthetized with 5% isoflurane and transcardially perfused with

4% paraformaldehyde (PFA) in phosphate buffer (0.1 M, pH 7.4). Bone specimens were
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removed and placed in a histological cassette and post fixed overnight at 4°C in Neutral
Formalin Buffer (10%). Then, the cassettes containing the tissues were placed into Super
Decalcifier Il Delicate solution (Polyscience Inc., Warrington, PA, USA) for 72 hours at room
temperature. Decalcifying solutions were changed every 24 hours (twice) until complete
decalcification was verified with the Poly-NoCal End Point Determination Kit (Polyscience
Inc., Warrington, PA, USA). The bones were embedded in paraffin, bone sections (3 pm)
were generated and classical hematoxylin-eosin staining was performed. Ki67
immunolabeling was performed on the same samples. After antigen retrieval, H20:
treatment, and blocking of non-specific sites with TBS-BSA (2%), the sections were
incubated overnight at 4°C with the anti-Ki67 antibody (1:100; Rabbit, Ki67 [SP6],
monoclonal antibody, ab1667; Abcam, Cambridge, MA, USA). The samples were then
incubated with HRP-conjugated goat anti-rabbit secondary antibody (Vector Labs,
Burlingame, CA, USA). The signal was amplified using the Vectastain ABC Elite kit (Vector
Labs, Burlingame, CA, USA) and developed using diamino-benzidene (ImmPACT DAB;
Vector Labs, Burlingame, CA, USA) as a chromogen. For negative controls the primary
antibody was omitted during the immunohistochemical procedure. Bright-field pictures

were taken with a Leica DM4000 microscope equipped with a Leica DFC350FX camera.

Radiological analysis

Micro-CT scans were performed using a high-resolution Micro-CT scanner (SkyScan-
1072, Aartselaar, Belgium), and the subsequent 3D architecture analyses were completed
using the associated software applications. The scanner was equipped with a sealed
microfocus X-ray tube with a power source ranging from 20 to 100 kV (0 to 250 pA) and an
X-ray CCD-camera based on a cooled 12-bit CCD-sensor of 1024 x 1024 pixels. The distal
femurs were scanned at a source power of 80 kV/124 pA and a spatial sampling of 14.06
um/pixel. The rotation was set at 0.9 degrees/step for 180 degrees, and the exposure time
was set at 3.0 sec/step. Reconstruction of the dataset from the X-ray shadow images

obtained from the scans was performed using NRecon (version 1.6.1.3), generating a
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dataset of cross-sections that was then used to analyze the 3D architectural parameters

and create 3D models with the CT-Analyzer (version 1.10.01).

Magnetic Resonance Imaging

MRI studies were conducted at the Centre d’imagerie moléculaire de Sherbrooke
(CIMS) with a 210 mm diameter small-animal 7T scanner (Agilent Technologies Inc., Palo
Alto, CA, USA) and a 63 mm diameter volume RF coil. The rats were placed supine in an
MRI-compatible cradle equipped with a custom-made paw support designed to position
limbs both stably and reproducibly. The animals were anaesthetized with 3% (induction)
and 1.5% (stabilization) isoflurane in oxygen. A feedback-controlled animal warm-air
heater system (32°C) was used to maintain body temperature at physiological levels, and
the respiration rate was continuously monitored (SA Instruments Inc., Stony Brook, NY,
USA). The MRI protocol included the acquisition of axial (sagittal) pre-contrast and 10 min
post-contrast T1-weighted images using a gradient echo sequence with a TR of 210 ms, TE
of 3.35 ms, flip angle of 309, matrix of 256 x 256, FOV of 60 x 60 mm?2, NA of 8 (30 sagittal
slices), and thickness of 1.5 mm. A 500 uL bolus of the contrast agent (Gd-DPTA, Magnevist,
Berlex) was injected in the tail vein. The animals were imaged at day 15 to ascertain the

presence of the tumor and at day 18 to perform the analyses.

Positron Emission Tomography

Immediately after the MRI acquisition, the cradle with the animal was transferred to
a PET scanner without interrupting the anesthesia or animal monitoring. PET imaging was
performed using a LabPET4 (Gamma Medica, Northridge, CA, USA) APD detector-based
small animal PET scanner with a 110 mm diameter by 37.5 mm axial length FOV. The
scanner achieves a spatial resolution of 1.35 mm FWHM and an absolute sensitivity of 1.1%
in the central FOV, with a 250-650 keV energy window(17). The animal was aligned to have
the hind knee joints at the radial and axial center of the scanner FOV, and it received
approximately 74 MBq of 11C-MET followed by 18.5 MBq 18F-NaF, or 37 MBq of 18F-FDG
alone by intravenous injection (200 ul at 500 ul/min). The accumulation of radiotracers in
the target tissues was monitored by 30 min static imaging at 30 min post-administration

for 18F-NaF and 18F-FDG, or 15 min static imaging post-administration for 11C-MET.
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Image visualization and analysis

PET and MRI image fusion was performed using a new Multi-Resolution Binarized
Intensity Histogram (MRBIH) co-registration procedure that was specifically developed for
small animal PET/MRI fusion (18). It combines low and high-resolution images to take
advantage of the low noise sensitivity at coarse levels and higher contrast at higher levels.
MRI was used as the fixed volume and PET was used as the floating volume. We used 3
multi-resolution levels for each MRBIH and aligned them for 9 parameters (translation,
rotation and scaling in axial, sagittal and coronal planes) until they all converged at the

same set of parameters.

PET and co-registered MR/PET images were visualized and analyzed with OsiriX
viewer (v4.0-64 bit). To determine the level of variation in radiotracer uptake, the mean
and maximal Standardized Uptake Values (SUVmean and SUVmax) were calculated according
to the following formulas(13): SUVmean = Mean Uptake Value / (Dose injected (MBq) *
Animal weight (kg)) and SUVmax = Maximal Uptake Value/ (Dose injected (MBq) * Animal
weight (kg))

SUV was valued within the boundaries of a Region-Of-Interest (ROI), which was
delimited on the MR images of the cancer-implanted paw. For 18F-FDG (N = 6) and 11C-MET
(N = 4) images analyses, two ROIs were used for each slice, one for delimiting the bone
content and one consisting of the extra-osseous region (See figures 2B and 3B). The ROls
were then pasted on the corresponding co-registered PET images. Raw data (mean, max
and area) were extracted from these ROIs, and the SUVmean and SUVmax were calculated.
ROIs were drawn on three slices per paw. Each ipsilateral slice was matched with its
contralateral counterpart for statistical comparisons. For NaF images, inclusive ROIs were
drawn to define the diaphysis (shaft) and the distal metaphysis/epiphysis (extremity) of
the femur. SUVmax values were then calculated using the same method. The most
representative slice, in which the whole femur could be observed, was used for each paw
(N = 6). A 5 mm? circular ROl was drawn at a consistent distance from the bone in the
biceps femoris to determine the level of background signal in the tissue, and this value was

subtracted from the mean and maximal values for each tracer.
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Statistical analysis
A paired, non-parametric t-test (Wilcoxon’s) was used to compare ipsilateral to
contralateral paws in terms of SUVmean and SUVmax, and p < 0.05 was considered to be

significantly different.

Results

Proliferation of MRMT-1 cells implanted in the femoral medullary cavity was
monitored using repeated MRI acquisition, ex vivo uCT analyses and histological staining
procedures (Figure 1). On day 9 post-implantation, sagittal contrast enhanced T:-weighted
images showed that the tumor cells already had an effect on the bone microenvironment
(white arrow). Indeed, contrast enhancement was observed throughout the distal femur.
On day 15, MRI showed that the bone morphology was modified at the distal extremity of
the femur (white arrow). The bone cortical line was less defined, and contrast
enhancement appeared at the boundary of the bone (blue arrow). As observed in our
previous study(16), tumor growth induced inflammation and oedema in the surrounding
environment, particularly in the interstitial space, by creating a distension of the periosteal
compartment and overlaying muscular tissues. On day 18, the extent of tumor spread was
observed in extra-osseous tissues. Bone degradation progressed rapidly, making it difficult
to detect the structure in the most affected regions of the bone cortex (red arrows). Bone
resorption was confirmed using pCT analyses and histological observations. From day 9
through 15, trabecular degradation progressed rapidly and bone cortex invasion began. On
day 9, only minor alterations were visible on the surface of the bone. On histological slices,
tumor cells were detected in the metaphysis and the endosteal surface of the bone (black
arrow). Healthy bone marrow was observed near the tumor (black arrowhead). At that
stage, Ki67 immunostaining showed relatively sparse positive tumor cells (red
arrowheads). By day 15, the bone cortex was highly modified and the trabeculae
architecture was compromised. However, bone density was still appreciable due to an
abundance of osteoblasts compensating for the lytic activity of the tumor (orange arrows).
Ki67 immunostaining was drastically increased 15 days after tumor cell implantation. On

day 18, bone content was markedly reduced, increasing the risk of traumatic fracture at
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that stage. The abundance of tumor cells was confirmed by histological analysis, which
revealed that the tumor had completely replaced the bone marrow, and only sparse bone
insertions were observed in the medullary cavity. Multi-nucleated active osteoclasts were
abundant at the tumor-bone interface (purple arrows), and cell leakage occurred through

bone cortex. Ki67-positive cells were observed sparsely throughout the tissue, but necrosis

was present in important parts of the bone at that stage.
MRI uCT H&E Ki67

Day 15 Day 9 Day 0

Day 18

Figure 1. Characteristics of a mammary-derived bone metastasis model. The bone tumor (implantation
site shown by yellow arrow) was monitored on days 9, 15 and 18 post-implantation using MRI and uCT. We
first observed contrast enhancement in the ipsilateral medullary channel on days 9 and 15 (white arrows).
The cortical line of the bone was already partially resorbed on day 15, and the tumor had started to spread
outside of the bone (blue arrow). On day 18, the extra-osseous tumor had grown extensively. The cortical
bone line was interrupted on the surface of the femur (red arrows). On histological slices, hematoxylin-eosin
staining showed partial invasion of the medullary channel and the endosteal surface at the metaphysis level
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at day 9 (black arrow). However, healthy bone marrow and trabecular bone persisted in tumor surroundings
(black arrowhead). Ki67 immunostaining showed relatively sparse positive tumor cells on day 9 (red
arrowheads). On day 15, the tumor invaded the metaphysis completely and Ki67-positive cells were
abundant. Numerous active osteoblasts were observed on the trabecular bone surface (orange arrows). On
day 18, the tumor cells were less active, according to Ki67 staining, while osteoclastic activity was maximal
with several gigantic multinucleated cells (purple arrows).

