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Résumé

La polyarthrite rhumatoide (PR) représente le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires
chroniques. En plus d’une atteinte ostéo-articulaire responsable de I’invalidité fonctionnelle, la PR est
associée a une surmortalité d’origine cardiovasculaire (CV). Les données récentes de la littérature
identifient la dysfonction endothéliale (DE) comme la pierre angulaire du processus athéromateux et
des complications CV au cours de la PR. Cependant, la physiopathologic et les possibilités
thérapeutiques de cette DE sont mal connues. L’objectif de mon travail a été¢ d’étudier la cinétique de
la DE au cours de la PR, la différence de sa survenue entre les lits macrovasculaire et microvasculaire,
le lien entre la DE et des marqueurs circulants d’inflammation ou d’activation endothéliale, et I’impact
de I’Etanercept, un anti-TNFa utilis¢é comme traitement de fond de la PR, sur la DE. Les expériences
ont été réalisées sur le modele d’Arthrite Induite a 1’Adjuvant (AIA) chez le rat Lewis, la fonction
endothéliale étant étudiée sur des anneaux aortiques isolés (macrocirculation) ou des arteres
mésentériques isolées (microcirculation).

Dans la premiére étude, nous avons montré que la DE microvasculaire est d’apparition plus
précoce que la DE macrovasculaire (premiers symptomes d’arthrite versus inflammation maximale), et
plus durable. Les taux circulants de CRP, ICAM-1 et VCAM-1 ne peuvent pas étre utilisés comme
marqueurs de DE dans I’arthrite.

Dans la deuxiéme étude, nos résultats ont montré que, malgré I’absence de DE aortique au stade
précoce de I’arthrite (premiers symptomes d’arthrite), les anomalies endothéliales sont déja présentes
mais initialement compensées par une augmentation de D’activit¢ de la NOS. Nous avons identifié
I’IL-1B, le TNF-a et le MIP-1a plasmatiques comme des marqueurs circulants potentiels de la DE
macrovasculaire dans la PR.

Notre troisieme étude a démontré la capacité d’un traitement curatif par Etanercept : un anti TNF-
o, a améliorer la fonction endothéliale dans le modele AIA, indépendamment de son impact sur les
facteurs traditionnels de risque CV et sur la sévérité de la maladie.

En conclusion, nos travaux ont permis de mieux comprendre la DE en cas d’arthrite, et ont apporté
des ¢éléments qui ouvrent des perspectives diagnostiques et thérapeutiques pour une meilleure prise en
charge du risque CV du patient PR.

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common systemic autoimmune disease which is associated
with excessive cardiovascular (CV) mortality and morbidity. Endothelial dysfunction (ED) has been
identified as a key element in the development of atherosclerosis and CV complications in RA.
However, both pathophysiology and therapeutic options of ED are still ill-defined. In this work we
aimed to determine the time-course of ED in RA, the differences of ED between macro- and
microvasculature, the link between ED and circulating markers of inflammation or endothelial
activation, and the effect of an anti-TNFa agent, Etanercept, for reversing ED. Experiments have been
conducted on the model of adjuvant-induced arthritis (AIA) in Lewis rats. Endothelial function was
assessed in isolated aortic rings (macrovasculature) and in isolated mesenteric arteries
(microvasculature).

In a first study, we showed that ED occurred earlier in microvascular bed (first symptoms of
arthritis) than in macrovascular bed (at maximal inflammation), and is more sustainable. Circulating
levels of CRP, ICAM-1 and VCAM-1 cannot be used as markers of ED in arthritis.

In a second study, we characterized the mechanisms involved in ED in AIA rats. Our results
showed that despite the absence of aortic ED in the early stage of arthritis (first symptoms of arthritis),
endothelial abnormalities are already present but initially compensated by an increase in NOS activity.
We identified plasma levels of IL-1B, TNF-a and MIP-1a as potential circulating markers of
macrovascular ED in RA.

Our third study demonstrated the ability of a curative treatment with Etanercept, an anti-TNFa, to
improve endothelial function in the AIA model, regardless its impact on traditional CV risk factors
and on the severity of the disease.

In conclusion, our results led to improve the understanding of ED in case of arthritis. They provide
diagnostic and therapeutic perspectives to enhance the management of CV risk in RA patients.
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Introduction générale

La polyarthrite rhumatoide (PR) représente le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires
chroniques et la plus fréquente des maladies auto-immunes. Outre les atteintes articulaires
responsables de I’invalidité fonctionnelle, la PR se caractérise par une incidence ¢levée de maladies
cardiovasculaires (CV) responsables d’une réduction de I’espérance de vie d’environ 5 a 10 ans par
rapport a la population générale. Depuis 2010, la Société Européenne de Rhumatologie (EULAR) a
reconnu la PR comme un facteur indépendant de risque CV, et a édité les premiéres recommandations
concernant le diagnostic et la prise en charge du risque CV. Cependant, cette prise de conscience de la
communauté rhumatologique a permis de constater le manque de données scientifiques de haut niveau
de preuve dans ce domaine tant cliniques qu’expérimentales. La prise de conscience a également mis
en évidence le besoin d’intensifier les recherches visant a comprendre et a enrayer les mécanismes

impliqués dans les complications CV de la PR.

Les études cliniques ont identifié chez le patient arthritique 1’existence d’une dysfonction
endothéliale (DE) a 1’étage macrovasculaire (vaisseaux de conductance), qui constitue le primum
movens du processus d’athérogénése. Cependant, il n’est pas exclu que la DE macrovasculaire
s’accompagne d’une DE a I’étage microvasculaire (vaisseaux de résistance) qui pourrait quant a elle
étre impliquée dans le développement de dysfonctions cardiaques ou rénales, et pourrait constituer un
marqueur plus précoce des atteintes cardiovasculaires que la DE macrovasculaire. Méme si ces
données font de la DE la cible de stratégies médicamenteuses pour réduire le risque CV du patient
arthritique, certains points essentiels sont a élucider avant d’envisager des thérapeutiques adaptées
notamment le moment d’apparition de la DE et son évolution au cours de la maladie, le lien entre la
DE et les poussées inflammatoires, les mécanismes biochimiques sous-jacents. Par ailleurs, alors que
I’arsenal thérapeutique pour le traitement de fond de la PR s’est largement étoffé dans les 15 dernicres
années avec l’avénement des biothérapies, permettant ainsi une amélioration considérable des

symptomes articulaires, ’effet de ces traitements sur la fonction vasculaire est encore trés mal connu.

Ce travail de thése a eu pour objectifs d’étudier ces différents aspects physiopathologiques et
pharmacologiques sur le mod¢le d’arthrite induite a adjuvant (AIA) chez le rat Lewis. Les travaux
antérieurs du Laboratoire ont permis d’identifier sur ce modéle ’existence d’une DE au niveau
aortique lors de la phase inflammatoire aigué. Les expériences conduites dans le cadre de cette these
ont vis¢ a caractériser la cinétique de la DE a I’étage micro et macrovasculaire aux différents stades de
I’arthrite, a identifier des ¢éléments physiopathologiques permettant de comprendre les mécanismes qui
sous-tendent le développement de la DE et a étudier I’'impact d’un anti-TNFa, 1’étanercept, sur la DE.
Les résultats obtenus pourraient permettre d’améliorer la prise en charge CV du patient arthritique,

tant sur le plan diagnostique que pharmacologique.
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CHAPITRE I. LA POLYARTHRITE RHUMATOIDE

1.1 Epidémiologie et étiologie de la polyarthrite rhumatoide

L’existence de la polyarthrite rhumatoide (PR) remonterait a trés longtemps. Des textes anciens
d’Hippocrate décriraient déja des signes articulaires semblables a celles de la PR. Les premicres
déclarations en Europe seraient apparues au début du 17°™ siécle. Sur un autoportrait familial
aujourd’hui exposé au musée Prado de Madrid, le peintre flamand Jacobs Jordaens [1593-1678] peint
la main de sa femme avec des déformations proches de celles de la PR. Le médecin anglais Thomas

Sydenham [1624-1689] lui aussi publia un rapport de cas en 1676 '

En France, Augustin-Jacob Landré-Beauvais [1772-1840], en 1800, la décrit dans sa thése de docteur
en médecine, elle était appelée alors « goutte asthénique primitive », car a cette époque toute
articulation inflammatoire était dénommeée « goutte ». Jean-Martin Charcot [1825-1893] s’y intéressa
dans sa thése en 1853 et la fit entrer dans les « Rhumatismes inflammatoires chroniques ». Il faudra
attendre 1931, pour que trois jeunes rhumatologues frangais Florent Coste, Jacques Forestier et Jean
Lacapeére, définissent une nouvelle entité « la polyarthrite chronique évolutive ». Cette appellation sera

conservée jusque dans les années 1960 ou le nom de « Polyarthrite Rhumatoide » apparait *.

Aujourd’hui, la PR représente le plus fréquent et le plus sévére des rhumatismes inflammatoires
chroniques avec une prévalence estimée entre 0,3 a 1% de la population générale adulte. L’dge moyen
de début est de 50 ans. Elle est classée parmi les maladies auto-immunes en raison de nombreux
signes d’auto-réactivité, tels la présence d’autoanticorps rapportée dans 70 a 90% des cas. Elle
entraine une destruction articulaire progressive et des répercussions fonctionnelles, psychologiques,
sociales et professionnelles parfois graves pour le patient. Il s’agit aussi d’une maladie systémique

puisqu’elle occasionne des manifestations extra-articulaires délétéres °.

Plusieurs facteurs participent au déclenchement de la maladie notamment un terrain génétique
prédisposé, des facteurs hormonaux et environnementaux. En effet, I’association de la PR au
polymorphisme des molécules HLA a été identifiée et il existe aussi des cas familiaux. De plus, cette
maladie prédomine chez la femme et survient majoritairement en période périménopausique. Cette
contribution hormonale se traduit également par une rémission quasi constante pendant la grossesse, et
souvent par une poussée au décours de I’accouchement. Le tabagisme reste un facteur
environnemental important. Ainsi, ces facteurs activent une réponse immunitaire innée et acquise
incontrdlée a Dorigine dun syndrome inflammatoire, d’une atteinte articulaire (érosions,
déformations, voire destructions) et des manifestations extra-articulaires. L’évolution de la PR se
caractérise par des poussées, qui en I’absence de prise en charge, peuvent entrainer un handicap

majeur. Les causes de mortalité dans la PR sont essentiellement d’origine CV ou infectieuse *.



1.2 Physiopathologie >’

Bien que I’¢étiologie exacte de la maladie reste inconnue, les connaissances de la pathogénie de la PR

8 L’inflammation de la

ont progress¢ de maniére importante au cours de ces derniéres années
membrane synoviale constitue la 1ésion ¢élémentaire a I’origine de la destruction articulaire. Elle est
liée a des anomalies de I’'immunité a médiation cellulaire, avec activation des lymphocytes T et
s’installe suivant plusieurs phases trés intriquées : initiation, recrutement et inflammation, destruction
articulaire (Figure 1). Pour une meilleure présentation, chaque phase est détaillée individuellement et

de maniére schématique ci-dessous.

1.2.1 Phase d’initiation

La membrane synoviale normale est constituée d’un tissu conjonctif lache avec une monocouche
bordante de synoviocytes pouvant étre de type fibroblastique (réle nourricier du cartilage) ou
macrophagique (r6le phagocytaire). Le premier événement a I’origine de la synovite serait une réponse
inflammatoire « non spécifique » a un stimulus encore non identifié. Les cellules dendritiques, les
monocytes/macrophages, les polynucléaires neutrophiles, les mastocytes sont attirés dans la membrane
synoviale par des chimiokines telles que le monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), le
macrophage inflammatory protein-1 (MIP-1), le CCL-5 (RANTES) et I’interleukine-8 (IL-8). Cette
accumulation cellulaire aboutit a une production de cytokines pro-inflammatoires comme
I’interleukine-1 (IL-1), le Tumor Necrosis Factor o (TNF-a) et I’interleukine-6 (IL-6). Les peptides
antigéniques qui déclencheraient spécifiquement la PR demeurent inconnus. On tend actuellement a
incriminer des autoantigénes situés dans ’articulation (collagéne de type II, protéoglycanes, protéines

de la matrice) ainsi que des peptides d’origine exogene, issus de bactéries ou de virus.

1.2.2 Phase de recrutement et inflammation

Au niveau synovial, les cellules présentatrices d’antigénes (CPA ou APC en anglais) interagissent in
situ avec les lymphocytes T en leur présentant des peptides antigéniques associés aux molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité. La réaction lymphocytaire CD4+ induit une réponse
immunitaire de type Thl a forte production d’interféron gamma (IFNy), d’interleukine-2 (IL-2) ou
d’interleukine-17 (IL-17) et active les lymphocytes B en plasmocytes. Les lymphocytes B participent
ainsi a la présentation antigénique, a I’interactivation des lymphocytes T, a la production d’auto-
anticorps comme le facteur rhumatoide (FR) et les anticorps anti-protéines citrullinées (ACPA); et a

la production de cytokines inflammatoires.
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Figure 1. Schéma général récapitulatif de la physiopathologie de la PR. Figure issue du cours de
Bernard Combe « De ['immunopathologie aux traitements de la polyarthrite rhumatoide », Immuno-

Rhumatologie, Hopital Lapeyronie, CHU de Montpellier - Université Montpellier I, janvier 2008 ° .

Role des cytokines :

11 existe dans I’articulation rhumatoide un déséquilibre entre les cytokines a action pro inflammatoire,
tels que le TNFa, I'IL-1B, IL-17 et I’IL-6, présentes en exces, et les cytokines a action anti-
inflammatoire représentées par 1’'IL-10, I'IL-4, I'IL-13, les récepteurs solubles du TNFa et
I’antagoniste du récepteur de I’interleukine 1 (IL-1RA), qui sont présents en quantité insuffisante et ne
peuvent bloquer I’action des premiéres. Ces cytokines et leurs récepteurs constituent des cibles
thérapeutiques importantes. Des cytokines favorisant 1’angiogenése, la prolifération et 1’adhésion
cellulaire sont également présentes dans la membrane synoviale comme le Transforming Growth
Factor B, le Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), le Platelet-Derived Growth Factor, le
Fibroblast Growth Factors 1 and 2 (FGF-1 et 2), le vascular cell adhesion molecule (VCAM) et les

Sélectines .



1.2.3 Phase de destruction articulaire

Deux principaux mécanismes Iésionnels sont décrits dans la PR. D’abord la chondrolyse qui se traduit
en clinique par un pincement du cartilage, est activée sous 1’action des métalloprotéases MMP-1 et
MMP-3 secrétées par le pannus synovial. Ensuite, 1’activation du systéme RANK-RANK ligand
(Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B) au niveau des pro-ostéoclastes sous la régulation de
TNF-q, IL-1 et IL-17 conduit progressivement a une érosion osseuse.

En résumé, on observe dans la PR, des vascularites segmentaires ou focales, incluant des
microthromboses et une néovascularisation. L’ensemble de I’infiltrat de cellules myéloides associé¢ a
I’hyperplasie des synoviocytes, appelé « pannus » tend a recouvrir I’articulation et serait le siege de la
production d’enzymes de destruction du cartilage et de [’os (Figure 2). Des mécanismes anti-
inflammatoires et des phases de réparation sont activés lors de cette pathogénie de la PR, mais ne

parviennent pas a compenser le processus de destruction.

Figure 2. Destruction ostéoarticulaire au cours de la PR, exemple de I’articulation du genou. (A) :
articulation saine avec un aspect normal de la membrane synoviale, des synoviocytes et des os. (B) :
articulation de PR débutante : ’accumulation de cellules de I’immunité conduit & une hyperplasie
synoviale. (C) : articulation de PR avancée : I’hyperplasie synoviale associée a des amas lymphoides

appelés « pannus » est évocatrice de la maladie, on observe aussi une destruction des os et du cartilage
10



1.3 Symptomatologie et diagnostic

Le diagnostic et le traitement précoces sont déterminants dans le succés de la prise en charge de la PR,
d’ou I’importance de réseaux de soins efficaces et rapides. Le médecin généraliste est en premicre
ligne pour détecter une possible PR débutante et adresser trés rapidement le patient au spécialiste
rhumatologue. A la phase initiale, il est important de confirmer 1’existence d’arthrite ou de synovite
correspondant a une PR, apres avoir éliminé les autres rhumatismes inflammatoires. Il convient
ensuite de rechercher des ¢éléments pronostiques d’une évolution chronique et destructive de cette

polyarthrite °.

1.3.1 Manifestations cliniques de la polyarthrite rhumatoide 511

PR débutante

La PR est une atteinte bilatérale, le plus souvent symétrique et « nue » au début (cela signifie qu’il
n’existe aucun signe extra-articulaire ou axial dans la PR débutante). Il s’agit, dans la majorité des cas
d’une oligoarthrite distale d’apparition progressive intéressant les poignets, parfois les avant-pieds,
une ou plusieurs articulations métacarpo-phalangiennes ou métatarso-phalangiennes et les
interphalangiennes proximales. Les interphalangiennes distales ne sont que trés rarement atteintes. Les
articulations concernées sont douloureuses, partiellement enraidies et Iégérement enflées. Au doigt, on
note un aspect caractéristique de « fuseau » (Figure 3) et au poignet une tuméfaction avec une
ténosynovite cubitale. Le rythme des douleurs est caractéristique d’un rhumatisme inflammatoire :
nocturnes réveillant les malades, elles sont maximales le matin au réveil, entrainant un enraidissement
articulaire qui ceéde dans la matinée. L.’examen clinique peut révéler une douleur a la compression

latérale des métacarpo-phalangiennes qui est assez évocatrice du diagnostic de la PR débutante.

www.lecofer.ory

Figure 3. PR débutante : atteinte inflammatoire précoce de la main avec présence de synovite en

« fuseau » sur les 3°™ inter-phalangiennes proximales (fléches). Image issue de la diapothéque de

COFER : College Frangais des Enseignants en Rhumatologie.