The radiotracer 18F-FDG was used to determine the relative glucose metabolism of
the bone environment in the presence of MRMT-1 tumor progression (Figure 2). MRI was
first performed to determine the exact anatomical contour of the bone and surrounding
tissues as well as to ascertain the presence of the tumor (Figure 2A). PET scanning of 18F-
FDG was then sequentially co-registered, showing only epiphyseal background activity that
could be mainly attributed to the bone marrow blood flow in the contralateral paw(19,20).
MRI-PET registration allowed us to perform region-specific analyses of the bone
environment. On day 15, our previous results demonstrated the consistent presence of a
tumor, ranging in size from 25 mm3 and 60 mm3(21). At that stage, PET images showed
elevated accumulation at the border of the metaphysis/diaphysis region compared to the
contralateral side. 18F-FDG uptake foci corresponded to areas where the bone cortex was
damaged and heavy trabecular bone resorption occurred, as observed on co-registered MR
images (white arrows). On day 18, the cortical bone showed severe breaches through
which the tumor had leaked, creating a distension of the periosteal compartment. The
hyperintense MR signal in this extraosseous compartment converged with strikingly
elevated 18F-FDG uptake. Indeed, selected regions-of-interest (ROI) analyses (Figure 2B)
highlighted the increased SUVmean in both the bone (0.707 + 0.076 vs 0.439 + 0.057) and
extra-osseous tissue (0.720 = 0.081 vs 0.134 + 0.079) compared to the corresponding
contralateral paw (p = 0.0002, N = 6). The SUVmax was also systematically increased in the
bone tissue of the cancer paw when compared to the healthy paw (2.40 + 0.40 vs 2.13 =
0.45; p = 0.02) or surrounding soft tissues (2.35 + 0.39 vs 0.59 + 0.16; p = 0.0002, N = 6). In
contrast, a cold 18F-FDG spot was observed in the medullary channel of the femur (black
arrows). This low glucose accumulation corresponded to necrotic clusters, as shown on the

corresponding histological sections.
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Figure 2. Contrast-enhanced MRI/1%F-FDG PET imaging of a bone tumor. A) On 18F-FDG PET scans, the
contralateral bone showed low uptake levels in the metaphysis/epiphysis region, which was composed of
healthy trabecular bone. 18F-FDG uptake increased on day 15 and was maximal on day 18. Co-registered
images showed a strong co-localization of contrast-enhancement on MRI and high 1®F-FDG uptake on PET
(white arrows). A low uptake area corresponding to necrotic clusters was present in the medullary channel of
the femur on day 18 (black arrows). B) Graphic of ROI selection in the bone (red) and in the extra-osseous
tumor (green) at day 18. ROI analyses in terms of SUVean and SUVax.
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Methionine is a key amino acid in protein metabolism because it is the first amino
acid incorporated into protein during translation. Hence, methionine incorporation is a
relevant indicator of increased protein synthesis in tumor cells. After 11C-MET
administration (Figure 3A), we observed a high level of tracer accumulation in healthy
bone marrow compared to the surrounding soft tissue. However, the accumulation site of
the tracer was modified at an advanced stage of the disease. Indeed, the relative amount of
tracer was increased on day 15 in the distal diaphysis. The observation of co-registered
MR/PET images correlated with a disto-proximal migration of the tumor in the medullary
cavity. Indeed, 11C-MET accumulation highly co-localized with MRI contrast enhancement
(red arrows). On day 18, the tracer accumulated in a ring-shaped region, while the core of
that volume seemed to be metabolically inactive. After ROI analyses of the bone and extra-
osseous tissue (Figure 3B), we found that the SUVnean was significantly decreased in the
ipsilateral bone (1.26 + 0.10 vs 2.04 + 0.25, p = 0.01), while the SUVmax remained
unchanged (3.06 = 0.44 vs 3.49 = 1.09; p = 0.28). Areas in the periphery of the bone that
were highly positive for 11C-MET were also hyperintense on contrast-enhanced MR images
(blue arrows). Accordingly, we observed a significant increase in both the SUVmean (2.08 =
0.16 vs 0.20 = 0.06; p = 0.001) and the SUVmax (3.28 = 0.16 vs 1.35+0.30; p = 0.007, N = 6)
in this extra-osseous compartment. Conversely, areas inside the medullary channel that
were observed to be hyperintense by MRI did not appear to accumulate the 11C-MET tracer

and could correspond to necrotic areas.
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Figure 3. Contrast-enhanced MRI/1iC-methionine PET imaging of a bone tumor. On 1!C-MET PET
images, the contralateral bone shows high uptake level in both the extremity and the shaft. Background level
is also relatively high in the muscle. On day 15, 11C-MET uptake is confined to the metaphysis and epiphysis
and to the tumor growth that is emerging on the posterior surface of the bone (red arrow). On day 18, the
radiotracer uptake is localized mainly in the extra-osseous tumor. That is confirmed by co-registered images
where extra-osseous contrast enhancement on MR images co-localized with 11C-MET uptake on PET images
(blue arrows). B) Graphic of ROI selection in the bone (red) and in the extra-osseous tumor (green). ROI
analyses in terms of SUVmean and SUVpmax. Scale bar: 5 mm.
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The high affinity of fluoride ions for the bone matrix makes it the tracer of choice for
bone surveillance. Healthy bones showed a high tracer uptake in the femoral epiphyses
(cyan oval shapes), a sign of homeostatic trabecular bone turnover (Figure 4A). On the
other hand, the bone shaft captures negligible amounts of tracer, corresponding to a lower
level of bone remodeling(22). In cancer bearing animals, the bone metabolic activity
significantly changed in the vicinity of the tumor. On day 15, !8F-NaF uptake was increased
in the distal medullary channel (white arrows). This trend was confirmed on day 18, when
the mean and maximal uptake (SUVmax, SUVmean) of 18F-NaF were significantly increased in
the diaphysis (269 + 3.8 vs 11.0 £+ 0.8; p = 0.03 and 7.52 = 1.6 vs 5.48 + 0.21; p = 0.03,
respectively) (yellow arrows). This result is likely a sign of osteoblastic activity
counterbalancing the lytic activity of the tumor. Indeed, MR/PET co-registered images
allowed us to pinpoint a majority of the 18F-NaF uptake at the boundaries of the tumor,
where osteoclasts and osteoblasts are abundant, as shown on histological slices. However,
the SUVmax and SUVmean of 18F-NaF were decreased at the distal extremity (25.8 + 3.1 vs
382 +19; p = 0.03 and 11.7 + 1.7 vs 185 = 0.9; p = 0.0625, respectively. N = 6). For
instance, tracer accumulation was close to zero in areas that were hyperintense on day 15,
indicative of important resorptive activity during that 3-day period, which resulted in the

loss of bone content (blue arrows).
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Figure 4. Contrast-enhanced MRI/18F-NaF PET imaging of a bone tumor. The contralateral healthy bone
showed high uptake levels in the metaphysis (cyan oval shapes), while the diaphysis showed little tracer
accumulation. On day 15, uptake was increased in the distal femur, especially where bone structure
modifications were visible on MR images (white arrows). On day 18, high uptake was observed on the
proximal edge of the tumor (yellow arrows), and low uptake areas were present where bone degradation was
more extensive and the tumor had emerged from the bone (blue arrows). B) Graphic of ROI selection in the
.diaphysis (red) and in the metaphysis/epiphysis (green) at day 18. ROI analyses in terms of SUVma and
SUVinean in the diaphysis and metaphysis/epiphysis.
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Merged 11C-MET and 18F-NaF PET images are displayed in Figure 5. On day 15, 11C-
MET positive regions were strongly co-localized with 18F-fluoride, as 18F-NaF uptake on the
anterior surface of the bone corresponded exactly with focal regions of high 11C-MET
uptake (blue arrows). The co-localization of both bone and tumor activity results in the
degradation of the bone matrix and cancer cells leakage out of the medullary channel. The
latter was confirmed on day 18, when 11C-MET uptake at the distal level extended far
beyond the bone structure. At that level, the 18NaF signal was virtually absent within the
tumor. The co-localization of both tracers was only observed in peripheral portions of the
tumor at the most proximal level and at the epiphysis of the femur (white arrows).
Alternatively, we observed numerous regions where only one tracer was present. For
example, 18F-NaF accumulation was detected in the bone cortex on both MRI and !1C-MET
PET but not in the tumor mass (yellow arrows). On the other hand, the tumor was very

active in areas where 18F-NaF accumulation was absent.
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Figure 5. Fusion of 11C-methionine and 18F-fluoride PET images. Fused PET images show a strong co-
localization of 18F-fluoride and 11C-MET uptake on day 15 on the anterior surface of the femur (blue arrow).
On day 18, most of the 11C-MET uptake is exempt of fluoride labeling except for small fluoride-positive foci on
the proximal edge of 1:C-MET-uptaking tumor {white arrow). It seems that the most proximal part of 18F-
fluoride-uptaking regions is not co-localized with 11C-MET uptake (yellow arrow).

Finally, we compared every tracer and each relevant parameter to determine how it
would facilitate future analyses (Table 1). We first compared the variations of SUVmean and
SUVmax, independently of the tracer used. The differences in the fold change of the
standardized uptake values of 18F-FDG or 1*C-MET (compared to the contralateral side)
was systematically greater when calculated for the SUVmean [0.6; 10.4] than for the SUVnax
[1.1; 4.0]. Furthermore, the percentage of variability between inter-individual uptake
values was also consistently smaller for the SUVmean [7.6; 11.3] than for the SUVmax [4.9;
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31.2]. The 1C-MET extra-osseous uptake value was the sole exception, where the SUVnax
variability (4.9%) was lower than that of the SUVmean (7.6%). We then compared the 18F-
FDG and !1C-MET tracers to determine if they were comparable in terms of the variations
of the uptake parameters. Both 18F-FDG and '1C-MET revealed important fold changes in
the bone and extra-osseous tissues after computing the SUVmean for a reference. Both were
poorly relevant in the bone when relying solely on the SUVmax (1.1 fold increase).
Alternatively, the fold increase was higher using the SUVnax (2.4 vs 1.6 for SUVmean) in the
diaphysis of 18F-NaF scans. However, as was observed with the other tracers, inter-
individual variability was lower when the SUVmean was used. The use of the SUVmax or

SUVmean appeared to be equivalent in the epi/metaphysis.

Table 1. PET tracer uptake parameters in the bone following the implantation of a mammary-derived
tumor.

Radionuclide Region SUV nean SUVax

e NaF Diaphysis 1.6 8.9 : 2.4% 14.1
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Discussion

Bone scintigraphy (coupled with or without SPECT) and computed tomography
remain the gold standards for the detection of bone metastases in oncology. However, MRI
and PET are becoming more accessible in the clinic, and their potential for bone metastases
detection is being exploited. Moreover, it has been demonstrated that bone cancer patients
would benefit from a non-invasive approach for multiple screenings in replacement of
painful biopsies and repeated high-radiation procedures. MR/PET co-registration provides
detailed anatomical data coupled with metabolic information, such as glucose
consumption, protein synthesis and bone turnover. It also raises important questions
regarding the specificity of radiotracer accumulation in tumor tissues. The purpose of this
study was to evaluate a MR/PET co-registration procedure using 18F-FDG, 11C-MET and 18F-
NaF as tracers in an animal model of mammary carcinoma-derived bone metastasis. The
fusion of 8F-NaF and 11C-MET images allows for the interpretation of the relationship

between tumor metabolism and bone metabolism in cancerous femurs.

In the present study, we were able to register MR and PET images obtained
sequentially for the visualization of tumor-induced modifications at the bone level. The use
of MRI as a co-modality for PET was of particular interest for the determination of our
regions of interest. Indeed, we were able to limit our analysis to the exact contour of either
the tumor or the bone, as determined by contrast enhancement, which allowed for the
analysis of carefully selected sub-regions and the exclusion of normal tissue. Therefore, we
were able to highlight differences in tracer accumulation between these sub-regions. This
technique could prove useful to ameliorate the precision of diagnosis criteria for bone

tumors, which is often limited to a global scan for the SUVnax evaluation.

The information provided by MR/PET images corroborates what we observed in
histological sections. Indeed, 11C-MET and !8F-FDG uptake has been associated with
proliferative tumors in vitro(23). In vivo, the level of proliferation, as assessed by Ki67
staining, was associated with histological characteristics in a rat glioblastoma model(24).

In human patients, histological profiles of suspected glioblastomas were in accordance with
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11C-MET uptake levels (25), and 1!1C-MET uptake was strongly correlated with
proliferation(26,27). This finding could reflect an increase in L-type amino acid transporter
expression(28). However, one has to consider that the permeable vasculature of a tumor
allows for passive diffusion and retention of the tracer in the tumor environment. In our
study, increased staining was observed in tumor foci on the histological sections of femurs
labeled with Ki67. In parallel, 11C-MET and 18F-FDG accumulation was strongly increased in
late stage disease, reinforcing the hypothesis that increased uptake of these tracers may be
a good predictor of the histological profile. The lack of 18F-NaF accumulation in the most
active parts of the tumor, which were also positive for Gd-DTPA and 11C-MET, suggests
specific accumulation of 18F-NaF in the bone and specific accumulation of '1C-MET in the
tumor. However, discrepancies between the accumulation of Gd-DTPA and the
accumulation of 11C-MET or 18F-FDG suggest the specific uptake of these PET tracers in
active tumor cells instead of inactive necrotic clusters. In late stage disease, Gd-DTPA is
localized in the central portion of the tumor, which is considered to be necrotic on
histological slices, and both 1C-MET and 18F-FDG accumulations are absent. We cannot
exclude the possibility that GAd-DTPA diffusion during the timeframe of the imaging study
may be responsible for these differences, and further dynamic studies are necessary to

answer these important questions.

Despite the fact that they are depicting different cellular processes, 11C-MET and 18F-
FDG both provided information allowing for the detection of mammary-derived bone
metastases in our model. However, the fold change in the uptake was greater with 11C-MET
than 18F-FDG when considering the SUVnean. This difference between these tracers could be
important, and it favors the extended use of 11C-MET in the future. Early experiments in
humans showed similar bone uptake in prostate cancer patients(29). Their study
compared 11C-MET and !8F-FDG uptake and concluded that 11C-MET detected significantly
more metastases in both the bone and soft tissue of patients. We suggest that this enhanced
signal could be important for the preclinical and clinical detection of bone metastases and
could be a product of improved sensitivity. 11C-MET PET was also evaluated in multiple

myeloma, and its uptake was increase by six-fold in marrow lesions(30). Increased uptake
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in cancerous bone marrow was not observed in our study. Actually, the SUVmean was
decreased in our model. Those disparities may be caused by the advanced stage of our
model at the time of analysis or differences between tumor cell types. We observed that the
accumulation of 8F-FDG was localized in areas corresponding to non-tumorous tissues,
adjacent to the mass. This finding is not surprising because it has been shown that 18F-FDG
uptake was enhanced in inflamed tissue invaded by macrophages and other inflammatory
cells, accounting for approximately 25% of the uptake of this tracer in certain tumors(31)-
L11C-MET uptake is low in inflamed tissue(32). Thus, we believe that 11C-MET allows for a
more precise determination of the tumor boundaries, in accordance with MR images. This
hypothesis is supported by the fact that 11C-MET has been identified as a better candidate
tracer for guiding biopsies in brain cancer and as a better tool for the evaluation of head
and neck cancer treatment(33). We also detected a certain number of limitations of this
tracer. First, it became evident that the signal/noise ratio was poor for 11C-MET.
Unexpectedly, we also found relatively high uptake of 11C-MET in healthy bones. The latter
finding was also observed in clinical studies(34). This finding is an important factor that
explains the relatively low magnitude of variation between the SUVnax of healthy and
cancerous bones. Different versions of the SUVmay, such as the SUVsmax have been used

recently. Statistical variability could be reduced with this parameter(35).

The fact that MET is labeled with the short-lived carbon-11 isotope allows for the
sequential use of a second tracer, such as a Nal®F, in the same PET imaging session. To date,
it is not possible to sequentially scan a patient with 18F-FDG, then with 18F-NaF, in a
realistic time frame in the clinic. In a preclinical model of bone cancer such as ours,
scanning the animal on two different days is not acceptable because the time lapse would
be sufficient to observe important variability in the stage of the disease, which would be
problematic for the fusion of images: In our study, the short half-life of 11C-MET (20 min)
circumvented this problem. The simultaneous visualization of tumor metabolism and bone
turnover using 18F-NaF in the same scanning procedure could improve bone tumor
monitoring and help in designing future therapies. Indeed, the management of breast
cancer patients presenting bone metastases is most often based on multimodal treatments

that affect bone turnover (bisphosphonates) and/or the tumor itself (chemo-
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radiotherapy)(36). Discriminating between antineoplastic therapeutic success and the
bone homeostasis re-establishment is important to ascertain the quality of the clinical
strategy. In a preclinical setting, the degree of precision provided by a non-invasive, multi-
tracer PET approach could improve our ability to screen for new anti-cancer, anti-
resorptive and analgesic treatments and their possible side-effects. The sole drawback of
this approach is the necessity of an on-site cyclotron, which is required for tracer synthesis,
given the short half-life of 11C(33).

The SUVmax has been widely used in clinical studies to assess the metabolic activity
in a malignant tumor(37). The main advantage of this parameter is its independence from
the method used to draw the ROl Indeed, an imprecise ROl will yield the same SUVax
value as long as the most active part of the tumor is included in that ROl It has been
reported that the variability of the SUVmax parameter between successive scans in the same
patient was higher than that for the SUVmean(38), making the latter a better option.
However, the experimental pattern in that study allowed for changes in tumor metabolism
between scans, which could contribute to more variability in both parameters. Further, 18F-
FDG and 11C-MET tracers analyses were compared based on their SUVmean, SUVmax or SUVmin
parameters in a human study(29). However, it was difficult to highlight the advantage of
using one of these parameters over the others. This difficulty is not surprising, considering
the high statistical variability inherent in single pixel values, such as SUVmax and SUVin, and
the systematic uncertainty that may result from the ROI-dependent SUVyean estimates. In
our study, because ROIs were safely delimited based on co-registered contrast-enhanced
MR images, we observed significantly less inter-individual variability for the SUVmean
(9.6%) compared to the SUVmax (22.5%). The clinical significance of such variability needs
to be carefully assessed, but it is likely that preclinical studies would benefit from a firmer
parameter for evaluating the outcome of a treatment through screening, particularly given
the limited number of animals allowed in these experiments. The SUV calculation assumes
that the tracer was 100% specifically taken up by cancer cells. However, this cannot be the
case as an unknown portion of the tracer accumulation is non-specific. Moreover, the
tumor contour revealed by contrast-enhanced MRI and the extent of radiotracer uptake can

be prone to systematic disparities that will affect the SUVmean calculation. Thorough
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comparison of GAd-DTPA and PET, tracer accumulation patterns could provide additional

information in future experiments.

In addition, the method used for drawing the ROI is a significant factor for SUV
calculation(39). It has been reported that manually drawn ROIs are more precise than
threshold-determined regions. In fact, the ROIs were drawn on PET images without a co-
modality, and the SUV variability between two scans was 8% in the manual method and up
to 13% using threshold methods(39). The ROl volume was also more variable using
threshold methods (variability up to 55%) compared to the manual method (20%) in that
study. We explored the possibility of using MRI to manually draw our ROIs as a support
system for determining high-resolution anatomical markers. We believe that this approach
allowed us to objectively determine the bone and tumor boundaries. The inclusion of the
whole bone structure in the ROI, or its exclusion from soft tissue uptake quantification, was
performed with greater confidence. User-dependent variability cannot be excluded using
this method, but MR images did help minimize inter-user variability by standardizing the
visual criteria and relying only on the anatomical aspect of the area as a criterion for
drawing ROIs. The inter-rater reliability using this method has been demonstrated in
Alzheimer disease(40), with coefficients of variation ranging between 3% and 10% for
both the manual and automated methods. Automated ROI drawing is unlikely to produce a
similar degree of accuracy with the bone at this point, but could be an avenue for future
development. This method would require systematic evaluation, but it should be easily
transferable to any location where MR/PET co-registration is available in preclinical and

clinical settings.

In conclusion, this study adds to the relevance of non-invasive, multi-modality multi-
tracer imaging for the detection and visualization of bone metastases, especially in
preclinical models. A longitudinal study is necessary to evaluate the capacities of each PET
radiotracer to detect the bone tumor at an early stage in our model. Nonetheless, we
showed that 18F-FDG, 11C-MET and 18F-NaF are valuable tools to evaluate the extent of
tumor invasion and the impact on bone architecture. We also showed that MR/PET co-

registration significantly improved ROI drawing, based on anatomical information. We look
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forward to applying our multimodal imaging approach to drug treatment monitoring in our

bone cancer model.
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Matériels et méthodes supplémentaires.

Evaluation de I'effet analgésique de différentes molécules connues et d’agonistes des

récepteurs neurotensinergiques.

La structure de la neurotensine ainsi que celle des agonistes neurotensinergiques utilisés
dans notre étude sont énumérées dans le tableau 8. La voie d’administration et les
parameétres temporels des tests suivant l'injection ont été déterminés en fonctions des
propriétés des composés telles que déterminées dans des expériences précédentes ou
telles que décrites dans la litérature (voir tableau 9). Chacune des drogues a été injectée a
un groupe d’animaux différents et ce, a un stade précoce du développement de la douleur
cancéreuse (Jour 14, appelé Early sur les graphiques) et a un stade avancé (Jour 18, appelé
Late dans les graphiques. Chaque animal a donc regu 2 injections d'une méme drogue, a 4
jours d’intervalle. Nous ne croyons pas que la premiére injection ait pu avoir un impact sur
les résultats enregistrés suite a la seconde injection au jour 18. Dans la majorité des cas,
I'expérimentateur était aveugle au traitement. Pour chaque composé, I'effet analgésique a
été comparé au groupe véhicule (saline ou autre) approprié (méme voie d’administration
et volume). Pour les injections sous-cutanées, un volume de 1 ml/kg a été administré alors
que pour les injections intrapéritonéales, un volume de 5 ml/kg a été injecté. Finalement,
un volume de 25 pl a été utilisé pour toutes les injections intrathécales. Le nabilone a été

administré par gavage a raison de 5 ml/kg.