Des signes généraux tels une discréte altération de 1’état général, une fébricule a 38°C, un
amaigrissement et surtout une asthénie, sont fréquents. Dans certains cas ’atteinte articulaire peut

commencer par les genoux ou les coudes.

Dans 10 a 15 % des cas, la PR commence par une polyarthrite aigiie fébrile avec altération de 1’état

général et une ficvre supérieure a 38,5 °C.

Plus rarement (10 % des cas), on peut aussi rencontrer une atteinte rhizomélique de la ceinture
scapulaire ou du bassin, une monoarthrite du poignet ou du genou, une ténosynovite isolée, un

rhumatisme intermittent avec poussée monoarticulaire.

Evolution de la PR

La PR, une fois installée, tend progressivement vers 1’aggravation et 1’extension des atteintes qui se
fait le plus souvent par poussées ¢volutives. Ces poussées sont classiquement entrecoupées
d’accalmies relatives, voire de vraies rémissions. Le déclenchement des poussées reste cependant mal

compris; des facteurs infectieux et psychologiques sont les plus observés en pratique courante.

L'atteinte des mains est la plus fréquente et souvent inaugurale (90% des cas). Les déformations
classiques les plus caractéristiques a la main sont la déviation cubitale des doigts “en coup de vent”, la
déformation en “col de cygne” ou en “maillet qui touche plus particuliérement I'index et le médius, la
déformation en boutonniére et enfin l'atteinte du pouce prenant soit un aspect en “Z” liée a I’arthrite
métacarpo-phalangienne, soit un aspect en adductus secondaire a une arthrite trapézo-métacarpienne.
Les poignets sont aussi le siege d'une arthrite dans plus de 70% des cas, avec une atteinte précoce de
I’articulation radio-cubitale inférieure, une luxation de la styloide cubitale limitant les mouvements

articulaires (Figure 4A).

L’atteinte des pieds survient chez 90% des patients. Les arthrites métatarso-phalangiennes entrainent
progressivement un aspect plat puis rond de 1’avant-pied avec subluxation ou luxation plantaire des
métatarsiens (Figure 4B). Des arthrites talo-naviculaires et sous-taliennes sont également fréquentes,
souvent plus tardives, trés douloureuses. Elles occasionnent 1’affaissement de I’arche plantaire interne
et provoque une difficulté a la marche. L’atteinte tibio-tarsienne est plus rare mais reste douloureuse et

source d’instabilité.

Les genoux sont touchés dans plus de la moitié des cas, avec une arthrite prédominante dans le
compartiment fémoro-tibial externe. Les épaules sont également fréquemment touchées, avec
initialement une synovite scapulo-humérale et souvent une bursite sous-deltoidienne. Les coudes sont
touchés dans 40% des cas environ. La coxite rhumatoide (inflammation de D’articulation de la
hanche) est retrouvée dans environ 15% des cas. Il s’agit d’une localisation particulierement grave du
point de vue fonctionnel et souvent peu accessible aux traitements généraux ou locaux. Le rachis
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cervical est quant a lui rapporté¢ dans prés de 40% des cas et surtout dans les polyarthrites sévéres,
¢érosives et nodulaires. Par contre, le rachis dorsal, lombaire et les sacro-iliaques ne sont que rarement

touchés.

L’¢évolution de la PR non traitée est néanmoins tres hétérogene dans la forme et la durée d’installation
des atteintes articulaires. Il existe certaines formes d’emblée séveres ou cette évolution est tres rapide,
aboutissant a une polyarthrite généralisée, trés inflammatoire, souvent trés destructrice et handicapante
au bout de deux ans. Elles représenteraient 10 a 20 % des PR. A 1’opposé, il existe des polyarthrites
bénignes entrainant peu ou pas de géne fonctionnelle et peu ou pas de lésions radiographiques et de
déformations (PR peu étendues ne touchant que quelques articulations, souvent les métacarpo-
phalangiennes). La majorit¢ des formes garde une sévérité intermédiaire ou les patients développent
des dommages radiologiques progressifs durant les 5 premiéres années et perdraient 10 % de leurs
activités initiales. Prés de la moitié de ces patients ont besoin d’arréter leur activité professionnelle
aprés 10 ans d’évolution '* .

Rarement présentes au début, des manifestations extra-articulaires peuvent survenir au cours de
I’évolution de la PR témoignant de son caractére systémique. Parmi ces manifestations extra-
articulaires, on note principalement I’asthénie, I’anémie, 1’amylose, les névrites, les adénopathies, les
pneumopathies interstitielles diffuses, les atteintes oculaires et les vascularites rthumatoides. Elles
peuvent parfois mettre en jeu le pronostic vital et contribuer, avec d’autres facteurs, a augmenter la

mortalité de ces patients.

Figure 4. Exemples des
déformations dans une PR
ancienne. (A) Déformations des
mains : atrophie des muscles
interosseux, subluxation dorsale du
carpe responsable d’un poignet dit
« en dos de chameau », et déviation
des doigts en « coup de vent ». (B)
Luxation plantaire des métatarsiens
au niveau des pieds. (C) Arthrite
destructrice et handicapante des
genoux. [Image issue de la

diapothéque de COFER.




1.3.2 Diagnostics différentiels 511

Le diagnostic d’une PR débutante repose donc sur un faisceau d’arguments comportant
essenticllement des manifestations cliniques évocatrices. Cependant, devant toute suspicion, il importe
de rechercher et d’éliminer les autres formes de rhumatismes inflammatoires. Parmi eux on note

principalement :

% Les polyarthrites d’origines infectieuses bactériennes ou virales : par 1’étude cytologique
et bactériologique du liquide synovial voire par biopsie synoviale. A titre d’exemple, évoquer
les polyarthrites gonococciques qui sont assez classiques, les septicémies a streptocoque ou
staphylocoque, ’endocardite, la polyarthrite de I'hépatite virale A ou B ou encore les

infections a parvovirus B19 qui donne un tableau de polyarthralgie proche de la PR.

+ Les spondylarthropathies : qui sont les plus fréquents des rhumatismes inflammatoires
aprés la PR et représentent 1'un des principaux diagnostic différentiels . De plusieurs
formes possibles (arthrite réactionnelle, spondylarthrite ankylosante, rhumatisme
psoriasique,  rhumatisme des  entérocolopathies  chroniques, spondylarthropathies
indifférenciées), I’arthrite prédomine habituellement sur les grosses articulations, notamment
aux membres inférieurs, et est de distribution asymétrique. Dans ces cas, il faut rechercher des
signes et des antécédents de spondylarthropathie et proposer des radiographies des

articulations sacro-iliaques.

% Les connectivites comportant des manifestations articulaires inflammatoires : telles
que la maladie lupique chez la femme jeune, le syndrome de Gougerot-Sjégren primitif, la

sclérodermie systémique.

0
0'0

les arthropathies métaboliques comme la goutte polyarticulaire.

0
0.0

autres rhumatismes inflammatoires : la polyarthrite cedémateuse du sujet age.

1.3.3 Examens complémentaires devant une suspicion de PR débutante »1

Apres interrogatoire et examen clinique, le médecin peut dans la plupart des cas évoquer le diagnostic
de PR débutante si la polyarthrite est bilatérale, symétrique et nue. Cependant, certaines explorations
complémentaires peuvent étre utiles pour mieux confirmer la PR, sont importantes pour surveiller

I’évolution de la maladie et pour évaluer les effets des traitements.

+ Imagerie : radiographie et échographie
La technique la plus utilisée est la radiographie standard des mains, des poignets (de face) et des pieds
(trois quarts et face) et du thorax (face et profil). L objectif est d’éliminer d’autres diagnostics

(recherche d’adénopathies sur la radiographie de thorax pouvant faire évoquer une sarcoidose, liseré
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de chondrocalcinose, etc.), de rechercher la présence d’érosions caractéristiques des articulations des
mains et des pieds (elles sont exceptionnelles a la phase de début, leur présence serait alors de mauvais
pronostic (Figure 5). Actuellement 1’échographie et 'IRM des mains ou des pieds se développent et
permettent de qualifier plus précisément la nature et le siége des érosions articulaires, qui parfois en

stade précoce sont infra-radiologiques.

Coter WWW. iBCoTer.ory

Figure 5. Radiographie de la face de la main droite et du poignet, (a): pincement diffus de
I’articulation radio-carpienne, (b) : début de carpite fusionnelle, (c) déminéralisation diffuse (érosion)
et subluxation des métacarpo-phalangiennes, aspect en « coup de vent cubital ». Image issue de la

diapotheque de COFER : College Frangais des Enseignants en Rhumatologie.

«» Biologie usuelle :

11 existe dans 90% des cas un syndrome inflammatoire non spécifique, avec augmentation de la vitesse
de sédimentation globulaire (VS) et/ou de la protéine C Réactive (CRP). Leur normalité n’exclut pas
le diagnostic. L’¢lectrophorése sérique objective une augmentation des gammaglobulines. Une
numération-formule sanguine est parfois intéressante puisqu’il peut aussi exister une anémie modérée
d’origine inflammatoire.

R/

<+ Examen du liquide synovial :

Tout épanchement intra-articulaire accessible doit étre ponctionné pour une analyse bactériologique,
cytologique et pour la recherche de microcristaux. La ponction soulage la douleur et I’analyse oriente
le diagnostic. 11 s’agit, au cours de la PR, d’un liquide inflammatoire non spécifique, riche en cellules,
constitu¢ a majorité de polynucléaires neutrophiles. Le dosage du complément ou des autoanticorps
dans le liquide articulaire n’est pas utile en pratique courante. Par contre, la biopsie synoviale est

envisageable, pour éliminer une origine infectieuse dans les monoarthrites.
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+ Biologie spécifique : H

- Le facteur rhumatoide (FR) est un auto-anticorps anti-gammaglobulinique, le plus souvent de type
IgM mais pouvant étre aussi de type IgA, IgG, IgD ou IgE. En pratique courante, la détection du FR se
fait par la technique ELISA. Au début de la PR, la recherche de FR est positive dans 50 a 60 % des cas
environ, et sa présence significative des le début de la maladie est un élément de mauvais pronostic.
Cependant cette présence n’est pas spécifique a la PR, sa prévalence peut étre aussi élevée dans
d’autres rhumatismes inflammatoires (Syndrome de Goujerot-Sjogren, lupus systémique), dans
certaines infections chroniques (Leishmaniose, endocardite bactérienne) ou encore dans certaines
hémopathies lymphoides. Aussi, le role direct du FR dans le développement de la synovite rhumatoide
reste ambigu comme [’atteste les cas de polyarthrites trés érosives chez des patients séronégatifs au

FR.

- Les anticorps anti-peptides citrullinés (ou anti-CCP ou en anglais ACPA)

Connus auparavant sous le terme d’anticorps anti-kératines et anti-périnucléaires, ce sont des anticorps
reconnaissant les peptides citrullinés telles la filaggrine présente dans ’articulation rhumatoide et
dont le résidu arginine est transformé en citrulline. Sa présence permet de conforter le diagnostic de la
PR et est prédictive d'une maladie persistante et érosive. Les ACPA peuvent cependant étre retrouvés
dans d’autres maladies inflammatoires. Au méme titre que le FR, la recherche d’ACPA doit
actuellement faire partie du bilan biologique initial de la PR. Il est important de noter que I’ACPA et
le FR ne sont pas interdépendants mais que leur détermination associ¢e permet d’augmenter la valeur
prédictive positive de la PR par rapport a la détermination unique de 1’un ou de I’autre.

Une étude récente montre que les taux circulants des ACPA et FR peuvent étre déja augmentés 10

années avant le début de I’arthrite ',
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1.4 Evaluation de ’activité de la PR

Une fois le diagnostic de PR posé¢, le médecin dispose de plusieurs outils validés pour apprécier
I’activité de la maladie et son évolution aprés traitement. Parmi eux, seuls le DAS28, le SDAI et le
HAQ, qui sont les plus utilisés, sont représentés dans ce travail. D’un point de vue pragmatique, ils

définissent le seuil de rémission clinique.

1.4.1 Disease Activity Score 28 (DAS28)

Le DAS28 est un indice composite d’activité de la PR ¢laboré par la ligue européenne contre les
rhumatismes (EULAR). Il tient compte de I’évaluation de la douleur et du nombre d’arthrites sur 28
sites articulaires (Figure 6), de la vitesse de sédimentation globulaire (VS) et I’appréciation globale du

15, 16

patient sur une échelle visuelle analogique de 100 millimétres . Il est le score le moins restrictif en

termes de définition de rémission.

<+—— Epaule (M)
<———— Coude (M+P)

<4—— Poianet (M)

<4——— Métacarpo-phalanaiennes (P)

<4——— Meétacarpo-phalanaiennes proximales (P)

Genou (M)

Figure 6. Les 28 sites articulaires proposés par I’EULAR pour calculer le DAS28: les sites sont

évalués par mobilisation (M) ou par pression (P).

s Calcul de DAS28:

DAS28= 0,55 x (nombre d’articulations douloureuses) + 0,284 x (nombre d’articulations gonflées) +

0,33 x log VS + 0,0142 x appréciation globale du patient
Nombre d’articulations douloureuses : 0 a 28
Nombre d’articulations gonflées : 0 a 28

VS : en mm et Appréciation globale du patient : 0 a 100 mm
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«» Interprétation de DAS28:

Le DAS28 évalue ’activité de la PR au moment du diagnostic, et il permet de suivre son évolution et
d’évaluer I’efficacité des traitements suivant 1’échelle suivante :

DAS28 <2,6 : PR en rémission

2,6 <DAS28 < 3,2 : PR faiblement active

3,2 <DAS28 < 5,1 : PR modérément active

DAS28 > 5,1 : PR trés active

1.4.2 Simplified Disease Activity Index (SDAI)
Ce score composite correspond a la somme du nombre d’articulations douloureuses et d’articulations
gonflées (en reprenant les mémes articulations étudiées dans le DAS28), du taux plasmatique de la

CRP, de I’appréciation globale par le patient et d’appréciation générale par le médecin.

s Calcul de SDAI :

Paramétres Echelle
Nombre d’articulations douloureuses [1-28]
Nombre d’articulations gonflées [1-28]
CRP plasmatique (mg/dl) [0-10]
Appréciation par le patient [0-10]
Appréciation par le médecin [0-10]
Score total [0-86]

% Interprétation du SDAI :
SDAI < 3,3 : PR en rémission
3,3 <SDAI<11 : PR a faible niveau d’activité
11,1 <SDAI <26 : PR a activité modérée
PR>26 PR : trés active

1.4.3 Health Assessment Questionnaire (HAQ)

Le HAQ est un questionnaire d’évaluation de 1’incapacité fonctionnelle utilisé dans la PR. Il s’agit
d’une cotation générique prenant en compte 8 domaines de I’activité physique. A chaque domaine est
allouée la note suivante : 0 = sans aucune difficulté, 1 = avec quelques difficultés, 2 = avec beaucoup
de difficultés, 3 = incapable de le faire.

L’indice fonctionnel est la somme des cotations des divers domaines divisée par le nombre de
domaines évalués (normalement 8, mais moins en cas de données totalement manquantes pour un
domaine particulier). Le score ainsi obtenu est compris entre 0 et 3. Ici, il n’y a pas de seuil
discriminant d’une bonne ou mauvaise capacité¢ fonctionnelle. Il s’agit d’un suivi de la situation du
patient et d’avoir un indice prédictif de 1I’évolution future (clinique, structurale, professionnelle).

14



Habillement, soins corporels

Se lever

Les repas

La marche

Hygiéne

Attraper

Préhension

Autres activités

Etes-vous capable de :

- Vous habiller, y compris nouer vos lacets et boutonner vos
vétements ?

- Vous laver les cheveux ?

Etes-vous capable de :

- vous lever d’une chaise

- vous mettre au lit et vous lever du lit

Etes-vous capable de :

- couper votre viande

- porter a votre bouche 1 tasse ou 1 verre bien plein ?
- ouvrir une brique de lait ou de jus de fruit ?
Etes-vous capable de :

- marcher en terrain plat a ’extérieur ?

- monter 5 marches ?

Etes-vous capable de :

- vous laver et vous sécher entierement ?

- prendre un bain ?

- vous asseoir et vous relever des toilettes ?

Etes-vous capable de :

- prendre un objet pesant 2.5 kg situé au-dessus de votre téte ?
- vous baisser pour ramasser un vétement par terre ?

Etes-vous capable de :

- ouvrir une porte de voiture ?

- dévisser le couvercle d’un pot déja ouvert une fois ?

- ouvrir et fermer un robinet ?

Etes-vous capable de :

- faire vos courses ?

- monter et descendre de voiture ?

- faire des travaux ménagers tels que passer l'aspirateur ou faire du
petit jardinage.

1.4.4 Facteurs pronostiques de la PR

La PR étant une maladie trés hétérogene, il convient d’identifier des le début de la maladie, les formes

ayant un risque d’évoluer vers une maladie sévére afin d’adapter au mieux les stratégies

thérapeutiques. Les parametres les plus cités et connus sont:

% Un syndrome inflammatoire trés important

7
0‘0

O
0‘0

7
0‘0

O
0‘0

/
0.0

Un taux de FR retrouvé précocement, et de fagon élevée
Une séropositivité aux ACPA

Le degré de handicap fonctionnel

Une importance des érosions osseuses initiales

La présence de manifestations extra-articulaires

s Les marqueurs génétiques: la PR est associée a certains alleles DRB1*04 et DRB1*01,

cependant le typage HLA de classe Il n’est pas utilisé en pratique clinique mais uniquement

dans certains cas particuliers.

15



L.5 Prise en charge de la PR

La PR nécessite une prise en charge précoce et pluridisciplinaire engageant I’information et
I’éducation du patient, d’ou Iimportance de réseaux de soins efficaces et rapides. Aujourd’hui,
I’objectif du traitement est d’obtenir a court terme une rémission ou au moins une faible activité de la
maladie, dans le but de prévenir et limiter les 1ésions ostéo-articulaires pouvant étre irréversibles.
L’identification des acteurs de la pathogénie de la PR a permis le développement de thérapeutiques
immuno-modulantes ciblées, en plus des traitements symptomatiques déja disponibles. Le plus récent
schéma thérapeutique de la PR, recommandé par la Société Francaise de Rhumatologie (SFR) en

2010, sur les bases des recommandations européennes, est résumé dans le paragraphe 1.5.2 ci-dessous.

1.5.1 Les différents traitements de la PR

« Traitements symptomatiques :

IIs sont utilisés lors des poussées inflammatoires afin de soulager rapidement la douleur. Parmi eux, on
retrouve :

- les antalgiques de niveau I et II : le recours aux antalgiques de niveau III est exceptionnel au cours
de la PR.

- les anti-inflammatoires Non Stéroidiens (AINS) : leur toxicité digestive, cardiovasculaire et rénale
justifie une surveillance étroite sur le plan clinique et biologique (mesure de la tension artérielle,
contrdle de la fonction rénale).

- les anti-inflammatoires stéroidiens et les glucocorticoides : compte tenu de son effet indésirable
au long cours, la corticothérapie ne doit étre utilisée qu’en alternative (par exemple en cas de PR
active invalidante insuffisamment soulagée par les AINS) ou en complément des traitements de fond.
A titre d’exemple, il est recommandé de respecter une dose cumulée faible de prednisone
(0,15mg/kg/j) pour une durée maximale de 6 mois et de diminuer la dose aussi rapidement que
possible. Cependant, des fortes doses de corticostéroides peuvent étre utilisées de fagon transitoire en
cas de poussées séveres. Dans tous les cas, une surveillance des comorbidités (hypertension artérielle,
diabete, ulcere digestif) doit étre réalisée.

- les traitements locaux : des ponctions articulaires évacuatrices, des infiltrations péri ou intra-
articulaires de glucocorticoides peuvent étre nécessaires dans certains cas de synovite persistante. Et si
la synovite récidive, on peut aussi avoir recours a une synoviorthése consistant en une injection intra-

articulaire de produit isotopique capable de dégrader le pannus synovial.

% Traitements de fond :

Regroupés sous le terme anglo-saxon « DMARDs » (disease-modifying anti-rheumatic drugs), ces
médicaments visent a bloquer plus spécifiquement 1’évolution de la maladie et la progression

radiologique. Leur but essentiel est de réduire 1’activité de la maladie au mieux jusqu’a I’obtention
16



d’une rémission clinique. Le choix et I’adaptation des traitements de fond se basent sur 1’estimation de
la sévérit¢ de la maladie, leur rapport bénéfice/risque, 1’existence éventuelle de comorbidités
associées, la rapidité d’action et le cout. IlIs seront prescrits pendant toute la période ou ils sont
efficaces et bien tolérés. Dans cette classe thérapeutique, on distingue les DMARDs
« conventionnels » et les DMARDs « biologiques ». Les DMARDs « conventionnels » sont prescrits
en premicre intention, et le recours a la biothérapie se fait en deuxiéme intention dans les polyarthrites
séveres réfractaires (échec des autres traitements de fond) mais également en présence de facteurs de

mauvais pronostic. Leurs principaux effets indésirables sont rapportés dans le tableau 1.

Les DMARDs conventionnels :

- Le Méthotrexate (MTX) est le traitement de fond de 1% intention dans la PR, du fait de son
efficacité, de sa relative bonne tolérance et de son colt modéré.

- Le léflunomide et la sulfasalazine apportent aussi une efficacité clinique et radiologique
significative, ils sont administrés en alternative ou en association en cas de non-réponse,
d’intolérance ou de contre-indication au MTX.

- d’autres médicaments a effets anti-inflammatoires ou immunosuppresseurs tels que les
antipaludéens de synthése (chloroquine, hydroxychloroquine) et la ciclosporine sont de moins

en moins prescrits en raison de leur rapport bénéfice/risque peu intéressant.

Les DMARDs biologiques :

Les biomédicaments ayant I’autorisation de mise sur le marché sont les anti-TNF-a (quatre en sous-
cutané : adalimumab, certolizumab-pégol, étanercept, golimumab et un en perfusion intra-veineuse :
infliximab), un antagoniste du récepteur a 1’IL-6 (tocilizumab), un antagoniste du récepteur a I’'IL-1
(anakinra), un anticorps dirigé contre la molécule de surface CD20 des lymphocytes B (rituximab) et
un modulateur de la co-stimulation des lymphocytes T (abatacept). Un inhibiteur des janus kinase
JAKI et JAK3 (tofacitinib) a obtenu une autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis et en
Suisse. D’autres DMARDs « biologiques » sont en cours de développement dans la PR: des
inhibiteurs de Syk (spleen tyrosine kinase), des anti-synoviocytes (inhibiteurs des métalloprotéases),
des anti-ostéoclastes (anticorps dirigés contre le RANKL), des immunomodulateurs dirigés contre
I’IL-12, I’IL-15 et enfin des inhibiteurs de I’interaction leucocytes-endothélium (antagonistes des
récepteurs des Sélectines et Intégrines, ou encore des inhibiteurs de facteur de croissance

granulocytaire).

« Traitements non-médicamenteux :

- une approche médico-psychologique doit étre proposée a chaque patient.
- une réadaptation fonctionnelle personnalisée permet de limiter la survenue des déformations,

d’assurer le maintien de la qualité des muscles, et de lutter contre 1’enraidissement.
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- éventuellement, des interventions chirurgicales telles que la synovectomie peuvent étre envisagées en

cas d’échec médicamenteux.

Tableau 1. Principaux traitements de fond de la PR, effets secondaires, surveillance ’,

Administration

Principaux effets

Médicament Mécanismes d’action s 1. surveillance
indésirables
Abatacept protéine de fusion soluble IV, mensuelle infections céphalées hémogramme
formée du CTLA4 et IgG1 nausées
humaine
Adalimumab anticorps monoclonal anti- SC, hebdomadaire infections ++ hémogramme
TNF recombinant humain éruptions aux points
d’injection
Anakinra antagoniste du récepteur de SC, quotidienne neutropénie Surveillance
I’IL-1, recombinant rénale
Certolizumab-pégol fragment d’Ac humanisé SC, toutes les 2 - hémogramme
recombinant anti-TNF semaines
Ciclosporine immunosuppresseur - Hypertension artérielle créatininémie
Toxicité rénale
hypertrichose
Etanercept récepteur soluble du TNF SC, hebdomadaire infections ++ hémogramme
éruptions aux points
d’injection
cytopénie
induction d’autoanticorps
Golimumab Ac monoclonal humain anti- | SC, mensuelle - -
TNF
Hydroxychloroquine antipaludéen, anti- - troubles oculaires contrdle
inflammatoire prurit ophtalmologique
vertiges
troubles digestifs
Infliximab Ac monoclonal chimérique IV, hebdomadaire infections ++ hémogramme
anti-TNF hypersensibilité ++ transaminases
induction d’autoanticorps
Léflunomide Antiprolifératif, - Diarrhée Pression
immunosuppresseur Anomalies hépatiques artérielle
Hypertension artérielle hémogramme
transaminases
Méthotrexate Anti-métabolite, Orale ou IM ou SC, | nausées, vomissements, hémogramme
immunosuppresseur hebdomadaire toux, dyspnée, fievre, transaminase
anomalies hépatiques, créatinémie
anomalies hématologiques albuminémie
infections
Rituximab Ac monoclonal chimérique 1V, toutes les 2 réactions a la perfusion hémogramme
anti-lymphocyte B CD20+ semaines infections dosage pondéral
des Ig
Sulfasalazine anti-inflammatoire - digestifs hémogramme
éruptions cutanées créatinine
leucopénies bilan hépatique
céphalées++
hépatite
Tocilizumab Ac monoclonal humanisé IV, mensuelle hépatite hémogramme

anti-récepteur 1L-6

réactions a la perfusion
infections
hyperlipidémie

SC: sous-cutané, IV : intraveineuse, IM : intramusculaire, Ig: immunoglobuline, CTLA4 : cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4.
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1.5.2 Recommandations pour la prise en charge de la PR '™

Ces recommandations ont été ¢laborées par des experts rhumatologues hospitaliers et libéraux et un
représentant des associations de patients. Elles s’appuient sur une analyse systématique de la littérature
et sur les recommandations des colléges américains et européens de rhumatologie. Elles mettent en
avant I’importance d’une prise de décision partagée entre le rhumatologue et le patient ayant acquis
des compétences sur sa maladie, I’objectif d’atteindre la rémission ou au minimum la faible activité, la
nécessité d’introduire le traitement de fond le plus précocement possible, ainsi que I’intérét d’une

évaluation réguliere de I’activité de la PR menant a des adaptations thérapeutiques rapides si besoin.

» Le diagnostic de PR doit étre évoqué devant certains signes cliniques tels qu’un gonflement
articulaire, une raideur matinale de plus de 30 min, une douleur a la pression transverse des mains ou
des avant-pieds, confirmé par des examens biologiques (VS, CRP, ACPA, FR) et d’imagerie
(radiographies + échographie), aprés avoir ¢éliminé les diagnostics différentiels. Des critéres de
classification ont été définis par les sociétés savantes de rhumatologie. Le diagnostic de PR est retenu

si le score obtenu a partir de ces critéres est supérieur a 6/10 (Figure 7).

Atteinte articulaire (0-5)

S culat e 1 grosse articulation 0
[ *1 artmt: g ?Ont.ee’ J 2-10 grosses articulations 1
e 1-3 petites articulations 2

(grosses articulations non comptées)

4-10 petites articulations
(grosses articulations non comptées)

s —l > 10 articulations 5

Erosion
typique de
PR sur les
RX ?

(au moins 1 petite articulation)

Sérologie (0-3)
non FR négatif ET ACPA négatif 0
¥

FR faiblement positif (1 a 3 x normale)
j s N 2
Nouveaux ACPA faiblement positif (1 &4 3 x
critéres oui normale)
remplis 7 FR fortement positif (> 3 x normale) OU 3
ACPA fortement positif (> 3 x normale)
Durée des symptomes (0-1)
non < 6 semaines 0
> 6 semaines 1
Pas Biologie inflammatoire (0-1)
de PR CRP normale ET VS normale 0
CRP anormale OU VS anormale 1

Figure 7. Criteres de classification de la PR selon les colleges américains et européens de
rhumatologie (ACR: American College of Rheumatology, EULAR : European League against

Rheumatism)."®
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» Dés que le diagnostic de PR est posé, un traitement de fond doit étre débuté suivant le schéma

ci-apres (Figure 8).

L’objectif du traitement est la rémission clinique ou au minimum une faible activité de la maladie. La
rémission clinique est définie par ’absence significative de signes et symptomes d’activité
inflammatoire. L’activité de la maladie doit étre mesurée sur des critéres composites validés (DAS28
< 2,6) et incluant les indices articulaires. Le patient est suivi tous les mois tant que la maladie est
active. S’il n’y a pas d’amélioration dans les 3 mois suivant le début du traitement ou si 1’objectif

thérapeutique n’a pas été atteint & 6 mois, le traitement doit étre ajusté '®.

Traitement de 1°° ligne :

e Le méthotrexate est le traitement de fond de premiére ligne chez les patients ayant une PR active ;
la dose optimale doit étre atteinte au maximum en 4 a 8 semaines.

e Chez les patients naifs de ce traitement de fond, et en cas de contre-indication ou d’intolérance
précoce au méthotrexate, le 1éflunomide ou la sulfasalazine sont une alternative thérapeutique.

e Dans I'attente de ’efficacité du traitement de fond, une corticothérapie peut étre proposée en
respectant une dose cumulée faible, si possible sur une période maximale de 6 mois. La

corticothérapie sera diminuée aussi rapidement que possible.

Traitement de 2°™ ligne et plus :

e Chez les patients insuffisamment répondeurs ou intolérants au méthotrexate, et en présence de
facteurs de mauvais pronostic, I’addition d’un biomédicament peut étre proposée.

e En I’absence de facteurs de mauvais pronostic, une combinaison de traitements de fond
synthétiques (méthotrexate/sulfasalazine/hydroxycholoroquine) ou bien une rotation pour un
autre traitement de fond de synthése (1éflunomide, sulfasalazine) peuvent étre proposées.

e En cas d’échec (ou de contre-indication), un biomédicament doit étre envisagé.

e Tous les biomédicaments doivent é&tre utilisés préférentiellement en association avec le
méthotrexate.

e Les patients en échec d’un premier biomédicament doivent E&tre traités par un autre
biomédicament ; les patients en échec a un premier anti-TNF peuvent recevoir un 2°™ anti-TNF

ou un biomédicament reposant sur un autre mode d’action.

Gestion de la rémission et prise en charge globale

e En cas de rémission persistante, et apres arrét des corticoides (ou décroissance a une dose < 5
mg/jour), on peut envisager une décroissance du biomédicament.

e En cas de rémission persistante prolongée, une réduction progressive des traitements de fond
conventionnels synthétiques peut étre considérée dans le cadre d’une décision médicale partagée

entre le patient et le médecin.
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e Le choix et I’adaptation thérapeutiques doivent intégrer d’autres facteurs tels que la mesure de
I’activité de la maladie, la progression structurale, les maladies associées, la tolérance des

traitements et 1’avis du patient.

Outre les traitements médicamenteux, des mesures d’éducation thérapeutique, une prise en charge des
comorbidités et selon les cas un accompagnement socioprofessionnel, une rééducation fonctionnelle

ou un recours a la chirurgie peuvent tre proposés.

En résumé, la prise en charge globale de la PR suit une approche pluridisciplinaire de plus en plus
personnalisée et impliquant le patient lui-méme '’. L’objectif étant de maitriser I’évolution de la
maladie et de contrdler les comorbidités *. Cette prise en charge rencontre plusieurs difficultés car on
observe une variabilité des réponses cliniques des patients aux différents agents thérapeutiques, ce qui
contraint le clinicien a réadapter régulierement le traitement. Une étude montre qu’au moins 30 % des

patients restent résistants a la combinaison biomédicaments-méthotrexate '* *°

, ce qui rend complexes
les décisions thérapeutiques, d’autant plus que les biomédicaments a forte dose ou a dose standard (en
présence ou pas de DMARD:s classiques) sont associés a une augmentation des cas d’infections graves
2122 Des intéressantes études et revues montrent toutefois que les recommandations de 2010 basées
sur le principe du traitement de type « treat-to-target », ont apporté un réel bénéfice en terme de

rémission dans la PR > %

. Une prise de conscience générale a été faite concernant le suivi des
manifestations extra-articulaires, notamment cardiovasculaires, car si les patients PR ont un risque de
handicap lié¢ a leur maladie rhumatologique, ils sont également a plus haut risque de complications

cardiovasculaires.
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m Stratégies thérapeutique dans la PR débutante
Contre-indication au
MTX

Pas de contre-indication au Diagnostic de PR
(cf critéres classification

MTX
Association avec
Initiation du 4 des + ":'"‘";';l"e la
MTX glucocorticoides sulfasalazine ou
sur une courte leflunomide
durée
Réponse a 3
mois et Objectif
atteint dans les
6 mois
Poursuite
du
Passage en traitement
phase
Phase Il Stratégies thérapeutique dans la PR en insuffisance de
réponse au méthotrexate
Absence de facteurs prédictifs de
sévérité de la PR

Présence de facteurs prédictifs
ge sl deineh Echec pour inefficacité ou
intolérance

en phase |
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Figure 8. Algorithme de prise en charge de la PR en 2014 selon les recommandations de la Société
frangaise de rhumatologie, * surveillance majeure, Gaujoux-Viala et al. 2014 "%,

MTX : méthotrexate, LEF : 1éflunomide, SSZ : sulfasalazine
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Chapitre I1. La PR et le risque cardiovasculaire