Neurotensine pGlu-Leu-Tyr-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-lle-Leu-OH non
(NT)

NT69L [N-ethyl-Arg8, L-Lys9, L-neo-Trp11, tert-Leu12]NT(8-13) non
JMV-2007 His-Lys-Lys-Pro-Tyr-lle-Alasylil-OH non
JMV-431 Boc-Arg-Arg-Pro-Tyr-psi(CH2NH)lle-Leu NTS2
JMV-2009 His-Lys-Lys-Sil-Tyr-lle-Leu-OH non

Tableau 8. Structure des différents agonistes neurotensinergiques
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Morphine sulfate

Sous-cutanée

3 mg/kg

30 minutes

(Medhurst et
al. 2002)

Amitriptylline

Intrapéritonéale

10 mg/kg

120 minutes

(E1 Mouedden
et al. 2007)

Tramadol

Intrapéritonéale

15 mg/kg

30 minutes

(Cannon 2010)

Nabilone

Voie orale

1 mg/kg

60 minutes

(Guindon
2012) et
courbe dose-
réponse
réalisée par K.
Belleville.

NT69L

Intrathécale

5 ug/kg

30 minutes

(Roussy et al
2008;
Guillemette et
al. 2012)

JMV-2007

Intrathécale

90 ug/kg

30 minutes

Expériences
précédentes
en douleur
aigue par P.
Tétreault
(non-publié).

JMV-431

Intrathécale

90 pg/kg

30 minutes

(Doré-Savard
et al. 2008;
Roussy et al.
2009)

JMV-2009

Intrathécale

300 pg/kg

30 minutes

Expériences
précédentes
en douleur
neuropathique
et
inflammatoire
par P.
Tétreault (non
publié)

Tableau 9. Liste des composés injectés en fonction de la dose et de la voie d'administration.




Résultats supplémentaires : Analgésie neurotensinergique en douleur cancéreuse.

Nous avons ensuite évalué le potentiel analgésique de deux agonistes neurotensinergiques
non-sélectifs dans notre modéle; le NT69L et le JMV-2007 (Non montré). Le NT69L a
montré un potentiel analgésique en douleur aigué (Tyler-McMahon et al.,, 2000), tonique
(Roussy et al., 2008) et chronique (Guillemette et al,, 2012). A la dose utilisée, le NT69L ne
parvient pas a améliorer la condition de douleur des animaux dans notre modéle. Un effet
analgésique peu reproductible d’'un animal a 'autre a pu étre observé au jour 14 a 'aide du
test de von Frey. Par contre, aucun effet n’est recensé au DWB. Le méme type de résultat a
été obtenu pour le JMV-2007 alors que la variabilité au jour 14 en allodynie, ne permet pas

de tirer de conclusion.

Une seconde série d’agonistes a été utilisée afin de tenter de démasquer l'effet anti-
allodynique des analogues neurotensinergiques dans notre modéle (Figure 16A-B). Le JMV-
431 est un agoniste sélectif NTS2 qui a démontré des effets antinociceptifs chez la souris
dans un modéle de douleur tonique (Roussy et al. 2009), en douleur thermique aigué chez
le rat (Sarret et al. 2005; Doré-Savard et al. 2008) et en douleur viscérale chez la souris. En
douleur cancéreuse, le JMV-431 exerce un effet anti-allodynique au stade précoce du
développement de l'hypersensibilité (Jour 14, noté Early). Par contre, aucun effet
significatif n’a été observé au stade tardif (Jour 18, noté Late). Le JMV-2009, un agoniste
non-sélectif testé en douleur aigué, tonique et chronique neuropathique dans notre
laboratoire (Tétreault P., non-publié), a démontré un effet anti-allodynique significatif

autant au stade précoce qu’au stade tardif.

Afin de mieux caractériser I'allodynie induite par le modéle de métastases osseuses, nous
avons évalué le potentiel anti-allodynique de médicaments connus et répandus en clinique
pour différents syndromes de douleur (Figure 16C-F). C’'est ainsi que nous avons observé
qu'une injection de 3 mg/kg de morphine n’a pas été en mesure de renverser de fagon
significative l'allodynie mécanique chez les animaux cancéreux, que ce soit au stade
précoce du développement de la douleur (jour 14) qu'au stade avancé (jours 18).

Cependant, I'antidépresseur amitriptylline arrive a renverser la douleur cancéreuse dans
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notre modéle au stade tardif seulement. En effet, une dose de 10 mg/kg améliore de fagon
reproductible I'allodynie mécanique induite par la tumeur au jour 18. Le tramadol ne
rétabli pas non plus l'hypersensibilité mécanique de maniére significative chez nos
animaux. Une élévation du seuil de retrait moyen est cependant observée de maniére
constante chez tous les animaux, particuliérement au stade tardif. Finalement, nous avons
utilisé le cannabinoide synthétique Nabilone, prescrit chez 'humain entre autres dans
certains cas de fibronyalgie et de douleur neuropathique, est parvenu a renverser presque

totalement I'allodynie au stade précoce (non significatif) et au stade avancé.
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Figure 16. Effet des substances analgésiques neurotensinergiques et de référence sur I'allodynie mécanique
dans notre modéle. A) JMV-431 n = 7; Saline n = 11 B) JMV-2009 n = 9; Saline n = 11 C) Morphinen = 7;
Saline n = 7 D) Amitriptylline n = 8; Saline n = 7 E) Tramadol n = 9; Saline n = 7 ; F) Nabilone n = 6-7;
Véhicule n = 5-6.
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Le test de distribution pondérale dynamique (DWB) donne aussi des résultats intéressants
quant a la capacité des composés a renverser les changements de distribution pondérale
suite au développement d’'une tumeur osseuse. En effet, le JMV-431 (Figure 17A) renverse
significativement le changement de posture au stade précoce mais pas au stade avancé. LE
JMV-2009 (Figure 17B) lui, contrairement a ce qui est observé en allodynie, n’a aucun effet
au test du DWB. La morphine (Figure 17C) induit un retour significatif du poids sur la
patte cancéreuse au stade tardif. L’amitriptylline (Figure 17D) n’a pas entrainé
d’amélioration, voir méme une aggravation du phénoméne de changement postural. C'est
également le cas pour le tramadol (Figure 17E), qui semble causer une aggravation de ce
symptdme au jour 14. Finalement nous n’avons pu démontrer d'effet significatif avec le
nabilone (Figure 17F). Par contre, nous pensons pouvoir attribuer cette absence de
significativité statistique par le petit nombre d’animaux dans le groupe véhicule (n = 5). Le
JMV-431 semble donc avoir un potentiel intéressant pour le soulagement de la douleur
induite par une tumeur osseuse. L’agoniste non-sélectif JMV-2009 a lui aussi donné de bons
résultats en douleur aigué et en douleur chronique neuropathique (Tetreault P. et al,
2012). Cet agoniste a aussi I'avantage de ne pas engendrer les effets secondaires propres
aux agonistes du récepteur NTS1 tels que 'hypothermie ou les déficits moteurs. Il peut
donc étre administré a plus forte dose. Ainsi, une dose de 300 pg/kg i.t. provoque un
renversement de l'allodynie significatif au jour 14 et a jour 18. Par contre, le JMV-2009 n'a
pas amélioré la situation en distribution pondérale chez les rats. Le JMV-2009 semble donc
en mesure de renverser l'allodynie mécanique en douleur cancéreuse mais pas les

modifications de distribution pondérale.
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Discussion

Les patients atteints d’un cancer du sein ou de la prostate en stade avancé ont de fortes
chances de développer des métastases osseuses. Ils devront par la suite composer avec des
douleurs intenses a modérées, continues ou spontanées, qui demeurent encore aujourd’hui
résistantes aux traitements actuels. Les opiacés, dont la morphine et ses dérivés, restent le
premier choix en matiére de traitement pour ces douleurs. Par contre, les doses requises
pour atteindre un soulagement satisfaisant provoquent des effets secondaires invalidants,
que ce soit de la sédation, de la constipation ou des nausées. Malgré I'intensification de la
recherche dans le domaine de la douleur, trés peu de nouveaux traitements ont vu le jour
au cours des derniéres années. Cela est di en partie au fait que les modéles utilisés pour
I'évaluation des traitements ne parviennent pas a mimer la situation retrouvée chez
I’humain. De plus, les paramétres examinés ne nous donnent pas I'information permettant
un transfert direct a 'Homme. C’est en ayant a I'esprit cette problématique que nous avons
créé un modele de douleur cancéreuse osseuse qui se rapproche autant que possible de la
réalité clinique. De plus, nous avons tenté d’effectuer une caractérisation compléte du
modele, de la tumeur osseuse aux modifications neurochimiques en passant par le
remodelage osseux, afin de mettre en relation la maladie et le syndrome douloureux qui y
est associé. Nous avons combiné de nouvelles techniques d’évaluation comportementale
avec une approche d'imagerie médicale innovante afin de se doter d’outils permettant de
dresser un portrait global de l'effet des traitements étudiés. Nous sommes confiants
qu’avec le bagage accumulé, nous poursuivrons notre progression dans I’espoir d’élaborer
une solution thérapeutique qui améliorera la qualité de vie des patients aux prises avec de

la douleur osseuse cancéreuse.

1. Un modéle de douleur cancéreuse pour l'évaluation de nouveaux traitements

analgésiques.

D’autres modéles dans la littérature utilisent une procédure chirurgicale apparentée a la
nétre (Schwei et al. 1999; Medhurst et al. 2002; R.-X. Zhang et al. 2005; Mao-Ying et al.

2006). La profondeur de la caractérisation effectuée dans ces modéles est variable, et un
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petit nombre de ces études comparent a la fois des informations traitant de la douleur
cancéreuse et de la progression de la maladie elle-méme. Toutefois, certaines exceptions
existent. Une étude de Sabino et al. a évalué 'efficacité d’'un nouvel inhibiteur sélectif de
COX-2 dans le modéle décrit par Schwei (injection de cellules NCTC2472) (Sabino et al.
2002). Une fois l'effet analgésique démontré, les auteurs se sont attardés a l'effet du
composé sur la croissance tumorale et ont observé des différences suite au traitement. De
plus, les scores de résorption osseuse étaient diminués de plus de 50% en raison d’une
diminution de l'ostéoclastogenése. Ce type d’enquéte compléte n'a que peu été reproduit
dans la littérature. Certaines études ont montré une réduction de la douleur suite a un
traitement, tel que les bisphosphonates, qui ne visait pas nécessairement les processus
nociceptifs (Sevcik et al. 2004; Walker et al. 2002; Hald, Hansen, et al. 2009). Le potentiel
de modification de la maladie était évident dans ces cas particuliers et était couplé a un
effet analgésique intéressant, ce qui faisait de ces traitements des possibilités encore plus
intéressantes. Par contre, il est important de ne pas sous-estimer les effets possibles d’'un
traitement a I'essai. Il est donc essentiel de se doter d’outils permettant une évaluation de
plusieurs parametres liés a la douleur et au cancer lui-méme a l'intérieur d’'une méme
étude, dans le méme laboratoire, sur les mémes animaux. Le modéle NCTC2472 chez la
souris a fait 'objet d’'une caractérisation trés diversifiée au cours des années. Mais force est
de constater qu'elle a été réalisée par petits morceaux et par plusieurs groupes de
recherches différents. Nous nous sommes donnés pour objectif de se doter de tous les
outils nécessaires a l'évaluation multiparamétrique de chaque traitement que nous
tenterons de mettre de ’avant dans I'avenir et ce, afin de ne pas passer outre de possible
effets, positifs ou non pour l'animal et a fortiori pour le patient, qui n'auraient pas été

détectés avec les méthodes plus conventionnelles ou simplifiées.