I1.1 Prévalence

Pendant longtemps, la PR a été considérée comme une maladie handicapante de bon pronostic. On sait
aujourd’hui qu’en dépit de son atteinte ostéo-articulaire prédominante, la PR est aussi une maladie
systémique associ¢e a des manifestations extra-articulaires. Elle occasionne des complications
cardiovasculaires (CV) pouvant mettre en jeu la vie des patients. Il est admis que la surmortalité¢ CV
dans la PR entraine une réduction de I’espérance de vie d’environ 5 a 10 ans par rapport a la
population générale *> *°. Une étude récente parue en 2014 a confirmé ces chiffres en rapportant une
réduction de 7 ans de 1’espérance de vie de leur cohorte de patients PR *’. Les causes de cette
surmortalité CV suscitent beaucoup d’intérét mais sont encore tres incertaines, et leur détermination se
heurte a un manque d’uniformité de réalisation des études cliniques, concernant : les critéres de
diagnostic, les notions de sévérité de la maladie, la durée de suivi de la PR, les paramétres CV évalués

4, 28-30

et leur interprétation, la présence de facteurs de comorbidité, les traitements utilisés . La présence

d’un score HAQ ¢levé et la séropositivité aux auto-anticorps FR/ACPA seraient des facteurs prédictifs
de cette mortalité CV, et ce indépendamment des facteurs de risque CV traditionnels 27,3133 1 a
sévérité de la maladie serait également prédictive, comme rapporté par une étude récente montrant que
les patients avec une PR active et persistante (DAS28>5.1) avaient un risque de mortalité CV élevé
comparé & ceux qui ont une PR de faible activité (DAS28<3.2) **. Bien que certaines études aient
rapporté une relation positive entre le risque CV et la durée de la maladie, d'autres ne confirment pas
cette association > *>°. Les données issues de récentes méta-analyses montrent significativement que
le taux de mortalité et de morbidité d’origine CV est augmenté de 50 a 60% chez les patients
arthritiques comparativement & la population générale *”**. Le risque CV est multiplié par 2 a 3 fois
dans la PR par rapport a la population générale **. Des études de cohortes danoises et néerlandaises ont
clairement montré que le risque CV du patient PR est identique a celui du diabéte de type-2,

pathologie largement reconnue pour son impact CV délétére **

. De fagon intéressante, une étude
récente a montré que le risque CV dans la PR est resté élevé au cours des 20 dernieres années en dépit
des avancées thérapeutiques majeures survenues dans le traitement de cette maladie, avec en
particulier 1’arrivée sur le marché des biothérapies >’. La question du moment de I’apparition d’un sur-
risque CV dans la PR fait ’objet de nombreuses controverses. Alors que la littérature est riche de
publications faisant état d’un risque CV ¢élevé dans les formes anciennes de PR, certaines études ont
montré la présence d’anomalies CV dans des PR de faible durée d’évolution (durée de la maladie < 5

847 suggérant un développement trés précoce des atteintes CV. Plus surprenant, une étude a

ans)
montré que 2 ans avant que le diagnostic de PR ne soit posé, les futurs patients PR présentaient déja un
risque CV augmenté (plus d’hospitalisations pour un infarctus du myocarde) **. Depuis 2010, la PR est
reconnue par I’EULAR comme un facteur indépendant de risque CV **. Ces données soulignent

I’intérét majeur de I’amélioration de la prise en charge CV des patients arthritiques et incitent la
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communauté scientifique a comprendre les mécanismes impliqués afin de développer des stratégies

thérapeutiques adaptées **.

I1.2 Pathologies cardiovasculaires du patient PR
L’augmentation du risque CV dans la PR se traduit essentiellement par une incidence élevée de
maladies ischémiques dont I’infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux fatals, avec

un risque d’incidence (odds ratio) estimé respectivement a 2,1 et 1,91 ***

. Une autre méta-analyse
montre que les rapports standardisés de mortalité liée a ces 2 types de pathologies sont respectivement
a 1,59 et 1,52 témoignant de leurs fortes contributions & la surmortalité observée au cours de la PR *’.
I1 est intéressant de noter que ces complications cardiaques sont souvent secondaires a la combinaison
de I’athérosclérose avec d’autres processus comprenant ['inflammation chronique, la fibrose
myocardique, une myocardite granulomateuse diffuse non spécifique focale nécrosante, ainsi qu’une
dysfonction endothéliale microvasculaire au niveau des coronaires > *°. Parmi les autres maladies
artérielles périphériques associées a la PR, on note les maladies thromboemboliques veineuses dont
I’embolie pulmonaire et la thrombose veineuse profonde qui sont également augmentées de 2 a 3 fois
dans la PR comparé a la population générale *’. Quelques cas d’anévrisme de l'aorte abdominale et de
sténose de l'artére rénale ont également été rapportés > *. Ces atteintes sont associées a un pronostic

défavorable.

I1.3 Origines de I’augmentation du risque cardiovasculaire dans la PR

Plusieurs hypothéses sont proposées pour expliquer 1’augmentation du risque CV dans la PR, mais
aucune ne fait pour I’instant 1’objet d’un consensus étayé par des données scientifiques solides. 11 est
fortement probable que ces différents facteurs peuvent s’influencer entre eux et engendrer des
processus physiopathologiques communs. En plus des facteurs de risque CV traditionnels, les rdles de

r r r17..r . . r . r 60
I’athérosclérose accélérée et de I’inflammation systémique sont fortement suspectés ~ .

I1.3.1 Role des facteurs de risque « traditionnels »

Les données concernant la prévalence des facteurs traditionnels de risque CV (FDRCV) tels que le
sexe, I’age, le taux de cholestérol total, le taux de lipoprotéines de forte densité (high density
lipoprotein : HDL), le tabagisme, le diabéte et I’hypertension artérielle (HTA) sont trés hétérogenes
dans la PR. Une récente méta-analyse montre que le tabagisme et le diabéte s’avérent plus fréquents
que 'HTA et I’hypercholestérolémie °'. En revanche, Pieringer et al ®* a montré que les patients PR
peuvent présenter un trouble vasculaire asymptomatique indépendamment de ces facteurs précités. A
I’heure actuelle, il est connu que ces FDRCV contribuent mais ne sont responsables que pour une
faible partie de 1’excés de risque CV dans la PR. En effet, méme lorsque les tests statistiques sont
ajustés en fonction de la présence de ces facteurs de risque, le risque CV reste significativement élevé
dans la PR démontrant ainsi le réle de facteurs spécifiques a la PR dans le sur-risque CV - 316566

La conséquence de cette modeste contribution des FDRCV est que les algorithmes classiquement
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utilisés pour « calculer » le risque CV des patients a partir de ces FDRCV (score de Framingham ou
I’alternative européenne SCORE « Systemic Coronary Risk Estimation ») sous-estiment le risque CV

chez les patients PR ** > %,

HTA et PR

L’HTA est définie comme une hausse de la pression artérielle systolique (PAS >140 mmHg) et/ou une
hausse de la pression artérielle diastolique (PAS > 90 mmHg). Sa prévalence chez les patients
arthritiques est variable selon les études. Une méta-analyse menée chez des patients ayant une PR
débutante (durée moyenne de la maladie < 1 an) révele qu’il n’y pas d’excés d’HTA a ce stade
comparé a un groupe de contrdles sains *°. Cependant, une revue systématique de la littérature rapporte
que 50 a 60% des patients PR présentent une HTA au cours de leur maladie mais que seule la moitié
des patients recoivent un traitement anti-hypertenseur “’. L’HTA s’avére donc sous-diagnostiquée et
sous traitée en cas de PR. Il est évident que I’accumulation des comorbidités au cours de la maladie
participe a I’augmentation de la pression artérielle. La sédentarité liée a la synovite handicapante est
un ¢élément important puisqu’il est bien connu que I’inactivité physique est associée a une incidence
augmentée d’HTA dans la population générale mais aussi dans la PR ®*. De plus, il est suggéré que
I’inflammation chronique au cours de la PR contribuerait elle aussi au maintien de I’HTA via
I’activation endothéliale aboutissant & une augmentation des résistances vasculaires périphériques .
Une contribution des traitements est également suspectée car certains traitements comme les AINS, les
glucocorticoides et le léflunomide peuvent augmenter la pression artérielle. Certaines études ont
suggéré un impact propre de I’HTA sur le processus d’athérogenése observée au cours de la PR 72,
mais la contribution de I’HTA dans 1’augmentation du risque CV en cas de PR nécessite des

investigations ultérieures.

Dyslipidémie dans la PR

Dans la population générale, la dyslipidémie est connue pour étre au coeur du développement des
maladies cardiovasculaires, en jouant un role important dans toutes les étapes de la formation de la
plaque d'athérome. En cas de PR, sa contribution souléve encore de multiples questions. En effet a
I’inverse des pathologies CV «classiques » dans lesquelles les taux de cholestérol total, de
triglycérides et de lipoprotéines de faible densité (low density lipoprotein : LDL) sont élevés (on parle
ici d’hyperlipidémie), les patients PR développent quant a eux un profil lipidique trés particulier,
commun 2 la plupart des pathologies inflammatoires chroniques ’'. Alors que les taux de cholestérol
total et de LDL sont normaux voire abaissés ', un faible taux de HDL peut apparaitre plus ou moins
t6t au cours de la PR ”, qui expliquerait le profil lipidique pro-athérogéne des patients *> "7, Cette
réduction de HDL serait la conséquence de leur oxydation excessive sous [’influence de
’inflammation " ”®. Les HDL oxydées perdent leur effet cardioprotecteur et participent au processus
athéromateux. Ainsi, la dyslipidémie présente dans la PR semble étre étroitement lice a

I’inflammation. Méme si des données rapportent que c’est ’augmentation du ratio cholestérol total /
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HDL qui est corrélée aux événements CV, en dépit de taux faibles de LDL ou de la prise d’un
traitement hypocholestérolémiant ”°, la contribution spécifique de la dyslipidémie dans I’augmentation
du risque CV reste difficile a estimer. Une étude récente menée chez 16085 patients PR et 48499
sujets sains, révele que la corrélation entre les taux de LDL et de HDL et les événements CV est
identique dans ces deux populations *’. De maniére intéressante, chez les patients PR, la réduction de
I’inflammation par une biothérapie anti-IL6 fait augmenter significativement le taux de cholestérol
total, de LDL et de HDL ®" ®. Des résultats similaires sont observés sous MTX, anti-TNF-a et
d’autres DMARDs ** ™ Une récente étude démontre que le MTX et I’adalimumab n’améliorent pas
seulement le profil lipidique systémique mais stabilisent aussi le métabolisme lipidique des

8 Aussi, I’administration

macrophages ¢évalu¢ par leur capacité d’efflux en cholestérol
d’hypocholestérolémiant tel que les statines, recommandée aujourd’hui chez un patient PR présentant
un haut risque CV, stabilise le profil lipidique. Cependant, on ne sait pas pour l’instant si

I’amélioration du profil lipidique s’accompagne d’une réduction du risque CV dans la PR.

Insulino-résistance et syndrome métabolique dans la PR

Le role du diabéte de type 2 dans le sur-risque CV dans la PR n’est pas spécifiquement démontré pour
I’instant. La prévalence du diabéte de type-2 dans la PR est mal connue et des études s’intéressant a
cet aspect doivent étre réalisées. Les cytokines pro-inflammatoires et notamment le TNF-o pourraient

74, 87, 88

faciliter le développement de I’insulino-résistance et certains traitements de la PR comme les

8

corticoides interagissent avec le métabolisme glucidique *’. Quelques études ont montré que

90, 91 r
* 7", Des études

I’insulino-résistance est positivement corrélée a 1’athérosclérose des patients PR
spécifiques doivent cependant étre menées pour mieux comprendre sa contribution dans ’excés de

risque CV des patients PR.

11.3.2 Athérosclérose et PR

Le processus d’athérosclérose est initi¢ lorsque les cellules endothéliales activées par différents
facteurs surexpriment les molécules d’adhérence telles que les ICAM-1 (intercellular adhesion
molecule 1), les VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) et les selectines, et favorisent la
perméabilité vasculaire aux monocytes, aux lipides et aux cellules lymphocytaires T. A ce stade, les
monocytes se transforment en macrophages et récuperent les LDL oxydées conduisant a la formation
de cellules spumeuses au niveau de la paroi vasculaire. Beaucoup d’études et de revues intéressantes
montrent une prévalence accrue d’athérosclérose chez les patients PR comparé a la population
générale "% La présence de plaques d’athérome est rapportée dés les phases précoces de la maladie,
c’est-a-dire dés la premiére année qui suit le diagnostic de PR °* °7°. Leur présence a été remarquée
méme chez des patients PR avec une faible activit¢ de leur maladie '. Les lésions de plaques

101, 102

progressent avec la maladie . Elles se développent préférentiellement au niveau carotidien, en

10

. . . . . . 3 ~ . , .
particulier au niveau proximal de la carotide interne ~~, méme si une autre étude montre aussi une
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augmentation de ’épaisseur intima-média au niveau de I’artére fémorale des patients PR '™ 11 est
intéressant de noter que 1’athérosclérose peut se manifester de manicre silencieuse, c’est-a-dire sans
manifestations CV visibles. Le lien entre ’athérosclérose et la sévérit¢ de la maladie reste mal
compris, méme si il apparait évident que I’inflammation chronique au cours de la PR contribue a des
1ésions vasculaires distinctes conduisant & une plus grande vulnérabilité et rupture de plaques ' *” '

17 Aujourd’hui, la détection précoce de plaques d’athérome est souhaitée chez les patients PR et

apporte une valeur pronostique additionnelle aux méthodes classiques d’évaluation du risque CV “*'**
110

I1.3.3 Inflammation systémique dans la PR

En plus de la synovite localisée, la PR se caractérise par une inflammation chronique et systémique.
Dans les pathologies CV « conventionnelles », il est bien établi qu’une inflammation de « bas grade »
est prédictive des événements CV """ Les données issues de la recherche fondamentale ont
démontré le role crucial de l'inflammation dans le développement de 1’athérosclérose, de son initiation
a la progression et aux complications thrombotiques ''*. En effet, les cytokines libérées par les cellules
inflammatoires tissulaires (macrophages, lymphocytes) dans la circulation systémique activent divers
tissus, tels que le tissu adipeux, le foie et I'endothélium vasculaire, et vont contribuer au processus
athéromateux dans les pathologies inflammatoires chroniques '"°. Ainsi, I’inflammation synoviale puis
systémique et enfin vasculaire accentuent 1’accumulation des lipides oxydés pro-inflammatoires et
pro-thrombotiques, la prolifération des fibroblastes et des cellules musculaires. Cela aboutit a une
dysfonction endothéliale (DE) ou les fonctions anti-thrombotique et anti-inflammatoire sont rompues
1617 par analogie avec le processus d’athérogenése, et parce que la PR est associée a une
inflammation de « haut grade » avec des taux de cytokines pro-inflammatoires circulants multipliés
par sept ''*'"* 1a contribution de I’inflammation systémique au sur-risque CV est largement suspectée
19121 T e stade auquel I’inflammation de la PR devient systémique reste encore & élucider.
Néanmoins, on sait que les auto-anticorps ACPA et FR, témoins d’un processus inflammatoire,
peuvent apparaitre au niveau plasmatique plusieurs années avant méme 1’apparition des synovites '*.
Quelques études ont montré que les paramétres inflammatoires systémiques (le taux de CRP, la valeur

de VS) pourraient étre prédictifs de la mortalité CV dans la PR '**'%

, puisqu’ils sont associés a la
survenue de manifestations myocardiques délétéres '** '*°. De la méme maniére, des taux élevés de
TNF-a, IL-6, IL-1, IL-17 sont associés avec des événements CV (infarctus du myocarde, accidents
vasculaires cérébraux : AVC) et sont corrélés a des parametres de dysfonctions vasculaires tels que le

88127 ou la rigidité artérielle ''°. Cependant ce lien entre le risque CV

degré de calcification coronaire
et ’inflammation de la PR est loin d’étre totalement compris car il est encore difficile de connaitre si
ces cytokines circulantes accroissent directement le risque CV ou si leurs effets passent par d’autres
interactions. En effet malgré les nombreuses associations retrouvées entre les taux circulants de ces

cytokines et les manifestations CV, il n’existe pas encore de données statistiques prouvant leurs
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valeurs prédictives dans la surmortalité CV de la PR. De plus, selon les études, ce risque CV est relié
128129 ou non " A la sévérité et/ou a la durée de la maladie ; ce qui n’argumente pas non plus le lien
avec I’inflammation articulaire synoviale. Enfin, paradoxalement les traitements anti-inflammatoires
ne réduisent pas systématiquement le risque CV des patients PR. Certaines études rapportent une
réduction de la mortalité CV des patients PR traités par MTX et anti-TNF-o. *'""** alors que d’autres
ne le montrent pas **'**. Toutes ces informations indiquent que la seule réduction de 1’inflammation

pourrait ne pas suffire pour diminuer le risque CV des patients atteints de PR et que d’autres facteurs

sont probablement & prendre en compte .

11.3.4 Effets cardiovasculaires des traitements utilisés dans la PR

Certains traitements utilisés dans la PR peuvent avoir un effet a double tranchant sur le risque CV " "®
140 )

Les glucocorticoides

Si ’on considére que I’inflammation systémique contribue au sur-risque CV de la PR, il est
concevable que les traitements symptomatiques a base de corticoides puissent diminuer les
complications CV de par leur action anti-inflammatoire '*'. Cependant, il est aussi bien établi que les
glucocorticoides possédent eux-mémes des effets CV indésirables tels que I’HTA, la résistance a
I’insuline, la rétention hydro-sodée, la prise de poids, la dyslipidémie qui peuvent aggraver le risque
CV du patient PR ¥ %1421 T e patients PR traités avec une forte dose de corticoides (prednisolone
> 7.5 mg/jour) ont deux fois plus de risque de développer une maladie cardiaque, comparés aux

. 144
patients n’en recevant pas

. L’EULAR recommande une administration de corticoides a la plus
faible dose possible, et pendant une durée courte '**. Mais la question de sécurité d’emploi des
glucocorticoides n’est pas encore réellement résolue a ce jour puisque méme administrés a faible dose,
ces médicaments engendrent quand méme un mauvais pronostic CV a long terme '*°. Une étude plus
récente précise qu’une faible dose de prednisolone administrée durant les deux premicres années de la
PR engendre un haut risque d’accidents vasculaires a prédominance cérébrale '*’. Il est pour I’instant
souhaité de ne pas dénigrer totalement les bénéfices d’utilisation des glucocorticoides tout en prenant

en compte les risques CV associés.

Les AINS

Ces traitements sont connus pour augmenter le risque d’HTA et d’infarctus du myocarde '** '*°. Une
étude récente suggere que leur toxicité CV proviendrait de leur effet athéro-thrombotique chez les
patients PR '*°. Toutefois, chaque AINS aurait un effet différent sur le risque CV : d’une maniére
générale, le naproxéne apparait avoir moins d’effets indésirables CV comparés aux Coxibs ', 1l existe
encore peu de données concernant le risque spécifique de chaque AINS chez les patients PR. Par
conséquent, l'utilisation des AINS doit étre évitée ou prise en considération chez les patients PR ayant
des FDRCYV ¢élevés. Si l'utilisation d'AINS est inévitable, la pression artérielle et la fonction rénale

doivent étre vérifiées régulicrement et le naproxéne est probablement le premier choix.
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Les DMARD:s classiques

L’ensemble des données de la littérature montre une capacité protectrice du méthotrexate sur le risque
CV en cas de PR "* ¥ Néanmoins, par son effet inhibiteur de folates, il induit une
hyperhomocystéinémie qui constitue aussi un facteur indépendant de risque CV '*°. Par conséquent,
une supplémentation en folates pourrait étre envisagée dans des cas extrémes pour normaliser le
niveau d’homocystéine. Les autres DMARDs classiques comme le leflunomide et
I’hydroxychlroroquine sont connus pour induire une HTA, un syndrome métabolique et une
dyslipidémie °*'**. Néanmoins, leur effet sur la mortalité CV des patients PR n’est pour I’instant pas

déterminé.

Les DMARD:s biologiques
Les anti-TNFo induisent globalement un effet bénéfique en réduisant le risque CV des patients PR '*
'3 méme si les données cliniques disponibles tendent a dire que cet effet est moindre comparé a celui

du méthotrexate '** 1%

. Les mécanismes par lesquels les agents anti-TNFa pourraient réduire les
complications CV semblent étre multifactoriels et n’ont pas été complétement déterminés. On note
parmi les explications possibles : une réduction de I’inflammation systémique, un effet positif sur le
profil lipidique, un impact bénéfique sur la fonction endothéliale. Ce dernier point suscite encore
beaucoup de questions puisque les données concernant I’effet des anti-TNFa sur la fonction
endothéliale sont contradictoires.

Les autres biomédicaments comme le Tocilizumab (antagoniste des récepteurs a IL-6), ou encore le
Rituximab (anti-CD20 lymphocytaire) semblent également avoir des effets bénéfiques sur la fonction
endothéliale, en dépit d’une augmentation du taux de cholestérol total et de LDL. Des études plus

¢largies doivent étre conduites pour évaluer I’'impact des DMARDs biologiques sur le risque CV en

cas de PR.

Les statines
En cas de PR avec un taux de cholestérol élevé, I'utilisation des statines a pour objectif de prévenir les

manifestations CV délétéres. De par leurs actions pleiotropes, elles sont capables de réduire

161, 162

I’inflammation, d’améliorer la rigidité vasculaire et de corriger la DE . Une intéressante méta-

analyse publiée en 2014 montre clairement que les statines sont associées a une réduction
d’événements et de mortalité CV chez le patient PR lorsqu’elles sont utilisées en prévention primaire,

163

et non en prévention secondaire . Toutefois, 1’administration de statines en discontinu peut

occasionner un effet indésirable puisque associée a une augmentation du risque d’infarctus du

myocarde de 2% a chaque mois d’interruption '**

. De plus une interaction médicamenteuse avec le
. . rer r 1 1 r . , e . g . .
rituximab a été observée '® 1. Malgré une relative sécurité des statines, son utilisation doit respecter

les recommandations en vigueur.
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I1.4 Evaluation clinique et prise en charge du risque cardiovasculaire des patients PR

Depuis 2010, ’EULAR a reconnu la PR comme un facteur de risque CV indépendant et a encouragé
pour chaque patient, un suivi régulier de ce risque suivant les recommandations nationales de chaque
pays **. 1l existe plusieurs modéles d’évaluation du risque CV dont les plus utilisés sont le score de
Framingham et le modéle SCORE. Le score de Framingham évalue le risque coronarien (événements
mortels ou non) a 10 ans. Il tient compte du sexe, age, cholestérol total, HDL, tabagisme, présence de
diabéte, présence de pression artérielle systolique (traitée ou non). A sa différence, le modeéle SCORE
estime le risque de déceés d’origine CV a 10 ans et il prend en compte les mémes facteurs que
Framingham a I’exception de HDL, du diabéte, des dges inférieurs a 45 ans et supérieurs a 65 ans

(Figure 9).
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Figure 9. Evaluation du risque cardiovasculaire par le modéle SCORE '%.

> 15% : trés haut risque cardiovasculaire.
5-15% : haut risque cardiovasculaire.
1-5% : risque modéré

<1% : bas risque.
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Ainsi le modéle SCORE est considéré plus adapté aux patients PR comparé au modéle Framingham
6364 Toutefois, dans la PR, la valeur du SCORE obtenue doit étre multipliée par 1.5 en présence de 2
des 3 critéres suivants : durée de la maladie de plus de 10 ans, FR ou ACPA positif, présence de
manifestations extra-articulaires **. En cas de risque CV élevé (score > 5%) et devant un terrain
favorable a la dyslipidémie et & ’'HTA, le clinicien doit initier un traitement hypocholestérolémiant
(statines) et/ou antihypertenseur (inhibiteurs de 1’enzyme de conversion : IEC ou antagonistes des
récepteurs a I’angiotensine II). Les corticoides et les AINS peuvent étre administrés, avec précaution.

N A , <1
L’arrét du tabac doit-étre préconisé '

II apparait que ces recommandations utilisent des outils, qui ont certes le mérite de s’intéresser au
risque CV du patient PR, mais qui sont encore incomplets pour un diagnostic précoce, pour une

stratification précise du risque et donc pour une meilleure prise en charge ™.

D’une part, les données récentes de la littérature montrent qu’en dépit de cette correction prenant
compte des facteurs de risque CV spécifiques de la PR, I’indice SCORE modifi¢ (SCOREm) reste
insuffisant pour évaluer correctement le risque CV des patients '®’. En effet, une étude prospective
réalisée chez 775 patients PR montre qu’avec cette méthode, un grand nombre de patients PR ayant un
risque CV ¢levé échappent au screening, et donc échappent a la thérapeutique a visée cardiovasculaire
' Ainsi, la recherche de plaques d’athérome par ultrasonographie carotidienne se rajoute aux

168 " Cette nouvelle

nouvelles recommandations et doit étre réalisée au moins annuellement
considération permet une meilleure reclassification du risque CV puisque elle récupere 63 % des

. < g, s r . Lo 1
patients qui étaient classés en risque « modérés » avec le SCOREm %,

Néanmoins, 1’objectif de maitriser le plus rapidement I’évolution et la sévérité de la maladie est
maintenu, car il constitue I’un des moyens permettant partiellement de prévenir les complications CV
ultérieures """, Cependant, la question du choix du traitement de 1 intention qui viserait & la fois la
rémission clinique et la diminution de la comorbidit¢ CV, se pose toujours. Une récente étude
rétrospective ' sur 20 811 patients atteints de PR, a comparé différents traitements de fond entre eux
(anti-TNF-a versus autres DMARDs) et n’a pas montré de différence statistiquement significative sur
le plan cardiovasculaire, toutes causes confondues (comme l'apparition de I'athérosclérose,
d'insuffisance cardiaque congestive, de maladie artérielle périphérique, ou d'une maladie cérébro-
vasculaire, et le risque de déces). De plus, en dépit des récentes méta-analyses sur les statines, les
bénéfices réels des interventions pharmacologiques choisies en cas de comorbidité CV dans la PR, ont
été peu étudiés. L’observance des stratégies non-pharmacologiques de prévention CV (activité

physique, mode de vie) reste également & améliorer chez les patients PR .

De toute évidence, de grandes études prospectives sont nécessaires pour clarifier les stratégies visant a
prévenir ou réduire la mortalité CV chez les patients atteints de PR "> 77 ¥ 11 est encore difficile de

savoir quelle classe pharmacologique et quelle stratégie thérapeutique est la mieux adaptée pour
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réduire le risque CV dans la PR. L’utilisation de marqueurs circulants pourrait renforcer 1’évaluation
clinique du risque CV des patients PR. Des paramétres reflétant le métabolisme lipidique,
I’inflammation, le stress oxydatif, et la dysfonction endothéliale, constituent des pistes intéressantes a

approfondir .

Chapitre I1I. La dysfonction endothéliale dans la PR

11 est bien établi que I’activation endothéliale et la dysfonction endothéliale (DE) sont deux paramétres

qui précédent et qui initient I'athérosclérose '

. La DE se présente donc comme un élément crucial sur
le plan diagnostique et pronostique du risque CV. Le point important a considérer est aussi que la DE
est une altération phénotypique réversible de 1’endothélium, et de ce fait, elle se présente comme une
cible thérapeutique potentielle pour réduire le risque CV dans la PR. Ce chapitre traite la physiologie
de I’endothélium, la définition de la DE et des mécanismes physiopathologiques qui la sous-tendent ;
décrit les méthodes de mesure ; et enfin résume les données actuelles concernant la DE chez les

patients PR.

I11.1 Physiologie de I’endothélium

II1.1.1 Les différents lits vasculaires : structure et fonction

Le réseau vasculaire s’organise en artéres, en artérioles, en capillaires et en systéme veineux. Leurs
spécificités sont résumées dans le tableau n°2 suivant. La paroi des vaisseaux est constituée de 3
tuniques qui sont, de l’intérieur vers D’extérieur: ’intima formée de 1’endothélium et d’un tissu
conjonctif sous-jacent; la média riche en cellules musculaires lisses (CML), en fibres de collagéne et
d’¢élastine assurant la vasomotricité vasculaire ; et enfin I’adventice composé majoritairement de tissu
conjonctif, jouant un role de soutien. Entre ces 3 tuniques, on distingue la limitante élastique interne et
la limitante élastique externe (Figure 10). Toutefois, la structure et la composition de cette paroi

. . . . cq17..7 1
vasculaire varient selon le lit vasculaire considéré '*°

(Tableau 2). Ainsi, par définition, la notion de
lit « macrovasculaire » représente toutes les grosses et moyennes artéres qui assurent une fonction de
conductance (aorte, artére pulmonaire, carotide, artére brachiale, artére fémorale, artére radiale). Par
consensus, la « microcirculation » regroupe globalement tous les vaisseaux dont le diamétre est
inférieur a 100-200 pm (petites artéres, artérioles, capillaires, veinules) et dont la caractéristique

commune est leur capacité a moduler la résistance vasculaire périphérique, assurant pour 70-90% la

régulation de la pression artérielle systémique "',
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j Tunica inti —— Valve
e unica intima
) = (endothelivm \
— Elastic membrane
Tunica media
External
elastic
lamina
Tunica externa
(adventitia)
Figure 10: Les différentes tuniques de la paroi vasculaire '*.
Tableau 2 : Les différents types de vaisseaux sanguins : fonctions et structure.
Lit vasculaire fonction structure exemples

artéres de conductance :

large calibre, paroi épaisse,

aorte, artére

distribution, transport du sang endothélium continu, CML pulmonaire,
Artéres jusqu’aux lits capillaires +, élastine +++, carotide
(macro) . artére brachiale,
) calibre moyen, CML +++, .
artéres musculaires ) radial, fémorale,
élastine ++. )
grosses coronaires
. Arteres
Artérioles ) . )
) artéres de résistance CML+++, endothélium mésentérique,
(micro) ,
rénale, coronaire
Capillaires Endothélium fenétré et Capillaires de la
) role d’échange ) )
(micro) discontinu peau

Veinules (micro) et

veines (macro)

Fonction de capacitance : assure

le retour veineux

paroi fine et souple,

endothélium, valvules +++

Macro : macrocirculation, micro : microcirculation, CML : cellules musculaires lisses.
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I11.1.2 Role de ’endothélium vasculaire

L’endothélium représente donc la fine monocouche cellulaire bordant la paroi interne des vaisseaux
sanguins. Longtemps considéré comme une simple barriere anatomique, on sait aujourd’hui qu’il peut
étre assimilé a un « organe endocrine » a part enticre, jouant un role essentiel dans de multiples

' Sa surface totale s’étale sur 4000-7000 m* (soit équivalente de 6

régulations physiologiques
terrains de tennis) et se repartit majoritairement dans la microcirculation '**. Sa masse cumulée est

évaluée a 1% de la masse corporelle.

I1 assure les échanges de gaz et de métabolites entre le sang et les CML et contribue a travers la
synthése et la libération de facteurs endothéliaux a la régulation de la vasomotricité, de la croissance
cellulaire, de I’hémostase. Il exerce des effets anti-inflammatoires par inhibition d’adhérence et de

migration des leucocytes ; et posséde des propriétés anti-thrombotiques et anticoagulantes '®.

L’endothélium présente des hétérogénéités selon les lits vasculaires, ou méme selon différentes
sections d’un méme lit vasculaire. D’abord morphologiquement, 1’endothélium peut-étre de type
continu, fenestré ou discontinu ; les 2 derniéres formes sont rencontrées essentiellement au niveau des
capillaires. Ensuite on note des différences de taille, de forme, de 1’orientation des cellules par rapport
au flux sanguin, de quantit¢ de vésicules plasmiques, de complexité des jonctions inter-endothéliales
et de composition biochimique des surfaces membranaires. Les revues de la littérature rapportent
également des différences phénotypiques concernant les flux calciques, 1’expression protéique, la
migration/prolifération, la permeéabilité, 1’adhésion/migration leucocytaires, la production de
médiateurs inflammatoires. Ces variations vont conditionner les différences de fonction assurées par
les différents lits vasculaires ™" "'® 1 est important de préciser que les caractéristiques précitées

différent également selon les espéces (I’homme, le rat, la souris).

L'endothélium est constamment exposé a un stress mécanique et chimique. Il est renouvelé et réparé a
partir des cellules souches de la moélle osseuse, dont les plus connues sont les cellules progénitrices

de ’endothélium (CEP) et les cellules endothéliales matures circulantes (CECs) '*°.

I11.1.3 Les facteurs vasomoteurs endothéliaux '°% !*!

L’endothélium est capable de synthétiser et de libérer différents médiateurs, classiquement définis en
fonction de leur impact sur la vasomotricité. Parmi les substances vasodilatatrices dérivées de
I’endothélium (endothelium-derived relaxing factor), on trouve le monoxyde d’azote (NO), la
prostacycline (PGI,), les facteurs hyperpolarisants dérivés de 1’endothélium (EDHF : endothelium-
derived hyperpolarizing factor). L’effet de ces substances est contrebalancé par des substances
vasoconstrictrices (endothelium-derived constricting factor) telles que ’endothéline-1 (ET-1), le
thromboxane A2 (TXA,), et I’angiotensine II (ANG-II) '*. Seuls les facteurs vasodilatateurs sont
présentés dans les paragraphes suivants.
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Le monoxyde d’azote (NO)

Le NO est la substance vasodilatatrice la mieux étudiée chez I’homme '*>. C’est un gaz radicalaire
dont la demi-vie est de I’ordre de la milliseconde mais qui est suffisante pour permettre son interaction
avec différentes cibles cellulaires.

La biosynthése du NO est assurée par les NO-synthases (NOS), en présence d’oxygene et de
cofacteurs tels que le nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH), le tétrahydrobioptérine
(BH,), la flavine adénine dinucléotide et la flavine mononucléotide. La réaction d’oxydation
transforme le substrat L-arginine en L-citrulline et NO '**. Le NO hydrophobe diffuse dans les CML
ou il stimule la guanylate cyclase provoquant une relaxation via la conversion de guanosine
triphosphate (GTP) en guanosine-monophosphate cyclique (GMPc). Une partie du NO est relarguée
dans la Iumiére vasculaire ou il inhibe d’autres processus majeurs présidant la survenue de
I’athérosclérose, dont 1’adhésion, ’agrégation plaquettaires, la migration des leucocytes et la

prolifération des CML '

. La libération de NO est modulée par des stimuli physiques tels que les
contraintes de cisaillement (shear stress) exercées sur la paroi artérielle, ou encore des stimuli
hormonaux (médiateurs) tels que la bradykinine, I’acétylcholine, 1’adénosine diphosphate (ADP), la

substance P (Figure 11).