Chaque modéle comporte un certain nombre de limitations qui ne le rendent pas
exactement conforme a la réalité humaine et clinique. Le modéle présenté dans cette thése
comporte l'injection de cellules cancéreuses dans le fémur droit. Il est important de noter
qu’aucune arthrotomie n’est effectuée au cours de la chirurgie, contrairement a la majorité
des modéles intra-fémoraux chez la souris. Nous avons jugé que cette procédure était

invasive et risquait fortement d’influencer notre évaluation de la douleur chez I'animal. Le
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modéle d’injection que nous utilisons, ou l'insertion de l'aiguille a lieu dans une cavité
latérale sur le fémur, évite les probléemes potentiels liés a I'arthrotomie. Cette procédure
chirurgicale court-circuite le processus métastatique en introduisant les cellules
directement dans l'os. Il n'y aura donc pas détachement du site primaire des cellules
compétentes, ni extravasation, ni chimiotactisme vers un site distant propice a
I'implantation des cellules. Certains modéles utilisent plutét l'injection intracardiaque
comme voie d’inoculation (Blouin, Baslé, and Chappard 2005). Ce type de modeéle permet
une dissémination dans tout le corps et peut entrainer des métastases a certains organes
vitaux tels que le foie et les poumons. Cela peut devenir problématique lorsqu’on fait des
études longitudinales sur les métastases osseuses, dont la progression est parfois plus
lente. Pour remédier a cet inconvénient, des sous-clones ont été produits ayant une
meilleure affinité pour l'os que pour les autres organes comme les MDA-MB-231-BO
(Bloom et al. 2011). Cependant, I'évaluation de la douleur chez des animaux implantés de
cette fagon devient problématique avec les méthodes dont nous disposons actuellement. En
effet, malgré toute la volonté de passer a des méthodes différentes, I'évaluation de la
douleur repose encore sur les différences qu'il peut exister entre une patte 1ésée et la patte
controlatérale. De plus, les réactions d’'un animal qui aurait mal aux deux pattes
postérieures, aux pattes antérieures et par exemple au dos, ne seront pas reproductibles et
difficilement analysables. Il est donc important, si la douleur est un facteur dans I'étude, de
circonscrire l'atteinte a un seul membre. De plus, il est possible de trouver des études ayant
utilisé le méme modeéle cellulaire mais avec des modes d’'implantation différents (intra-
cardiaque vs injection intra-osseuse localisée). Dans ce cas, on peut voir que malgré des
chronologies différentes, les tumeurs osseuses se ressemblent beaucoup, tant au niveau

histologique que radiologique (Bloom et al. 2011).

Une différence majeure que nous avons pu observer dans notre modéle par rapport aux
autres modéles présents dans la littérature est le patron d'expression de certains
marqueurs neurochimiques. En effet, si on se compare avec le modéle de douleur
cancéreuse de Schwei ou de Medhurst, on peut voir que nous n’avons pas observé de fagon
quantitative une augmentation du marquage astrocytaire dans notre modéle, alors que les

études précédentes avaient toutes observé ce phénomeéne (Schwei et al. 1999 ; Medhurst et
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al. 2002). Cela peut étre causé par des différences entre les modéles, mais aussi par le
temps auquel nos expériences ont été réalisées. En effet, les observations neurochimiques
sont habituellement faites a un stade avancé de la croissance tumorale alors que nous
avons fait les ndtres au jour 14, un moment ol nous nous considérons encore a un stade
précoce. De plus, nous sommes parmi les premiers a montrer une plasticité au niveau
microglial. En effet, nous constatons un marquage plus important en utilisant le marqueur
Ibal alors qu’en utilisant le marqueur 0X-42, il n’était pas possible de voir d’activation. Les
caractéristiques morphologiques de la microglie que nous observons dans la moelle
épiniére de nos animaux cancéreux ne laissent pas penser non plus a une forte activation
microgliale, mais plutét a une augmentation du nombre de cellules. Ce paramétre n’avait
jamais vraiment été observé et il sera intéressant de pousser plus a fond le patron
d’activation de la microglie et des astrocytes dans notre modéle, et de faire un suivi a

plusieurs temps.

C-fos est un marqueur d’activité neuronale qui est réguliérement utilisé dans le domaine de
la douleur. La premiére démonstration de I'augmentation de son expression suite a une
stimulation douloureuse remonte a plus de 20 ans (Bullitt 1989). Dans cette étude et
plusieurs qui ont suivi, un marquage prononcé a été observé dans les lames superficielles
mais aussi dans les lames plus profondes, particulierement dans les cas de douleur
mécanique, qui active des neurones dans un plus grand nombre de couches (I-VI et IX-X)
(DeLeo et al. 1991). Dans le cadre de notre étude, nous avons également observé une
augmentation du marquage c-fos dans une variété de couches au niveau de la moelle
épiniére. Par contre, nous n’avons pu observer de variation dans les couches superficielles.
En effet, les lames I-II, qui en principe regoivent l'influx nociceptif provenant de la
périphérie, démontraient un marquage c-fos prés du niveau de base. Nous avons de la
difficulté a nous expliquer ce phénomeéne et nous espérons que la caractérisation
neurochimique de notre modéle a plusieurs temps nous permettra de répondre aux
questions soulevées. A la lumiére de ces observations, nous croyons aussi qu’il est fort
probable qu’une partie des modifications observées soient attribuables aux modifications
biomécaniques subies par I'animal, en raison de la douleur induite par la tumeur, et a un

changement dans sa posture, tel que cela a été observé dans le cerveau de rats ayant subit



185

une labyrinthectomie (Cirelli et al. 1996). Il est pour le moment impossible de déterminer
quelle proportion de I'expression de c-fos est attribuable a 'activation des nocicepteurs,

des interneurones reliés et des motoneurones.

Il était important pour nous de choisir le fémur comme site d'implantation en raison de la
prévalence de métastases a cet os comparativement aux autres os longs du corps. En effet,
30% des patients porteurs de métastases osseuses auront une tumeur au fémur alors que
c’est le cas pour seulement 3% des patients lorsqu’on parle du tibia et moins de 1% pour
les pieds et les mains. La colonne vertébrale arrive en téte avec 60%, mais elle représente
un défi technique colossal en terme de chirurgie d’'implantation et de mesure de la douleur
par la suite. La premiére procédure chirurgicale consistant en I'injection de cellules dans un
corps vertébral a été publiée en 2011 seulement (Liang et al. 2011). Par conséquent,
linjection directe dans le canal médullaire d’un os long, en particulier le fémur, demeure

I'approche que nous privilégions dans notre modéle de douleur cancéreuse.

Le choix des cellules MRMT-1 ne s’est pas imposé naturellement pour nous lorsque nous
avons élaboré le modéle. Notre premiére idée était d’implanter un ostéosarcome
syngénique UMR-106 (Forrest et al. 1985) afin d’obtenir un modeéle de cancer primaire
dont les cellules sont mieux caractérisées. De plus, un ostéosarcome primaire chez le rat est
toujours absent de la littérature et un tel modéle aurait eu un caractére assez unique. Par
contre, en plus de certaines difficultés techniques avec ces cellules et a la lumiére d’une
étude approfondie de la littérature, il nous est rapidement apparu qu’il serait plus
pertinent de créer un modéle basé sur des cellules de cancer mammaire au potentiel
fortement métastatique. La prévalence d'une telle affection dans la population est
beaucoup plus élevée qu’'un ostéosarcome primaire (Siegel, Naishadham, and Jemal 2012),
amenant des coiit financiers et sociaux bien plus importants. Par contre, la caractérisation
des cellules MRMT-1 n’est pas trés exhaustive. En effet, suite a la création de ce modéle
cellulaire a l'aide de I'agent carcinogéne 3-méthylcholantréne, trés peu d'études se sont
intéressés aux caractéristiques propres de ces cellules, outre le fait qu’elles produisent
spontanément des métastases a des sites distants tels que les poumons (Harada 1975). Ces

cellules sont sensibles a la prolactine (Harada 1976) et au stress chirurgical, qui augmente
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le nombre de métastases (Tanemura et al. 1982; Takekoshi et al. 1984). Ce dernier effet du
stress est corticoides-dépendant (Deguchi et al. 1998). Plus récemment, il a été démontré
que les MRMT-1 expriment la métalloprotéinase MT1-MMP, impliquée dans le
développement des métastases (Temma et al. 2009). Nous avons, ainsi que d’autres
groupes de recherche, démontré leur potentiel a activer I'ostéoclastogenése in vivo. Cela a
été confirmé par une étude in vitro ou le milieu conditionné par les cellules MRMT-1 induit
la prolifération, la différenciation et la maturation des monocytes en culture en ostéoclastes
(Salamanna et al. 2012). Cependant, les caractéristiques qui sont normalement établies afin
de décrire les cellules mammaires telles que I'expression du récepteur a I'estrogeéne, a la
progestérone ou encore du proto-oncogéne HER2 sont encore inconnues. Des expériences
sont actuellement en cours dans le laboratoire afin de connaitre le phénotype de nos
cellules par rapport a ces 3 facteurs. Celles-ci nous permettront de mieux discuter du

potentiel migratoire et invasif de nos cellules dans I'avenir.

2. Imagerie médicale d’'un modele préclinique.

L’'imagerie apporte de l'information anatomique et fonctionnelle qui est difficile voir
impossible a obtenir sans euthanasier I'animal. Cela est particuliérement intéressant quand
le modeéle étudié progresse de fagon importante dans le temps et que des acquisitions
répétées sont nécessaires afin de suivre le développement du modéle. Nous avons cherché
a développer une approche utilisant des outils d’'imagerie sophistiqués afin de pouvoir
établir une corrélation directe entre les parameétres liés a la douleur, a la progression et au

métabolisme de la tumeur ainsi qu'au remodelage osseux.

Notre stratégie vise a combiner les techniques d’imagerie par résonance magnétique (IRM),
de tomographie d’émission par positron (TEP), et la tomodensitométrie osseuse afin

d’obtenir un portrait complet de la situation au niveau de I'os.

L’IRM permet une visualisation haute résolution des tissus mous de I'organisme en plus de
pouvoir donner, a l'aide d’agents de contraste, des informations sur la perfusion a

I'intérieur d’un organe ou d’un tissu. Il nous a ainsi été possible de suivre le développement
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de la tumeur dans le temps a partir du moment méme de son apparition. En effet, la tumeur
a été détectée aussi tot que le jour 8 chez certains animaux. D’ailleurs, nous avons été en
mesure de détecter la tumeur de fagon constante entre 3 et 5 jours avant I'apparition de la
douleur en comportement. Ce genre de constat ouvre la voie a un dépistage beaucoup plus
précoce de I'apparition de métastases osseuses chez les patients a risque ainsi qu'a un suivi
plus rapproché des patients ayant subi une intervention chirurgicale ou des séances de
radio/chimiothérapie pour un cancer primaire. L'IRM étant une technique peu invasive et
sans radiation, la disponibilité des appareils et les colits sont en fait les seuls facteurs
limitant une utilisation élargie de 'IRM en oncologie. Une détection précoce des métastases
pourrait également avoir un impact important dans la gestion de la douleur maligne. En
effet, cela pourrait permettre d’introduire un traitement plus t6t dans le développement de
la tumeur. L'utilisation de bisphosphonates de fagon préventive est déja répertoriée dans la
littérature (Coleman 2007a). Il reste a démontrer que l'introduction d’un traitement
analgésique, quel qu’il soit, au moment de la détection de la tumeur a 'IRM mais avant
I'apparition de la douleur, pourrait retarder l'apparition de celle-ci, en ralentir la
progression (et surtout peut-étre éviter son évolution vers un état chronique) et ainsi en
réduire I'impact sur la vie du patient. Dans notre modéle, un analgésique tel que la
morphine ou un agoniste neurotensinergique pourrait étre administré a partir des jours 8 a
10 afin de devancer I'apparition de la douleur. Ce type de traitement sera possiblement

évalué au laboratoire dans le futur.

L’IRM aura aussi le potentiel de détecter une modification dans le patron de croissance de
la tumeur. En effet, étant donné les possibles effets de la neurotensine sur les cellules
cancéreuses, il sera intéressant d’évaluer si, en paralléle de I'évaluation de la douleur, les
agonistes ralentissent ou accélérent la croissance tumorale. Si on se fie aux effets de la
morphine qui peut soit augmenter ou diminuer la croissance de la tumeur selon le schéma
expérimental et selon différentes études, il est évident qu’il deviendra important d’évaluer

aussi les effets des composés neurotensinergiques.

La tomographie d’émission par positrons produit des images a caractére fonctionnel et

métabolique des tissus étudiés. A l'aide du traceur le plus répandu, le 18F-
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fluorodésoxyglucose (FDG), nous avons pu visualiser la tumeur en terme de consommation
relative de glucose par les cellules. Ce paramétre est un indice important qu'un processus
néoplasique est en cours dans 'organe a I’étude. La grande sensibilité du TEP au FDG en a
fait la technique de 1¢ choix en clinique. Par contre, les tumeurs ne sont pas les seules
cellules a consommer plus de glucose. Toute blessure en réparation ou source
d’inflammation est susceptible de capter plus de FDG. Ainsi, il a été difficile, voir impossible
d’isoler seulement la tumeur sans inclure les zones correspondant seulement a de
I'inflammation dans nos régions d'intérét. Il est donc fort probable que I'inflammation
induite par la tumeur soit autant responsable de 'augmentation des parameétres observés
que la tumeur elle-méme. Pour la détection de la tumeur, ce n’est pas un probléme en soit.
Mais pour l'étude de la douleur, nous jugions utile d’avoir sous la main un traceur qui nous
permettrait de faire abstraction de cette inflammation afin d’'évaluer le métabolisme

tumoral seulement.

La méthionine marquée au carbone 11 était plus susceptible de répondre a ce besoin. En
effet, la consommation accrue en acides aminés est plus spécifique a une tumeur et est
systématiquement augmentée dans un plus grand nombre d’entres elles comparativement
au FDG. Certaines tumeurs diminuent leur consommation en glucose ce qui les rend plus
difficiles 2 détecter dans un tissu comme le cerveau (Singhal et al. 2008). Toutefois, la
méthionine s’est montrée treés efficace dans la détection d’astrocytomes en raison du faible
niveau de base dans le cerveau. L’utilit¢é d’'un tel traceur et les conditions idéales
d’acquisition des images ne sont pas connues pour une tumeur osseuse puisqu’il s’agit, a
notre connaissance, de la premiére étude utilisant la 11C-méthionine dans ce type de

tumeur.

Nous avons pu observer que I'accumulation de 11C-methionine était bien augmentée dans
la tumeur osseuse au jour 15 et au jour 18. Il semble aussi assez évident que cette méme
méthionine ne s’accumule pas ou trés peu dans le tissu environnant, incluant
I'inflammation péri-tumorale s’étendant au muscle. Mais les images ne nous permettent
pas de délimiter la tumeur avec précision. C'est que le rapport entre les niveaux de captage

dans la tumeur et le muscle n’est pas suffisamment élevé pour tracer une ligne délimitant la



189

tumeur. C’est 1a que la co-registration entre les images TEP et IRM entre en scéne. Ce
recalage nous permet de tracer la région d’intérét comprenant seulement la tumeur a
partir des images IRM avec agent de contraste. Les images IRM avec Gd-DTPA peuvent
servir de repére étant donné la grande précision de I'information anatomique fournie. Il est
donc possible d’exclure en TEP les zones qui ne font pas partie de la tumeur et ainsi

faciliter I'analyse quantitative des images TEP.

Il faut aussi dire qu’'une mise au point plutét minimale a été effectuée afin de définir les
parameétres d’acquisition des images avec les différents traceurs. Pour la méthionine,
'acquisition du volume est amorcée 15 minutes apres l'injection du traceur, ce qui a
produit les images que nous avons. Il n’est pas exclu qu'il aurait été possible d’éliminer du
bruit de fond en procédant a I'acquisition plus t6t ou encore plus tard dans I'expérience.
Les niveaux de méthionine dans le tissu sont stables aprés 2 minutes. Le temps que nous
puissions attendre apres l'injection de I'acide aminé est cependant limité par la demi-vie du
carbone 11 qui est de seulement 20,4 minutes. Aucune analyse des cinétiques d’entrée et
de sortie n'a été réalisée, ce qui aurait pu nous donner plus de renseignements sur la
distribution du traceur dans les tissus. Une telle analyse nous aurait notamment permis de
choisir le moment optimal ou le traceur est retenu dans la tumeur de fagon préférentielle

par rapport au muscle squelettique environnant.

Le bruit de fond n’a pas été un probléme significatif dans la visualisation des images
obtenues a l'aide du traceur 18F-fluorure de sodium (NaF). Le fluorure (F) étant tres
sélectif pour I'os, aucun bruit de fond n’est observé sur les images et il est facile de définir
hors de tout doute a quel endroit il y a captage du traceur. La co-registration est tout de
méme essentielle a I'interprétation des images. En effet, aucune information anatomique ne
peut étre extraite des images au NaF et il devient important de coupler la TEP a une autre
modalité ; 'IRM dans notre cas. A I'aide de la co-registration, nous avons pu observer que la
tumeur induisait un remodelage osseux important, lytique autant que sclérotique. Une
forte diminution du captage est observée ou l'os est plus attaqué, conséquence de
'accumulation des dommages lytiques subis par le fémur. Une activité blastique est ensuite

observée sur le pourtour proximal de la tumeur, ol I'os est dégradé mais posséde encore la
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capacité et les populations cellulaires lui permettant de lutter contre cette action lytique.
Ces deux types de remodelage sont probablement co-localisés au stade ol la tumeur est
confinée a une plus petite région du canal médullaire (jour 15) et ol la matrice osseuse

posséde encore un niveau d’organisation suffisant.

La question que I'on peut se poser est : comment ces modalités d'imagerie s’inscrivent-elles
dans l’évaluation d’'un modeéle de douleur cancéreuse? Nous tentons actuellement de
mettre en ceuvre une procédure qui nous aidera a révéler les effets, autres qu’analgésiques,
des médicaments actuellement utilisés en clinique ainsi que ceux encore en évaluation pré-
clinique. Par exemple, comment la morphine administrée de fagon chronique influence-t-
elle le volume de la tumeur, son métabolisme ou encore la résorption osseuse? Est-ce que
des inhibiteurs de COX-2 peuvent jouer un réle tant sur la douleur que sur I'évolution de la
tumeur ? Voila des questions auxquelles il est difficile de répondre pour I'instant malgré la

présence de certaines études ayant abordé le sujet.

A titre d’exemple, 'analgésique le plus puissant et le plus répandu, la morphine, augmente
le nombre de métastases pulmonaires chez les rats a forte dose (Simon and Arbo 1986).
Plusieurs chercheurs se sont penchés sur ces effets. La premiére hypothése soulevée
stipulait que la morphine avait un effet immunosuppresseur généralisé chez I'animal, ce qui
facilitait le développement des métastases (Yeager and Colacchio 1991). De plus, la
morphine augmente 'angiogenése, augmentant ainsi la prolifération de certaines tumeurs
(Gupta et al. 2002) via la transactivation du récepteur VEGF (Gach et al. 2011). Dans les
métastases osseuses, la morphine accélére aussi la dégradation osseuse en activant les
ostéoclastes de maniére indirecte (King et al. 2007). Par contre, des données
contradictoires existent sur ces phénomeénes alors que dans un modeéle de mélanome
métastatique, le groupe de Sasamura a observé une diminution de la croissance tumorale et
des métastases suite a 'administration chronique de morphine (Sasamura et al. 2002). Le
phénoméne d’angiogenése a été diminué et la tumeur réduite par une relache continue

sous-cutanée chez la souris (Koodie, Ramakrishnan, and Roy 2010).
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Etant donné qu’a la lumiére des données existantes, il est difficile de prévoir les effets d’un
traitement aussi bien connu que la morphine sur la tumeur osseuse, il devient encore plus
important de faire un suivi serré de cette composante de la maladie a I’'aide de techniques

minimalement invasives comme 'imagerie anatomique et moléculaire.

3. Une nouvelle approche comportementale pour évaluer la douleur spontanée.

La douleur incidente, évoquée par un stimulus extérieur le plus souvent mécanique ou
thermique, est la dimension de la douleur la plus étudiée et ce, dans une grande variété de
modeles. En effet, la mesure d’un seuil de retrait en réponse a I'application de ce stimulus
représente pour les chercheurs la principale (souvent la seule) approche afin d’évaluer le
niveau de douleur de I'animal. Or, cette douleur évoquée ne représente en fait qu'une
infime minorité de la douleur ressentie par les patients atteints de métastases osseuses
(Mercadante and Fulfaro 2007; Mercadante et al. 2002). Les patients cancéreux ressentent
plutét des douleurs lorsqu'’ils utilisent le membre affecté dans leurs activités quotidiennes
telles que la marche, ou une simple application de poids. La communauté scientifique est
d’avis que le faible taux de commercialisation des composés testés en préclinique pour le
traitement de la douleur est en partie dii a I'inefficacité des modéles ainsi qu’aux moyens

inadéquats utilisés dans I'évaluation des traitements potentiels (Mogil 2009).