La production de NO est également sous la dépendance des modifications post-traductionnelles de
NOS et de la disponibilité en substrat (L-arginine) et en coenzyme (BH,). Il existe 3 isoformes de
NOS :

- L’isoenzyme de type I (NOSI ou NOS-I, NOS neuronale ou nNOS) est exprimée dans les
neurones centraux et périphériques, mais aussi dans d’autres cellules épithéliales ou les CML de
la couche média.

- L'isoenzyme de type I : (NOS2 ou NOS-II, NOS inductible ou iNOS) peut étre induite dans de
trés nombreux types de cellules, dont les diverses cellules vasculaires, aprés exposition a des
composants bactériens ou des cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-1 ou le TNF-a. 1l
s’agit de I’isoforme la plus susceptible de produire d’importantes quantités de NO.

- L'isoenzyme de type III : (NOS3 ou NOS-III, NOS endothéliale ou eNOS) est présente de fagon

constitutive dans les cellules endothéliales et les cardiomyocytes.
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Figure 11. Production endothéliale de NO et son action sur la cellule musculaire lisse. Ach:
acethylcholine, BK : bradykinine, ATP : adénosine triphosphate, ADP : adénosine diphosphate, SP :
substance P, SOCa’": canaux calciques, ER: réticulum endoplasmique, GTP: guanosine-
triphosphate, GMPc : 3’,5 guanosine-monophosphate cyclique, GCs : guanylate cyclase, MLCK :

. . 194
myosine kinase '’

Prostacycline (PGI,)

Il s’agit d’un dérivé de I’acide arachidonique produite par 1’action successive la cyclo-oxygénase-1
(COX-1) endothéliale et de la PGI2 synthétase. Elle induit la relaxation des CML en activant
I’adénylate cyclase via un récepteur spécifique. En condition physiologique, la prostacycline ne joue
qu’un réle mineur dans la relaxation endothélium-dépendante artérielle, et est activée principalement

par les forces de cisaillement.

Facteurs hyperpolarisants dérivés de l’endothélium (EDHF)

L’EDHF regroupe 1’ensemble des facteurs capables d’induire une hyperpolarisation de la membrane
des CML via des canaux potassiques dépendants du calcium. Sa nature exacte reste incertaine et
multiple (par exemple : ions K+, dérivés des cytochromes P450, le peroxyde d’hydrogéne (H,0,),
I’adénosine monophospahe cyclique (AMPc), dérivés des lipoxygénases, peptide natriurétique). Son

188, 195

role est important dans la vasodilatation endothéliale-dépendante de la microcirculation et

constitue un moyen de compensation quand les voies de NOS et COX sont altérées.
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I11.2 Définition de la dysfonction endothéliale

Le terme « dysfonction endothéliale » (DE) est largement utilisé pour décrire toute forme d'altération
fonctionnelle réversible des cellules endothéliales, conduisant a une vasodilatation réduite, un état pro-
inflammatoire, pro-prolifératif et pro-thrombotique. Elle est communément assimilée a une réduction
de la disponibilit¢ vasculaire en NO. Ce déficit en NO contribue aussi a la progression de la plaque
d’athérome, a I’épaississement de la paroi vasculaire, a la dégénérescence des fibres d'élastine et au

A \ : . 196
dépdt accru de collagéne dans la paroi vasculaire

. La DE constitue un élément précoce de
I’athérogenése et précéde la survenue des remaniements morphologiques vasculaires " ', Alors que
I’athérosclérose touche préférentiellement les artéres de gros calibre (aorte, artére carotide, artére
coronaire), il apparait de plus en plus évident que la DE au niveau des lits microvasculaires joue un
role important dans la détérioration de différents organes tels que le coeur, le cerveau et les reins '*'
Ainsi, la DE microvasculaire est largement mise en cause dans la physiopathologie des maladies

. 4 : 197, 198
cardio-métaboliques "

. De plus, elle semble étre sous-tendue par des mécanismes différents de
ceux de la DE macrovasculaire. Les méthodes d’exploration de la fonction endothéliale diffeérent elles-

aussi selon le lit vasculaire considéré %,

I11.2.1 Evaluation de la fonction endothéliale chez ’homme "%

La preuve initiale de I’existence d’une DE touchant les artéres coronaires atteintes d’athérosclérose a
6té apportée en 1986 par Ludmer et al. **® qui ont réalisé une coronarographie quantitative aprés
perfusion intracoronarienne d’acétylcholine. Depuis, des techniques moins invasives ont vu le jour,
qui différent selon le lit vasculaire étudié mais dont le principe de base reste le méme (Figure 12).
Une artére saine se dilate soit par hyperémie réactionnelle post-ischémique (vasodilatation flux-
dépendante) soit en réponse a I’effet vasodilatateur d’un agent pharmacologique dépendant de
I’endothélium comme [’acétylcholine, la bradykinine ou la sérotonine (réactivité vasculaire). Cette
vasodilatation est mesurée soit par technique d’imagerie (Laser Doppler imaging par exemple), soit
par mesure du flux (pléthysmographie ou Laser doppler fluxmétrie par exemple). En cas de DE, cette
vasodilatation dépendante de I’endothélium est atténuée ou absente. Etant donné que dans la majeure
partie des publications, 1’évaluation de la fonction endothéliale est réalisée au niveau d’artéres de
conductance dans lesquelles la vasorelaxation est majoritairement NO-dépendante, la DE chez
I’Homme est principalement assimilée a une réduction de la disponibilité vasculaire en NO. Chacune

des techniques citées ci-dessous ont leurs avantages et inconvénients.

Mesure de la fonction endothéliale macrovasculaire (arteres de conductance)

Vasodilatation dépendante du flux (FMD : flow-mediated dilation): il s’agit de la méthode la plus
couramment utilisée chez I’homme car non-invasive. La FMD évalue la capacité d’une artére a se

dilater apres occlusion puis levée de I’occlusion d’une artére de conductance (hyperémie réactionnelle
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post-occlusive), le plus souvent au niveau de 1’artére brachiale proximale, le brassard de compression
étant posé au niveau de la fosse antécubitale (zone pres du coude). Elle est exprimée en pourcentage
de variation du diamétre maximal post-occlusif par rapport a la valeur pré-ischémique. Son
avantage est qu’au cours de I’expérimentation, I’exploration de la vasodilatation endothélium-
indépendante est possible grace a une administration sublinguale de nitroglycérine (donneur de NO).
La FMD est une méthode non-invasive, peu coliteuse, et relativement facile a utiliser. Par contre, elle

nécessite une grande expérience de I’expérimentateur pour obtenir une mesure reproductible.

La réactivité des artéres coronaires épicardiques : elle consiste a mesurer les changements de
diameétre de ces artéres coronaires de conductance en réponse a un stimulus endothélium-dépendant
(acétylcholine), a 1’aide d’une angiographie coronaire quantitative ou d’une échographie
intravasculaire. Cette méthode est coliteuse, invasive et n’est pas adaptée a des mesures répétées ni a

des grandes cohortes de sujets >’

Mesure de la DE microvasculaire (arteres de résistance)

Pléthysmographie de I’artére brachiale : la « Forearm perfusion technique » constitue I’'une des
premiéres méthodes développée pour mesurer la fonction endothéliale microvasculaire. Elle consiste a
cathétériser I’artere brachiale afin d’y injecter directement une substance vasodilatatrice (acétylcholine
par exemple) puis & mesurer la variation du flux sanguin au niveau de tout le lit périphérique de

I’avant-bras par pléthysmographie, reflétant ainsi la vasodilatation de la microcirculation.

L’avantage de ces techniques réside dans le fait que le bras controlatéral est utilisé comme « controle »
interne. De plus, elle permet d’étudier les mécanismes physiologiques impliqués dans la relaxation par
injection d’agents pharmacologiques adaptés. Cependant, son caractére invasif constitue une limite a
son utilisation en pratique courante.

La « venous occlusion plethysmography ou forearm blood flow (FBF) » est une variante de la
Forearm perfusion technique, la réponse de 1I’endothélium est dans ce cas évaluée apres obstruction de
I’écoulement veineux réalisé en gonflant un brassard autour de la partie supérieure du bras a une
pression proche de la pression diastolique. Lors de cette occlusion veineuse (blocage du retour
veineux), si le flux artériel n’est pas entravé, 1’avant-bras augmente de volume a une vitesse
proportionnelle a la vitesse du flux artériel, lui-méme dépendant de la réponse de I’endothélium au

flux.

Iontophorése couplée au Laser Doppler : elle consiste a mesurer la vasodilatation au niveau des
microvaisseaux cutanés suite a une injection locale d’acétylcholine ou de nitroprussiate de sodium
(donneur de NO) par iontophorése. La perfusion est évaluée par Laser Doppler de type imaging (LD1i)
qui permet d’avoir un calcul sur une surface donnée ou par Laser Doppler associé¢ au flux (LDF) qui

r . : . 208, 209 7 ’ . \ “1:
évalue la vasodilatation sur un seul point *****. C’est une méthode récente, facile a utiliser. Cependant
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les protocoles utilisés doivent étre mieux standardisés puisque la reproductibilité des mesures est loin

d’étre satisfaisante.

Tonométrie artérielle périphérique ou pléthysmographie digitale :

La société Itamar Medical a congu un appareil totalement automatisé (endoPAT) permettant la mesure
de la fonction endothéliale par tonométrie artérielle. Cette technique mesure les modifications du
volume artériel pulsatile au niveau d’un doigt par plethysmographie, lors d’une hyperémie consécutive
a Pocclusion de I’artére humérale. Son grand avantage réside dans le fait que le bras contralatéral
constitue un témoin interne, et que sa réalisation prend peu de temps et est totalement opérateur-
indépendante. Cette technique étant récente, sa valeur diagnostique et prédictive doit étre validée sur

de grandes cohortes de patients.

Une autre technique comme la capillaroscopie périunguéale explore par microscopie optique, de
maniére non invasive les anomalies morphologiques et fonctionnelles des anses capillaires du derme
superficiel. Cette derniére est plus utilisée dans les pathologies dermatologiques (exemples
sclérodermie, syndrome de Raynaud) ou I’on rencontre des signes non spécifiques de souffrance
capillaire telles que des hémorragies, des cedemes treés localisés et des ramifications de néogenese

capillaire.

D’autres techniques comme 1’échocardiographie trans-thoracique ou encore le PET (positron emission

r r . . 21
tomography) sont en cours de développement pour évaluer les flux et les réserves de flux coronaire *'°.
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Figure 12. Méthodes de mesure clinique de la fonction endothéliale selon les lits vasculaires '™*:
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Autres méthodes d’évaluation de la fonction endothéliale

L’épaisseur Intima-Média (EIM, IMT en anglais) et la rigidité artérielle : ce sont des parametres
fréquemment utilisés comme marqueurs de fonction endothéliale macrovasculaire, en raison de leur
caractere non invasif, de leur bonne reproductibilité et de leur facilité d'utilisation. L’IMT évalue par
échographie 1’épaisseur de ’intima et de la media de I’artére carotide commune ou interne ; elle
refléte les modifications structurales des parois vasculaires. La rigidité artérielle est mesurée par la
vitesse de I’onde de pouls, le plus souvent évaluée entre la carotide et les doigts. Sa mesure est couplée
a un tonometre d’aplanation et a un oxymetre distal (capteur infrarouge de flux). La vitesse de I’onde
pulsatile (VOP) (pulse wave velocity) obtenue représente la vitesse avec laquelle le pouls traverse le
systéme artériel ; vitesse directement liée a la rigidité artérielle. Cependant, a la différence de la DE
qui représente une fonction, ces paramétres reflétent plus des altérations morphologiques et
mécaniques. En effet, il existe des discordances de relation entre IMT, rigidité artérielle et fonction
endothéliale qui selon les études et les pathologies, peuvent étre présentes simultanément chez un

211, 212

méme patient, ou peuvent se manifester ’'une indépendamment de ’autre . Leur utilisation

comme marqueurs de DE est donc discutable.

Plusieurs « biomarqueurs » circulants de la DE tels que les molécules d’adhérence (ICAM-1, VCAM-
1, E- et P-selectines), la CRP, I’IL-6, le facteur von Willebrand (vVWF), les cellules endothéliales
circulantes, les microparticules, I’endothéline, I’adiponectine, I’inhibiteur endogeéne de la NO synthase
(ADMA : Asymmetric dimethylarginine) ont été proposés, mais aucun n’a pu étre validé pour I’instant

dans la PR 7213,

I11.2.2 Dysfonction endothéliale et risque cardiovasculaire dans la population générale

Comme nous ’avons décrit précédemment, la dysfonction endothéliale (DE) est un élément précoce
favorisant 1’installation de I’athérosclérose et la vulnérabilité des plaques d’athérome ; elle participe
ainsi 4 I’augmentation du risque CV "** 2. La DE traduit 1’impact des facteurs de risque CV sur la
santé vasculaire. La plupart des pathologies CV sont associées a une DE, méme s’il est souvent
difficile de déterminer si la DE observée est une cause ou une conséquence de la pathologie.

192, 214
92, et est

Il est reconnu que la DE macrovasculaire est un marqueur prédictif d’athérosclérose
associée a un certain nombre de facteurs de risque CV traditionnels comme le vieillissement, le
tabagisme, I'hypertension et la dyslipidémie *"°. De nombreuses études ont établi un lien entre DE,
micro- ou macrovasculaire et le risque CV. La valeur prédictive de la DE sur les événements et la
mortalit¢ CV a été démontrée dans plusieurs populations ayant des maladies CV établies ou déclarées.
La mesure de la fonction endothéliale permet une meilleure stratification du risque CV,
complémentaire aux informations données par le score de Framingham. Plus intéressant encore, la

mesure de la fonction endothéliale présente une valeur prédictive d’événements CV futurs lorsqu’elle

est mesurée chez des individus ne présentant aucun signe CV apparent >'® *'’. Dans ces populations
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asymptomatiques seule la mesure de la DE microvasculaire présente une valeur prédictive, et non la

FMD 28,

Malgré 1’évolution considérable des techniques de mesure de la DE chez ’Homme, la mesure de la
fonction endothéliale n’est pas encore utilisée en routine comme élément de diagnostic et de suivi des
pathologies CV, chez lesquels les algorithmes de calcul de risque CV sont bien adaptés. Il pourrait en

étre autrement chez les patients PR '*.

II1.3 DE au cours de la PR : données cliniques

I11.3.1 Généralités

La présence d’une DE dans la PR a été mise en évidence pour la premiére fois en 2002 par 1’étude de

Y% dans laquelle les auteurs rapportaient une diminution de la vasodilatation

Bergholm et al.
acétylcholine-dépendante au niveau de 1’avant-bras (forearm blood flow) chez les patients arthritiques

comparés a un groupe témoin (DE microvasculaire).

Depuis, des revues systématiques de la littérature ont confirmé 1’existence de cette DE dans la PR
comparativement a des sujets sains. La majorité des études ont étudié la DE du lit macrovasculaire qui
est le site préférentiel de I’athérosclérose. Elles rapportent soit une réduction significative de la FMD

220-223

brachiale , soit une augmentation de I’épaisseur intima-média carotidienne, et/ou encore une

augmentation de la rigidité artérielle ** 22+,

Compte tenu de l’incidence élevée des manifestations ischémiques dans la PR (myocardiques,

cérébrales, rénales) > %%

et étant donné le role que joue le lit microvasculaire dans le métabolisme de
ces tissus périphériques, il s’est avéré important d’étudier la DE microvasculaire des patients PR et de

déterminer le lien entre ces 2 lits vasculaires.

Un autre élément important concernant la DE dans la PR est son moment de survenue au décours de la
maladie et son lien avec la sévérité de la maladie. La réponse a cette question se heurte a la difficulté
de définir la phase précoce de la PR en lien avec la sévérité de la maladie de la PR. Par exemple,
certains auteurs définissent comme PR récente, toute PR dont les symptomes cliniques datent de 1 a 3
mois ***. D’autres incluent des patients allant jusqu’a 12 mois de symptomes (moyenne=6 mois) mais

99, 229

obtiennent au final des DAS28 tres différents ou encore 18 mois avec une activité de la maladie

non renseignée *'°. Ainsi une activité élevée de la maladie a un stade précoce de la maladie et une

221,230
R

activité faible a un temps tardif de la P ou vice-versa, sont des tableaux cliniques possibles en

cas de PR. De la méme manicre, les critéres de classification de la sévérité de la maladie change d’une
étude a I’autre. Si d’une maniére générale, les auteurs utilisent le DAS28 comme critére de sévérité 2"
20 certains considérent uniquement le statut inflammatoire global (le taux circulants de CRP ou la
VS) #!. Ces deux paramétres de durée et d’activité de la maladie doivent donc étre considérés

séparément et doivent apparaitre de manicre plus précise dans chaque étude.
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II1.3.2 La DE selon les lits vasculaires

La DE macrovasculaire :

La FMD des arteres brachiales est la méthode la plus utilisée pour caractériser la DE macrovasculaire
des patients PR ***. Une revue systématique de la littérature incluant 57 études transversales et 27
longitudinales démontre qu’il y a suffisamment de preuves pour attester de la présence de DE
macrovasculaire dans la PR **. Plusieurs données soutiennent le fait que la DE macrovasculaire peut
apparaitre précocement et s’aggraver au fur et a mesure de la chronicité de la maladie. Tout d’abord

Foster et al. **

rapporte une fonction endothéliale normale chez des patients nouvellement
diagnostiqués depuis moins d’un mois. Ensuite la FMD a été remarquée significativement réduite chez
des patients ayant en moyenne 12 mois de maladie *’. L’étude de Sodergren * en 2010, menée chez
des patients PR ayant des symptomes datant de moins d’une année montre que la FMD devient
anormale apres 18 mois de suivi. Dans cette étude, les auteurs considérent que ce suivi de 18 mois
correspond toujours a un stade précoce de la maladie. Dans le méme sens, I’équipe de Gonzalez-
Juanatey et al. > rapporte une FMD diminuée chez des patients aprés plus de 14 ans de maladie, alors
que ceux ayant une PR depuis moins de 7 ans ont une FMD normale. Néanmoins, d’autres études
rapportent la présence de DE macrovasculaire indépendamment de la sévérité de la maladie, méme

quand I’activité de la PR est considérée comme faible **'.

La DE microvasculaire :

A I’heure actuelle, peu d’études ont comparé la DE microvasculaire des patients PR par rapport a celle
de sujets sains. Les résultats sont encore trés controversés. Deux études menées respectivement chez
20 et 12 patients PR (versus 33 et 13 individus Contréles) montrent une réduction significative de la
vasodilatation NO-dépendante mesurée par pléthysmographie de ’artére brachiale *'*****°_ Une autre
étude menée sur un plus grand nombre de patients montre également la présence de DE
microvasculaire chez des patients PR ne présentant pas d’antécédents CV ni de signes CV apparents
(65 patientes PR versus 40 sujets témoins) **°. Une DE au niveau de la microcirculation cutanée
(réactivité hyperémique des capillaires cutanés mesurée par laser Doppler) a été également mise en
évidence par I’équipe de Meyer et al *’. Une autre équipe tire la méme conclusion en utilisant la
technique d’iontophorése cutanée d’acétylcholine (LDi) chez des patients PR en pleine poussée
inflammatoire ***. Paradoxalement, deux autres études ne montrent pas de différence de cette LDi chez
les patients PR comparés a des sujets sains : la premicre a ét¢ menée chez 66 patients avec une durée

239

moyenne de maladie égale a 10 ans = et la deuxiéme chez 15 patients nouvellement diagnostiqués

avec une PR d’activité modérée >!.

De facon surprenante, les DE macrovasculaire et microvasculaire semblent étre indépendantes 1’une
de I’autre **. L'évolution temporelle de la DE microvasculaire reste a mieux élucider dans la PR. Ce

dernier point est important a résoudre car les lits micro et macrovasculaires pourraient étre
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différemment affectés par la PR. Des recherches supplémentaires sont également nécessaires pour
déterminer si la DE a une valeur pronostique des complications CV dans la PR, et si la DE micro et

macrovasculaire ont la méme valeur sur ce point.

I11.3.3 Les mécanismes impliqués dans le développement de la DE en cas de PR 232, 241, 242

La DE dans la PR résulte probablement de I’interaction complexe entre plusieurs paramétres incluant
les facteurs traditionnels de risque CV, une prédisposition génétique et auto-immune, une
inflammation chronique, un statut pro-oxydatif et pro-thrombotique, un déséquilibre métabolique
(insulino-résistance ou dyslipidémie). Ces différents parametres sont connus pour interagir avec
I’endothélium, mais leur rdle respectif dans I’installation de la DE dans la PR reste mal connu (Figure

13).

Relation entre la DE et la sévérité de la maladie

Le lien entre la DE macrovasculaire et la sévérité de la maladie (DAS28, CRP, VS) est controversé.

221,236 d’ 99, 136, 225, 243, 244
>

Certaines études trouvent une association autres non . Une étude récente a suivi
58 patients PR nouvellement diagnostiqués pendant une année. Les résultats montrent que la réduction
du DAS28 est corrélée a la réduction de la rigidité de I’artére radiale, méme si cette derniére ne
retrouve pas sa valeur initiale normale **. Des résultats semblables sont observés par I’étude de
Provan et al. '™ ou des patients a PR active, et non ceux qui sont en rémission, présentent une vitesse
d’onde de pouls et une épaisseur intima-média augmentées. Aussi, la DE microvasculaire semble &tre
plus liée a la sévérité de la maladie qu’a la durée de la maladie méme si, encore une fois il existe des
données contradictoires. Mesurée par iontophoreése d’acétylcholine chez 128 patients PR sans
antécédents CV, la DE de la microcirculation cutanée a été associée a un taux circulant élevé de CRP
¢ De maniére intéressante, la méme équipe montre que cette fonction endothéliale microvasculaire
est améliorée uniquement chez les patients répondeurs aux traitements (etanercept ou adalimumab ou

methotrexate) .

Dans le méme sens, une autre équipe a montré la présence d’une DE
microvasculaire chez des patients ayant une PR active (en pleine poussée inflammatoire aigiiec, CRP >
20mg/ml, VS > 30mm/h) et précise une réduction de cette DE aprés traitement (tous traitemnts
confondus) **. A I’inverse Hansel et al. >*° trouve que le traitement par MTX associé ou « switché »
avec Etanercept n’améliore pas la FBF a I’ Acétylcholine, malgré 1’obtention d’une faible activité de la

maladie.

Le role probable du composant auto-immun
Le role du facteur rhumatoide (FR) et des auto-anticorps ACPA dans la DE a été également évoqué
#8230 1 .a présence de ces anticorps est liée a la présence d’une DE, mais la possibilité que ces facteurs

soient responsables de la DE n’est pas établie. Ceci n’est cependant pas exclu puisque récemment,
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dans une étude menée in vitro, le FR isolé du sérum de patients PR a été capable d’activer les
neutrophiles en culture, augmentant ainsi leur adhérence a 1’endothélium et provoquant un processus
délétere pour la cellule endothéliale (mobilisation du calcium, production d’anions superoxydes,

surexpression de [CAM-1 et IL-8) *'.

Relation entre la DE et les facteurs traditionnels de risque CV (FDRCV)

Plusieurs études ont montré la contribution des FDRCV dans la survenue de la DE en cas de PR. Des
résultats de corrélation témoignent que les FDRCV ont impact négatif sur la sévérité de
I’inflammation et sont prédictifs de la survenue de la DE en cas de PR * **! %> 2% Ep revanche,

d’autres équipes 223, 224, 254, 255

montrent des résultats contraires en mettant en évidence des signes
d’athérosclérose ou d’anomalies vasculaires chez des patients PR en présence ou non des antécédents
ou des comorbidités CV et indépendamment des FDRCV comme 1’age, le sexe, le taux élevé de CRP
circulante. Ainsi, méme si leur rdle n’est peut-étre pas prépondérant, les FDRCV pourraient favoriser
I’apparition d’une DE. Le type de FDRCV et le type de DE impliquée (micro ou macro) restent mal

cernés.

Relation entre la DE et l'inflammation chronique au cours de la PR

La reconnaissance du caractére inflammatoire de 1’athérosclérose ''*, associé au fait que les cytokines
pro-inflammatoires sont capables d’activer I’endothélium vasculaire conduisent logiquement a
considérer I’inflammation systémique chronique qui caractérise la PR comme un mécanisme
physiopathologique potentiel de la DE associée a cette pathologie ''>. Cependant, cette association est

probablement plus complexe qu’il n’y parait **.

Il est bien établi que les patients PR présentent des taux plasmatiques élevés de marqueurs
inflammatoires (CRP, TNF-q, IL-1p, IL-6, IL-10) ''* 13724 230.236 1 ¢ 1g]e délétére que joue le TNF-a
sur la fonction vasculaire, notamment endothéliale a été¢ bien documenté par la revue de Zhang et al
*7_De nombreuses données in vivo et in vitro montrent que comme le TNF-a, I'IFN-y et I'IL-1p sont
capables d’activer les cellules endothéliales et d’induire une perturbation transitoire de la production
de NO ***; ils induisent également une surexpression et une libération de molécules d’adhérence telles
que le facteur 'ICAM-1, VCAM-1, MCP-1 et également E-selectine ** *®. Cette réponse de
I’endothélium a un stimulus inflammatoire local se traduit par un changement de sa perméabilité aux
macromolécules et s’accompagne d’un recrutement de leucocytes sur le site inflammatoire. Les
marqueurs d’activation endothéliale précités (vVWF, 'ICAM-1, VCAM-1, E-selectines, P-selectine,

MCP-1) sont augmentés dans le sang des patients atteints de PR comparés a des sujets sains ~ °7 2%

228, 245, 230. 261 - Cependant, une étude récente a montré que I’augmentation des marqueurs circulants
d’activation endothéliale peut varier en fonction de la sévérité de la maladie. Les patients avec une PR
de faible activité (DAS28 compris entre 2,6 et 5,1) ont un taux circulant de VCAM-1 et vWT élevé
alors que ceux qui ont un DAS28 supérieur a 5,1 présentent plus d’E-selectine, de MCP-1,

d’ostéoprotégérine (OPG) et d’ADMA **. Les résultats concernant la corrélation entre les marqueurs
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d’inflammation systémique et les marqueurs d’activation endothéliale restent trés hétérogénes dans la
PR et varient selon le marqueur considéré. Par exemple, parmi 3 cytokines inflammatoires (TNF-a,
IL-1 et IL-6), seule I’IL-6 est positivement corrélée avec ICAM-1 et VCAM-1 >, Une autre étude met
en ¢évidence une corrélation positive entre la CRP et I’E-selectine circulante, ce qui n’est pas le cas

entre I’'[L-6 et I’E-selectine 7.

Il convient de garder a D’esprit que la synovite articulaire
caractéristique de la PR s’accompagne d’une activation de 1’endothélium au niveau des articulations.
Aussi, ’augmentation plasmatique de ces marqueurs ne traduit pas forcément une activation

endothéliale des vaisseaux systémiques.

Les ¢tudes cherchant a corréler les marqueurs d’inflammation systémique et la DE ont donné des
résultats pour I’instant peu convaincants. Elles se sont principalement intéressées aux marqueurs
d’inflammation non spécifiques (CRP et VS). Une corrélation entre le taux plasmatique de CRP et la

. . y , . . r 236, 240
DE microvasculaire a été montrée dans certaines mais pas dans toutes les études transversales =

46 En dépit d’un effet positif des traitements anti-TNF-o sur la DE macrovasculaire, la baisse de CRP
ne corréle pas avec I’augmentation de FMD **?*. La nature épisodique de 1’inflammation clinique
dans la PR suppose que les taux des marqueurs inflammatoires fluctuent eux aussi au niveau
plasmatique. La mesure unique et ponctuelle de ces parameétres pourrait donc constituer un biais. Les
recherches se sont alors intéressées a la notion « d’inflammation cumulative » qui tient compte de
mesures répétées de taux circulants de CRP sur un temps relativement long. La encore les résultats
sont hétérogenes. Certaines études montrent une association entre CRP-cumulative et la DE
macrovasculaire **' alors que d’autres ne trouvent pas de corrélation ni avec la DE macrovasculaire, ni
avec la DE microvasculaire aprés un dosage de CRP et une mesure de VS tous les 3 mois pendant 6

252
anss.

Aussi les efforts visant a caractériser la fonction endothéliale des patients par la mesure de marqueurs
circulants d’activation endothéliale sont encore non concluants. Par exemple, une étude a montré que
seule E-selectine (et non ICAM-1, VCAM-1, P-selectine) corrélait avec la DE microvasculaire cutanée
des patients PR, présentant pourtant des vascularites et micro-angiopathies apparentes **’. Une autre
étude conduite chez 74 patients PR et 80 sujets sains révele que c’est plutot VCAM-1 qui est corrélée
a I’EIM carotidienne **°. Une autre encore met plus en avant I’importance d’ICAM-1 et E-selectine
dans la présence de plaques d’athérome au niveau fémoral **. L*équipe de Sodergren et al *’, explique
ce phénomeéne par le fait que [ activation endothéliale pourrait précéder la DE et le développement de
I’athérosclérose, d’ou une mauvaise corrélation entre les marqueurs circulants d’activation

endothéliale et les parametres de perturbation fonctionnelle ou morphologique de 1I’endothélium.
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Compte tenu de I’augmentation de leurs taux sanguins chez les patients PR, des marqueurs potentiels

de la DE tels que l’arginase circulante *°, TADMA et le BH, *?%, les cellules progénitrices

228, 270-272

endothéliales circulantes ont été proposés pour prédire la DE. Mais aucune donnée valide

n’est disponible a ce jour en cas de PR.

Sévérité de la PR Facteurs traditionnels
(DAS28, CRP, VS) de risque CV

|

Inflammation systémique
(TNF-a, IL-1B, IL-8)

? l
Cellules
endothéliales

Activation endothéliale Dysfonction endothéliale
(VWI1, ICAM-1, VCAM-1, E-Selectine, < > (macrovasculaire, microvasculaire)
P-Selectine, MCP-1) ?

Autres propositions: ADMA, arginase,
VEGF, CECs, BH,

Figure 13. Les potentiels facteurs impliqués dans I’installation de la DE dans la PR (Figure : P. Totoson,
EA 4267, Besangon).

111.3.4 Effets des traitements de la PR sur la DE °'

La plupart des études étudiant I’impact des traitements sur la fonction endothéliale utilisent la FMD
comme méthode d’évaluation. Tous les traitements de la PR n’ont pas été étudiés, et les résultats sont

parfois discordants.

Effets des DMARDs

A titre d’exemple, une étude menée chez 29 patients PR ne montre pas d’effet positif des DMARDs
(type et dose non précisés) sur la DE, malgré une réduction favorable de la CRP et de la VS aprés 2 et
6 semaines de suivi **°. Des résultats similaires ont été observés par Murcada et al. > malgré un effet

bénéfique concernant la réduction des cytokines TNF-a et IL-6.

Effets du MTX sur la DE : malgré plusieurs études et méta-analyses témoignant d’un effet bénéfique

du MTX dans la réduction des manifestations CV 133 152154 160

, trés peu d’études ont évalué son effet
sur la fonction endothéliale. Les résultats de I’équipe de Turiel >’ montrent que 18 mois de traitement
sous MTX ont permis d’améliorer la fonction microvasculaire coronaire, sans effet sur la fonction
macrovasculaire évaluée par I’EIM. Ainsi, I’effet du MTX sur la DE reste a étre mieux caractérisé.
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Effets des biothérapies sur la DE :

Les traitements anti-TNFa sont les plus documentés (Tableau 3). On ne dispose pas encore assez de

données concernant I’effet des autres DMARDS biologiques comme les anti-IL6, anti-CD40, anti-

CTLA4 sur la DE.

Tableau 3. Effets des biothérapies sur la fonction endothéliale dans la PR. ***,

Auteurs Nombre de Traitements Technique Délai d'évaluation Effet
patients PR d'évaluation en semaines

Hurlimann et al., 2002 [44] 11 1FX FMD 12 +

Hansel et al., 2003 [45] 8 ETN vs MTX FBF Analyse immédiate Effet +identique entre MTX et
ETN

Irace et al., 2004 [46] 10 1IFX FMD 0,2et6 Effet en post-perfusion mais
transitoire

Gonzalez-Juanatey et al., 2004 [47] 7 1IFX FMD 2 jours et Effet en post-perfusion mais

4 semaines transitoire
Bilsborough et al., 2006 [48] 14 IFX(n=6)ETN (n=3)vs FMD 36 Amélioration supérieure avec
DMARD (n=5) les anti-TNF

Cardillo et al., 2006 [49] 10 IFX FBF Analyse immédiate +

Maki Petaja et al., 2006 [50] 9 ETN FMD det12 *

Bosello et al., 2008 [51] 10 1FX FMD 2,6et14 Effet en post-perfusion mais
transitoire

Ikonomidis et al., 2008 [52] 46 Anakinra vs GC FMD 4 Amélioration avec anakinra et
pas avec GC

Gonzalez-Juanatey et al., 2008 [53] 6 RTX FMD 2et 26 +

Sidiropoulos et al., 2009 [54] 12 ADA (n=7)IFX (n=5) FMD 78 +

Kerekes et al., 2009 [55] - RTX FMD 2,6et16 +

Capria et al,, 2010 [56] 28 ETN ADAIFX FMD Get 104 +

Kerekes et al., 2011 [57] 8 ADA FMD 24 ¥

Protogeru et al., 2011 [58] 16 Tocilizumab FMD 12et 26 +

Gonzalez-Juanatey et al., 2012 [59] 8 ADA FMD 12  d

Sandoo et al., 2012 [60] 23 Anti-TNF FMD 2 -

FMD : Flow-Mediated Dilation: FBF: Forearm Blood Flow; IFX: infliximab: ADA: adalimumab: ETN: etanercept: RTX: rituximab: TNF: Tumor Necrosis Factor: MTX:
metotrexate ; GC: glucocorticoides ; DMARD : Disease-Modifying Anti-Rheumatic Drugs

Les résultats concernant 1’effet des anti-TNFa sont contradictoires. Une revue de la littérature montre
que divers anti-TNFa réduisent significativement la rigidité artérielle des patients PR ™.  Au
contraire, une autre méta-analyse menée sur 15 études et incluant au total 302 patients traités par des
anti-TNFa (infliximab, adalimumab, et etanercept) ne trouve pas d’amélioration de la FMD *”°. Une
autre étude rapporte une amélioration de la fonction endothéliale sous anti-TNFa de maniére
transitoire puisqu’ils observent une amélioration de la fonction endothéliale aprés 2 semaines de
traitement anti-TNFa, effet qui n’est plus significatif aprés 3 mois de traitement *’°. De la méme

maniére, Hsue et al observe un effet bénéfique de Rituximab sur la FMD, a 12 semaines et non a 24

277 247

semaines de traitement L’équipe de Galarraga montre que 1’amélioration de la DE

microvasculaire cutanée est observée uniquement chez les patients répondant aux traitements. D’autres
études montrent que des anti-TNFa (Adalimumab et Infliximab) améliorent la fonction endothéliale

mais sans modifier ni 1’aspect morphologique (EIM carotidienne) ni 1’aspect mécanique (rigidité

222,262

artérielle) des vaisseaux . Il est également a noter que les marqueurs circulants de la DE tels que

I’ADMA et les marqueurs d’activation endothéliale comme ICAM-1 et VCAM-1 ne sont pas

229, 243, 264

systématiquement diminués par ces traitements anti-TNFa Plusieurs autres études

remarquent une différence d’effet des traitements anti-TNFa selon le lit vasculaire considéré. Sandoo

136, 276

et al. et Turiel et al. ** rapportent que la DE microvasculaire est plus sensible aux anti-TNFo

27
1%

comparé¢ au lit macrovasculaire, tandis que Hsue et a observe un effet au niveau macrovasculaire

et non au niveau microvasculaire.
47



L’effet vasculaire des DMARDs reste donc a étre élucidé, et ce d’autant plus que ’effet respectif de
chaque médicament est mal connu, puisque rares sont les études qui évaluent distinctement les effets
des DMARDs classiques (MTX) et ceux des DMARDs biologiques, les 2 types de DMARDs étant

souvent associés (Tableau 3).