Nous avons récemment intégré la distribution pondérale dynamique a notre arsenal
comportemental afin de se rapprocher d’une évaluation de la douleur réellement ressentie
par I'animal (Tétreault et al. 2011). Cet appareil mesure la répartition du poids de ’'animal
sur ces points d’appui (les 4 membres ou autres). Dans un contexte de douleur unilatérale,
I'animal adopte un comportement d’évitement en diminuant la charge sur le membre
affecté. Ce comportement naturel de I'animal, en absence de stimulus extérieur, est un

indicateur d’un inconfort qui devrait étre renversé par un analgésique efficace.

Dans le but de vérifier cette affirmation, nous avons analysé les effets de différentes
drogues disponibles sur le marché pour le traitement de la douleur chronique. Dans un

premier temps, nous avons utilisé la morphine puisque cet opioide représente encore
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aujourd’hui I'étalon d’'or en douleur cancéreuse. L’évaluation de la morphine dans un
modéle animal de cancer osseux pose cependant probléme puisqu’il a déja été démontré
que des doses jusqu’a 10 fois plus élevées pouvaient étre nécessaires afin de renverser
significativement cette douleur (Luger et al. 2002; Saito, Aoce, and Yamamoto 2005;
Mouedden and Meert 2007a). Effectivement, la morphine n'a pas démontré d’effet
analgésique significatif. Cela est en accord avec d’autres études ayant utilisé la méme dose
(3 mg/kg) et qui n'avait pas enregistré d'effet anti-allodynique chez la souris (Luger et al.
2002). En plus de la sévérité et du caractére complexe de la douleur cancéreuse,
I’hypothése d’une diminution de I'expression des récepteurs p-opioides dans les ganglions
de la racine dorsale pourrait expliquer l'inefficacité de ce composé, pourtant trés efficace
dans plusieurs syndromes douloureux chroniques (J. Yamamoto et al. 2008). Pourtant,
d’autres études chez le rat ont montré un effet analgésique de la morphine dans un modéle
similaire (Urch et al. 2005). Les modalités utilisées pour mesurer cet effet étaient
cependant assez différentes et il est difficile de tirer des comparaisons avec nos résultats.
De plus, les tests étaient réalisés entre les jours 11 et 15, soit plus précocement que dans
notre étude. Il est aussi a noter que les protocoles d’'administration varient beaucoup dans
la littérature, passant d'une administration ponctuelle a une infusion continue en passant

par des injections répétées.

Des traitements plus éprouvés en clinique mais moins dans les modéles animaux ont été
testés afin de trouver un analgésique qui saurait renverser les modifications de distribution
pondérale dans notre modéle. L'antidépresseur tricyclique amytriptilline n’a pas eu non
plus d’effet sur la douleur cancéreuse. A dose élevée, ce médicament utilisé fréquemment
en douleur neuropathique diminue le temps pendant lequel la souris garde sa patte
surélevée (lifting) dans une étude par Mouedden et Meert (Mouedden and Meert 2007a).
Par contre, de telles doses ont été abandonnées dans notre modeéle car les effets
secondaires de sédation et d’inhibition de Il'activité locomotrice ont été jugés trop
important. D’ailleurs, aucune mention de tels effets n’a été retrouvée dans cette étude, ce
qui laisse supposer que ces effets secondaires étaient présents mais ont été ignorés. De

notre c6té nous avons estimé que ces effets indésirables diminuaient de fagon importante
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la fiabilité du test d’allodynie mécanique et que le traitement ne pouvait étre

convenablement évalué. Des résultats trés similaires ont été obtenus avec le tramadol.

I apparait donc qu'il est plutét difficile de démasquer I'effet analgésique des traitements
actuels a l'aide du test de distribution pondérale dynamique. Cela peut étre di aux
propriétés méme de I'appareil (seuil de détection, résolution spatiale et temporelle) mais
aussi a notre méthode d’analyse. En effet, cet appareil est relativement nouveau et nous
avons participé de fagon tres active a son développement avec le manufacturier. Ainsi, nous
sommes constamment en train d’améliorer et de raffiner nos méthodes d’analyse. Les
données présentées dans les figures 14 a 16 sont montrées a titre préliminaire puisqu’il est
possible de chercher d’autres maniéres de présenter les données qui mettent en évidence
des différences insoupgonnées jusqu’alors. Les données seront donc ré-analysées dans un
futur rapproché afin de prendre en considération le temps d’utilisation, les pourcentages

moyens de retour vers les valeurs contréles, la compensation vers les pattes avant, etc.

Il est a noter qu’aucun test d’hyperalgésie thermique n’est montré dans cette thése, mais
que ce n’est pas faute d’avoir testé cette modalité chez nos animaux. En effet, il n’a pas été
possible de mettre en évidence une différence entre le seuil de retrait a la chaleur des
animaux cancéreux et celui des animaux sham. Cela est en accord avec la littérature car
I’hyperalgésie thermique, malgré son utilisation courante dans les études sur d'autres types
de douleur, est un phénoméne trés marginal en douleur cancéreuse. Seul un groupe de
recherche a été en mesure de démontrer une hyperalgésie thermique chez le rat (Zhang et
al. 2005 ; Zhang et Lao 2012). Certaines caractéristiques propres a ce modéle telle que la
souche cellulaire utilisée (cellules prostatiques AT3.1) pourraient expliquer cette
différence. Il n’en demeure pas moins que I’hyperalgésie thermique n’est que trés peu
documentée en douleur cancéreuse. Il s’agit la d'un autre aspect qui fait que la douleur

cancéreuse se démarque des autres types de douleur, du moins chez les rongeurs.

4. Les analogues de la neurotensine pour le traitement de la douleur cancéreuse.
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Les agonistes neurotensinergiques que nous avons utilisés pour effectuer nos tests en
douleur cancéreuse ont soigneusement été sélectionnés a la lumiére des résultats obtenus
en douleurs aigué, tonique ou encore chronique (Sarret et al. 2005; Roussy et al. 2008;
Roussy et al. 2009); Données non-publiées). Les composés les plus efficaces au test du
retrait de la queue et au test a la formaline ont donc été injectés par voie intrathécale chez
nos rats cancéreux. Certains de ces agonistes n’ont pas donné les résultats escomptés en
douleur cancéreuse. En effet, ni le NT69L, ni le JMV-2007 n’ont renversé l’allodynie
mécanique ou les modifications de la distribution pondérale dans notre modéle. Ces
résultats sont tout de méme surprenants puisque nous avions de bonnes raisons de croire
que le NT69L donnerait de bons résultats. En plus de la validation que nous avons effectué
a l'interne pour s’assurer de la dose a utiliser et de I’effet dans d’autres modéles, le groupe
de recherche qui a synthétisé cet agoniste avait démontré l'effet de cet agoniste dans
plusieurs autres modéles chez la souris (Tyler-McMahon et al. 2000; Boules et al. 2009; K.
E. Smith et al. 2012). De plus, cet agoniste pseudo-peptidergique est un de ceux ayant servi
a démontrer le potentiel du systeme neurotensinergique pour le soulagement de la douleur
chronique neuropathique (Guillemette et al. 2012). Il est probable que les différences entre
la douleur cancéreuse et les autres types de douleur chronique soient a l'origine de
I'inefficacité du NT69L dans notre modeéle. La douleur cancéreuse comporte des
composantes inflammatoires et neuropathiques, mais n’est pas une somme ni une
combinaison de ces deux états (Honore and Mantyh 2000). Nous avons donc appris a nos
dépends qu’un composé ayant des effets analgésiques dans un modéle inflammatoire
(formaline) et dans un modéle neuropathique, pourrait bien perdre cet effet en présence
d’une métastase osseuse. Le choix de la dose (voir aussi le site d’'injection, le mode
d’administration (continue, répétée..) est aussi un parameétre qui pourrait poser probléme.
En effet, la dose de NT69L utilisée induisait des effets secondaires non-négligeables
susceptibles d'influencer la nociception tels que 'hypothermie et une certaine forme de
sédation. Le groupe de Richelson et collégues s’avoue d’ailleurs incapable de dissocier
I'effet anti-nociceptif du NT69L de son effet hypothermique. Lorsque pour une raison ou
pour une autre, I'effet hypothermique était absent, I'analgésie était elle aussi perdue (K. E.
Smith et al. 2012). Nous avons donc été forcés de nous limiter a une dose de S ug/kg afin de

réduire ces effets secondaires alors qu’il aurait probablement fallu Yaugmenter pour en
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arriver a un effet analgésique intéressant en douleur cancéreuse. Le NT69L pourrait par
contre représenter une avenue intéressante s’il est utilisé en combinaison avec d’autres
analgésiques. En effet, une récente étude a déterminé que le NT69L et la morphine
produisaient un effet synergique en douleur aigué (Boules et al. 2009). Une dose réduite de

NT69L en partenariat avec une faible dose d’opioide est donc envisageable.

Le JMV-2007 est un agoniste non-sélectif des récepteurs neurotensinergiques liant les deux
récepteurs avec une affinité picomolaire. Ce composé s’annongait prometteur puisqu’une
injection dans la médulla rostro-ventrale inhibe complétement la douleur produite par une
injection intra-plantaire de formaline (Lafrance M., données non-publiées). Cependant,
aucun effet analgésique n’a été observé dans notre modéle. Ce résultat est plutét étonnant
puisqu’on aurait pu s’attendre a ce qu'un agoniste ayant une aussi forte affinité pour NTS1
et NTS2 aurait été trés efficace. L’explication de ce résultat réside probablement dans le

concept d’agoniste biaisé, qui sera discuté plus loin.

Deux autres agonistes ont été testés dans notre modéle. Le premier est un agoniste
spécifique pour le récepteur NTS2. Le JMV-431 a déja fait ses preuves en douleur aigué
(Sarret et al. 2005; Doré-Savard et al. 2008) et tonique (Roussy et al. 2009). Cet agoniste a
également renversé efficacement I'allodynie mécanique au jour 14 dans notre modéle a la
dose la plus élevée. Le portrait est semblable pour la distribution pondérale dynamique. En
effet, les changements de posture sont renversés au stade plus précoce du développement

de la douleur alors que ceux-ci semblent irréversibles aux jours tardifs.

De son c6té, le JMV-2009 est un agoniste non-sélectif un peu « moins éprouvé » dans notre
laboratoire. Nous menons présentement des études simultanées dans plusieurs modéles de
douleur chronique et les résultats convergent vers un effet analgésique intéressant.
D’abord, il est a noter que le JMV-2009 ne présente pas les effets secondaires des autres
agonistes liant le récepteur NTS1 tels que la NT, le NT69L ou encore le PD149163 (agoniste
sélectif NTS1, voir (Roussy et al. 2008; Guillemette et al. 2012)). Il est donc possible
d’augmenter la dose d’agoniste administrée de fagon importante sans avoir a surveiller ses

effets indésirables. Il est aussi particuliérement intéressant de constater son puissant effet
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anti-allodynique au jour 14 post-implantation et au jour 18 (stade tardif). Par contre, aucun
effet analgésique n'est observé au DWB. Le JMV-431 et le JMV-2009 sont donc des
composés ayant un potentiel intéressant pour le soulagement de la douleur cancéreuse.
Par contre, le NT69L et le JMV-2007, deux agonistes non-sélectifs ayant une affinité élevée
pour NTS1 et NTS2, ne démontrent pas d’efficacité dans notre modéle de douleur

cancéreuse.

Le fait le plus surprenant a propos de ces résultats est la différence trés marquée entre les
effets d’agonistes ayant en apparence des propriétés similaires. Le principal facteur
pouvant expliquer ces différences est que ces peptides présentent une sélectivité
fonctionnelle. La sélectivité fonctionnelle, ou agonisme biaisé, est la capacité d’un ligand de
déclencher certains types de signaux transductionnels dans la cellule plutét que d’autres ;
de favoriser certaines voies de signalisation. De tels mécanismes ont été démontrés dans
plusieurs systémes a récepteurs couplés aux protéines G tels que le systéme cannabinoide
(Bosier et al. 2010) et le récepteur a ’hormone parathyroide (Gesty-Palmer and Luttrell
2011). Dans le cas de ce dernier, il est maintenant bien connu que les différents ligands
dirigés contre le récepteur PTH1R peuvent recruter des protéines G différentes et interagir

différemment avec les B-Arrestine 1/2 (revue dans (Gesty-Palmer and Luttrell 2011)).

Un tel concept pourrait étre aisément reproduit dans le systéme neurotensinergique. En
effet, la liaison au récepteur NTS1 peut déclencher plusieurs voies de signalisation via les
différentes protéines G ainsi que la voie -Arrestine. Par contre, alors que la neurotensine
agit comme plein agoniste, son analogue ESAI favorise I'interaction avec Gi et Gs plutét que
Gq (Pelaprat 2006). Ainsi, cet agoniste provoque une production trés faible d’inositol
triphosphate par rapport a la NT ou au JMV-449, un autre agoniste NTS1. Il est par contre
parfaitement capable d’'activer les voies de ’AMP cyclique et de 'acide arachidonique. Ces
profiles de sélectivité fonctionnelle ne sont pas connus pour les agonistes que nous avons
utilisés dans notre étude et il est bien possible que le JMV-2007 et le NT69L n’activent pas
(ou pas suffisamment) les voies liées au soulagement de la douleur cancéreuse alors que le
JMV-2009 puisse activer ses voies. A opposé, il semblerait que le JMV-2009 n’activent pas

la production des seconds messagers responsables de certains effets secondaires de la NT
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tels que 'hypothermie. La possibilité d’exploiter ce genre de sélectivité fonctionnelle
souléverait beaucoup d’intérét puisque les « bons agonistes » pourraient étre utilisés a
dose élevée sans que l'on ait a craindre les effets secondaires indésirables.
Malheureusement, la spécificité de l'action des différentes voies de signalisation
intracellulaire n’est pas du tout connue pour les récepteurs de la NT. Il est aussi peu
probable que la fonction des différentes voies soit compartimentée tel qu’on aimerait le

voir dans un modeéle idéal.

5. Le systéme neurotensinergique et les cancers métastatiques.

Une des principales raisons pour laquelle nous voulions étre en mesure de faire un suivi
rapproché de notre modéle en imagerie médicale est que nous voulions étre en mesure de
détecter tout effet qu’auraient pu avoir nos traitements sur la tumeur ou I'environnement
osseux. Cela risque d’étre particuliéerement important dans le cas d'un traitement
systémique visant le systéme neurotensinergique. En effet, La neurotensine joue un roéle
dans la croissance des tissus néoplasiques au niveau de l'intestin, du colon, du sein, du
pancréas et de la prostate (Evers 2006; Carraway and Plona 2006). Le récepteur NTS1 est
présent dans de nombreuses lignées mammaires cancéreuses mais pas dans les cellules
épithéliales mammaires normales (Somai et al. 2002). La NT inhiberait l'apoptose et
augmenterait la prolifération des cellules humaines MCF-7 via la production de Bcl-2. Ainsi,
la présence de NTS1 dans les cellules cancéreuses est maintenant considérée comme un
facteur aggravant, marqueur d’'un grade élevé (Dupouy et al. 2011). Il sera donc d'une
importance capitale de surveiller attentivement la progression du cancer lorsque nous
aurons en main des traitements pouvant étre administrés par voie systémique. Nous ne
voulons surtout pas aggraver la maladie en traitant la douleur. Les agonistes du récepteur
NTS2 sont moins susceptibles d'induire des effets non-désirés sur la tumeur mais son réle
potentiel en cancer demeure méconnu. Un suivi adéquat sera tout aussi indiqué lorsque

nous effectuerons des études avec ces composés.
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6. La neurotensine dans I'imagerie médicale diagnostique

Le patron d’expression de la NT dans certains tissus néoplasiques ouvre une porte a
I'utilisation d’analogues radio-marqués pour la détection de certains cancers (Fani, Maecke,
and Okarvi 2012). Un premier peptide marqué a I'iIndium-111 a permis de constater que ce
traceur s’accumulait de maniére préférentielle dans une tumeur de type colorectale sur une
période de 24 heures (de Visser et al. 2003). Un peptide marqué au technétium-99 a aussi
permis d’'imager une tumeur de type colorectale implantée chez la souris (Maina et al.
2007; Garcia-Garayoa et al. 2009). Le foie et I'intestin causaient beaucoup de captage non-
spécifique mais l'intensité du captage était trés importante. La possibilité de coupler le
peptide avec un isotope du rhénium (188-Re) a des fins thérapeutiques a aussi été abordée
dans cette étude. Les premiers résultats montrent une diminution de 50% de la croissance
de la tumeur. Les études se poursuivent afin de valider cette approche chez I'animal. Pour
I'instant, aucune preuve de concept de ce genre n’a été réalisée dans des cas de tumeurs
mammaires, mais il est évident que le role de la NT dans des métastases osseuses suite a un
cancer mammaire ne se limitera pas seulement au traitement de la douleur. Etant donné
I'approche d’'imagerie médicale que nous avons développée dans notre modéle, un outil tel
qu’'un analogue neurotensinergique imageable pour la détection et voir méme le traitement

de la tumeur serait hautement pertinent.

7. Perspectives

L’élaboration d’'un nouveau modéle animal demande une caractérisation détaillée. C'est
principalement ce qui a été réalisé dans ce projet. Maintenant, il est temps de valider les
options thérapeutiques sur lesquelles nous travaillons dans le laboratoire. En premier lieu,
deux agonistes neurotensinergiques ont donné des effets analgésiques intéressants. Le
JMV-431 et le J]MV-2009 seront donc les principaux composés qui seront utilisés dans
I'avenir en attendant des analogues disponibles par voie systémique plus puissants et
favorisant la voie analgésique (quelle qu’elle soit) par rapport aux voies associées aux
effets secondaires. L'administration intrathécale ponctuelle a donné certains résultats,

mais il est fort possible qu'une séquence d’administration différente nous permettra
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d’atteindre de meilleurs résultats. Une infusion continue intrathécale risque de non
seulement soulager la douleur cancéreuse dans l'immédiat, mais aussi de ralentir son

évolution.

L’expression de la NT et de ces récepteurs dans le systéme nerveux a été caractérisée de
fagon détaillée dans la littérature (Sarret et Beaudet 2003). Par contre, les changements au
niveau de cette expression en conditions de douleur chronique ne sont pas connus. Des
études sont actuellement en cours dans notre laboratoire afin de mieux comprendre les
variations dans les niveaux d’expression de la NT et de ces récepteurs dans la moelle
épiniére et les ganglions de la racine dorsale. Il sera aussi important d'examiner les
variations d’expression protéique dans «ces tissus a laide d’'expérience
d’immunohistochimie. 11 nous sera alors possible de mieux comprendre les effets de nos

traitements et de possiblement ajuster notre stratégie.

La procédure d'imagerie IRM/TEP que nous avons mise au point est toujours en
développement. Au moment d’écrire ces lignes, le choix du traceur que nous allons utilisé
n’est toujours pas définitif et il est bien possible que nous ne soyons pas au fait de toute les
informations que ces images nous fournissent. Nous prévoyons de faire une analyse plus
poussée des images que nous avons afin de bien définir les paramétres que nous choisirons
pour le suivi de traitement. Par la suite, nous allons valider cette approche de suivi par
imagerie en administrant aux animaux des composés déja éprouvés comme ayant un effet
visible sur ces parameétres. Des études seront amorcées sous peu en utilisant le
zoledronate. Nous serons alors fixés sur la capacité de la co-registration IRM/TEP de
détecter des différences chez les animaux traités et quel sera le traceur le plus approprié en
TEP. Il est d’ailleurs probable que le meilleur traceur sera dicté par la drogue utilisée. Le
zoledronate est susceptible de modifier de maniére importante le captage du 18F-NaF alors
qu'un agent chimiothérapique (le paclitaxel par exemple) provoquera plus probablement

des changements dans le captage de la 11C-méthionine ou du 18F-FDG.

Comme c’est présentement le cas en clinique pour les médicaments anti-douleur, il est

lutét improbable qu’un traitement basé uniquement sur la neurotensine soit en mesure
q
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de traiter adéquatement la douleur cancéreuse et ce, chez tous les patients. Les voies
neurotensinergiques et opioides semblent intimement liées. En effet, I'efficacité d’'un
agoniste NTS2 est modifiée s’il y a eu administration répétée de morphine au préalable
(Bredeloux, Costentin, and Dubuc 2006). Par contre, des effets synergiques on été observés
lors de la co-administration de morphine et du NT69L dans le test de la plaque chaude. De
la méme maniére, cette synergie a été observée entre le NT79 (un agoniste sélectif pour le
récepteur NTS2) et la morphine en douleur viscérale et au test a la formaline (Boules et al.
2009; Boules et al. 2011). Finalement, il semble exister un lien entre l’analgésie
opioidergique et le récepteur NTS1, puisque lorsque celui-ci est absent chez des souris
invalidées, la morphine perd une partie importante de son effet analgésique en douleur
tonique (Roussy et al. 2010). Il serait donc hautement pertinent de combiner une
administration de différents agonistes neurotensinergiques avec de faibles doses de
morphine. Nous espérons ainsi retrouver un effet analgésique important tout en
demeurant a des doses qui permettent d’éviter les effets secondaires des deux types de

drogues.



Conclusion

Améliorer la pertinence des modéles animaux pourrait étre la clé pour la découverte de
nouveaux traitements en douleur chronique et en oncologie. Aussi, une diversification des
modeéles est nécessaire afin de mettre en scéne une grande variété de conditions
pathologiques. Notre nouveau modele de cancer des os répond a ce besoin non seulement
de par sa nature (site d’injection, modéle cellulaire), mais aussi de l'étendu de la
caractérisation effectuée. En plus des méthodes d’histopathologie et de comportement
standard, nous avons appliqué une batterie de tests d’imagerie médicale qui nous
permettra de scruter la maladie dans tous ses aspects. Nous avons également intégré des
outils comportementaux qui appartiennent a la nouvelle génération, qui fait abstraction de
la douleur induite par un stimulus extérieur. De cette fagon, nous espérons étre en mesure
de mettre en évidence des approches thérapeutiques nouvelles qui seront aisément
transférées au domaine clinique et ce, pour le meilleur bénéfice des patients atteints de

cancer métastatique.
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