Effets des traitements symptomatiques

Il est bien établi que les glucocorticoides et les AINS présentent des effets CV délétéres dont
’induction d’une DE '**Trés peu d’études se sont intéressées a leur impact sur la fonction
endothéliale en cas de PR. Certaines de ces ¢études ne montrent ni amélioration ni détérioration de la
FMD/rigidité artérielle chez les patients PR, aprés administration d’AINS et de Coxibs pendant 2

278, 279

semaines . De maniére intéressante, 1’utilisation de faible dose de prednisolone ne semble pas

influencer la fonction endothéliale *”°. Notons toutefois les résultats de I’étude de Del Rincon et al **°,
menée chez 647 patients PR, et montrant le développement de plaque d’athérome suite a une
exposition aux glucocorticoides qui laisse suspecter un impact délétére sur la fonction endothéliale a
long terme. Des études a plus long terme, sur de plus grandes cohortes de patients et étudiant plusieurs

doses sont nécessaires pour confirmer ces résultats.

Effets des traitements a visée cardiométabolique

Pour réduire la comorbidit¢é CV des patients PR, des traitements hypocholestérolémiants et
antihypertenseurs sont associ€s aux traitements anti-arthritiques, en accord avec les recommandations
EULAR. Les études concernant 1’effet des statines sur la fonction endothéliale des patients PR vont
dans le sens d’un effet positif du traitement. L’amélioration de la fonction endothéliale serait corrélée

162, 281, 282 .
62,281,282 1 convient

avec le niveau de I’inflammation systémique et I’amélioration du ratio LDL/HDL
de remarquer que dans toutes ces ¢tudes, I’administration de statines était combinée avec les
traitements DMARDs. La question qui se pose est de savoir si cet effet bénéfique ne serait pas un effet

synergique de 1’association des traitements ?

Un effet bénéfique des inhibiteurs de ’enzyme de conversion (IEC : ramipril versus placebo) sur la

fonction endothéliale des patients PR a été reporté **.

Une autre étude a montré I’effet bénéfique de 1’activité physique ** ou encore de la vitamine D sur la
DE **. Les quelques études s’intéressant & la pioglitazone (un antidiabétique oral qui n’est plus
commercialisé en France) sur la DE des patients PR ne montrent pas d’amélioration de la fonction

,q. . . . . egel , . , . . 286. 2
endothéliale ni macro ni microvasculaire. Seule la rigidité artérielle est réduite par ce traitement 2%,

Ces ¢études interventionnelles présentent plusieurs limites. La premiére est 1’absence de groupe témoin
non PR dans de nombreuses études, les faibles effectifs des cohortes, les délais de suivi trés

hétérogeénes. Mais la plus importante limite est que ’effet d’une stratégie thérapeutique donnée est
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toujours étudié chez des patients polymédicamentés. L’effet spécifique de chaque médicament serait
intéressant a étudier isolément, mais malheureusement ce genre d’étude est éthiquement impossible a

mener chez les patients PR eu égard aux recommandations de prise en charge thérapeutique actuelles.

L’ensemble de ces données soulignent la difficulté¢ de tirer des conclusions définitives a partir des
études cliniques concernant les mécanismes impliqués dans la DE, les territoires vasculaires affectés et
la cinétique des anomalies observées, le lien avec I’inflammation ou I’impact des différents
traitements. Aussi, les études sur des modeéles animaux de PR s’averent nécessaires pour répondre aux

nombreuses questions posées.

II1.4 DE au cours de la PR : données expérimentales

L’utilisation de modeles animaux permet d’étudier les mécanismes physiopathologiques impliqués et
offrent 1’opportunité d’identifier des nouvelles cibles thérapeutiques et de tester des nouvelles

stratégies de diagnostic ou de traitement.

II1.4.1 Les principaux modéles animaux de PR *>* % 2%

Dans le cas de la PR, les modéles animaux peuvent étre de type « induits », génétiquement provoqués
ou spontanés. Chacun de ces modéeles est caractérisé par des réactions immuno-inflammatoires
conduisant a des manifestations cliniques plus ou moins proches de la PR humaine. Ils ont permis une
énorme avancée dans la compréhension de la physiopathologie de la maladie ainsi que dans le
développement préclinique des molécules anti-arthritiques. Ces modéles différent entre eux par les
critéres physiologiques de 1’animal utilisé (souche, age, statut hormonal) et par 1’agent arthritogéne
utilisé (chimique, collagéne, adjuvant) ***. Les modéles murins sont les plus utilisés, méme s’il existe
quelques études utilisant des animaux non-rongeurs tels que le lapin et les primates ****%. Parmi les
rongeurs, le rat et la souris sont les plus couramment utilisés. Le cobaye a occasionnellement servi
pour explorer les mécanismes de destruction articulaire **°, mais son utilisation devient de plus en plus
rare. Une récente revue de la littérature a conclu que les modeles animaux de polyarthrite les plus
prédictifs de ’efficacité des traitements de la PR étaient le modele d’arthrite a adjuvant chez le rat et le
modele d’arthrite a collagéne chez la souris **, modéles que nous allons décrire plus en détail dans ce

paragraphe, et dont les caractéristiques principales sont résumées dans le Tableau 4 (voir page 54).
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a) L’arthrite induite & adjuvant (adjuvant-induced arthritis, AIA)

Le modéle AIA a été le premier modéle expérimental de PR développé par Pearson en 1956 *. 1
s’agit d’un modele « induit », réalisé de préférence chez le rat male, a un age supérieur a 5 semaines.
Le rat Lewis représente la souche la plus fréquemment utilisée en raison de sa meilleure réponse a
I’agent arthritogéne (plus de 90% de taux de développement d’arthrite). Les souches Sprague Dawley
et Wistar sont moins sensibles au modeéle ; et d’autres souches comme Fisher 334, DRBB (Diabetic
Resistant BB) et Brown Norway (BN) ont été abandonnées a cause de leurs réponses trop faibles.

% Immunisation : le modele AIA consiste en une unique injection par voie intradermique a la base
de la queue de Mycobacterium tuberculosis ou butyricum inactivé, en suspension dans 1’adjuvant
incomplet de Freund. Cette suspension est appelée communément adjuvant complet de Freund (CFA).
Une autre modalité consiste a injecter la suspension dans la face plantaire d’une patte qui induira des
lIésions sur cette patte injectée mais aussi, de mani¢re un peu retardée, des lésions sur la patte

controlatérale %% %%,

«» Réactions immuno-inflammatoires :

Les peptidoglycanes arthritogénes du bacille inactivé absorbés au niveau du site de 1’injection sont
drainés par les vaisseaux et les nceuds lymphatiques jusqu’au site synovial. Suite a I’accumulation de
ces peptidoglycanes, le développement de I’arthrite est initié par I’activation des lymphocytes T et
I’inhibition de la synthése des protéoglycanes au sein du cartilage qui, par le biais d’enzymes
protéolytiques et/ou de radicaux libres, aboutissent a une rupture progressive du collagéne, a

I’endommagement de la matrice et a la dégradation de 1’0s %

. L’activation des lymphocytes T induit
également un recrutement local et massif des neutrophiles, une prolifération des synoviocytes associée
a une activation des cellules endothéliales aboutissant a une formation de pannus. La production locale
de cytokines IL-17, IFN-y, TNF-q, IL-1, et IL-6 est impliquée dans la pathogénie du modéle AIA .
En revanche, Les lymphocytes B et 'immunité humorale ne semblent pas jouer de rdle dans ce

\ 289
modele =,

«»  Evolution du modéle :

Les signes cliniques d’arthrite apparaissent généralement 10 a 14 jours aprés 1’injection unique de
Mycobacterium et débutent par une perte de poids et une apparition de rougeurs et gonflements au

niveau des doigts et des chevilles des pattes **'

. L’inflammation progresse jusqu’a un maximum entre
J20 et J30 post-induction. Le rat présente alors une polyarthrite affectant particuliérement les
chevilles, poignets et les petites articulations inter-phalangiennes distales (Figure 14). Au-dela de
cette phase aigué, les signes inflammatoires régressent et seules persistent des déformations
articulaires. Une des particularités du modele est la présence de manifestations extra-articulaires
ophtalmiques, cutanées, digestives et génito-urinaires. La plupart des animaux développent aussi des

nodules au niveau de la queue. Des méthodes d’évaluation de I’inflammation clinique ont été
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développées, qui consistent en 1’établissement d’un «score arthritique » tenant compte des érythémes
et cedemes. La mesure des diameétres des pattes a 1’aide d’un pied a coulisse peut également étre

utilisée a la place ou en complément de I’évaluation de la clinique.

C

e

Figure 14. Photographies représentant différentes atteintes et évolutions cliniques de I’arthrite
induite a I’adjuvant. (a): atteinte modérée de la cheville, (b) : atteinte intense du bloc tarso-
cheville, (¢) : inflammation du poignet, (d) : atteintes isolées des doigts. Photos : P. Totoson, EA

4267. Besancon.

Sur le plan histologique, le modéle AIA est caractérisé par un infiltrat inflammatoire synovial
(majoritairement neutrophile) qui devient ensuite périarticulaire et péritendineux (Figure 15), un
cedéme des tissus mous essentiellement au niveau de la cheville et du poignet, un dépot articulaire de
fibrine, des foyers de nécrose accompagnée de prolifération de synoviocytes, de fibroblastes, ainsi

qu’une activation des ostéoclastes et ostéoblastes.
Sur le plan radiologique, on note une résorption osseuse marquée, une prolifération périostée, une

formation de pannus avec destruction cartilagineuse, osseuse et finalement une ankylose articulaire

(Figure 16) surtout dans les stades tardifs du mod¢le.
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Figure 15. Histologie des articulations de la cheville 14 jours post-immunisation (coloration
hématoxyline-eosine-safran). (A)rats témoins : tissu synovial normal (S), plaque de croissance
normale de I’os tibia (grande fléche), tarse normal (petite fleche). (B) rats Lewis AIA : synovite sévére
et inflammation périarticulaire (S), résorption osseuse marquée au niveau du tibia distal (grande

fleche), début de résorption osseuse au niveau du tarse (petite fléche) **.

Figure 16. Radiographie aux rayons X des pattes de rats a 33 jours post-immunisation. (A) rats

témoins, (B) rats Lewis AIA : gonflement de tissu mou, ostéoporose (déminéralisation, diminution de
la densité osseuse), érosion osseuse, destruction du cartilage (pincement des espaces articulaires) et

néoformation et prolifération périostale. Images : P. Totoson, EA 4267, CHRU, Besangon.

% Avantages et inconvénients : le modéle AIA a I’avantage de permettre un développement

rapide d’une inflammation polyarticulaire sévere, avec un rendement supérieur a 90% des animaux
induits, facile a évaluer a D’aide de scores cliniques adaptés. Ce modele partage plusieurs
caractéristiques avec la PR humaine, y compris les cedémes des extrémités, la dégradation du cartilage,
la perte de la fonction articulaire et l'infiltration des lymphocytes dans les articulations. Toutefois, le

modeéle est dénué de FR et la résorption osseuse obtenue est plus importante comparée a celle observée
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chez I’homme. Le modeéle AIA est considéré comme un modéle se limitant a une seule poussée
inflammatoire, contrairement a la PR. Cependant, des travaux récents de notre laboratoire ont montré
qu’il pouvait exister des poussées si 1’on suivait les rats sur plusieurs mois ***.

b) Arthrite i collagéne (collagen-induced arthritis, CIA) & %%

Le modele CIA peut étre réalisé chez la souris (DBA/1, B10.RIII et C57BL6), chez le rat (Wistar,
Sprague-Dawley, Lewis, Dark Agouti : DA) ou encore chez la brebis.

% Immunisation : la CIA est induite par une injection intradermique a la base de la queue de
collageéne de type II hétérologue (non murin, exemple : collagéne bovin ou collagéne de poulet) ou
homologue (moins fréquent), en suspension dans 1’adjuvant incomplet de Freund. L’injection a la base
du dos est également possible. Certaines variantes du protocole utilisent de 1’adjuvant complet de
Freund (c’est-a-dire de 1’adjuvant incomplet enrichi avec des protéoglycanes de Mycobacterium).
Dans certains cas, une deuxiéme injection est réalisée 2 a 3 semaines apreés la premiére, pour

, . . . . 303
« booster » la réponse immunitaire et obtenir rapidement une polyarthrite sévere .

+ Réactions immuno-inflammatoires : le modéle CIA résulte d’un dépdt de complexes immuns

sur les surfaces articulaires. La membrane synoviale normalement hypocellulaire devient infiltrée par
des cellules immunitaires (lymphocytes T et B, macrophages, neutrophiles). Ceci conduit a la
formation de pannus, a une hyperplasie synoviale, a une destruction du cartilage et a une résorption
osseuse. Ainsi, la réponse immunitaire dans ce modele CIA implique les lymphocytes T CD4+ et les
lymphocytes B qui produiront des anticorps dirigées contre le collagéne de type 1. Plusieurs cytokines
pro et anti-inflammatoires sont également exprimées au niveau du tissu synovial, notamment le TNF-
o, PIL-1B, I'IL6 **. L’immunité humorale et le complexe majeur d’histocompatibilité de classe II sont

particuliérement impliqués dans le modéle CIA chez la souris **°.

¢ Evolution du modéle :

Sur le plan clinique, le modeéle CIA entraine une polyarthrite avec apparition d’cedémes et d’érythémes
des pattes. Chez la souris, les premiers signes d’arthrite apparaissent vers 21 jours aprés induction et
restent visibles jusqu’au 50-60™ jour aprés induction. Les signes extra-articulaires de la CIA sont peu
fréquents et prédominent essentiellement sur la sphére ORL (polychondrite, dysfonction vestibulaire).

Sur le plan histologique et radiologique, comme chez 1’AIA, on retrouve une synovite, une formation

de pannus, une destruction du cartilage et érosion osseuse.

«» Avantages et inconvénients : ’arthrite a collagéne partage plusieurs caractéristiques avec la

PR humaine, notamment concernant la présence d’auto-anticorps et une réaction d’hypersensibilité

retardée. Le rendement aprés immunisation est proche des 90%. Par contre, le temps de
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développement de I’arthrite est relativement long et variable dans ce modéle, d’ou la nécessité

fréquente d’une 2°™ immunisation pour « booster » la réponse immuno-inflammatoire. Comme dans

I’AIA, Darthrite de la CIA est aussi spontanément résolutive, avec une seule phase d’inflammation

aigiie.

Tableau 4. Comparaison des caractéristiques des modeles expérimentaux d’arthrite AIA (rat), CIA

(souris) et la PR chez I’Homme (d’aprés °, aprés modification)

caractéristiques AIA m CIA PR
e Induction espece rat souris Homme
Agent arthritogéne Mycobacterium Collagene de type 11
adjuvant IFA IFA
voie d’induction intradermique intradermique
mode d’induction unique 1 ou 2 immunisations
e Signes délai d’apparition 10-14 jours 21 jours
cliniques durée de la phase ) )
1 mois 1 & 2 mois

inflammatoire aigue

rythme rémission spontanée rémission spontanée poussées évolutives
polyarthrite périphérique + + T
érosion articulaire + + T
formation de pannus + + +
ankylose rachidienne + - +/-
réaction périostée + - N
atteinte extra-articulaire +++ + T+
e Pathogénie lymphocytes T + + T
lymphocytes B - + +
complexe histo-
- + +
compatibilité
complément - + T
cytokines ++ ++ =+
auto-anticorps - anti-collageéne FR, ACPA

IFA : Incomplet Freund Adjuvant

% Remarque I : malgré une méthode d’induction identique, les signes cliniques du modele CTIA

chez le rat sont différents de ceux de la souris. Chez le rat, ces signes apparaissent plus rapidement

entre 10 et 16 jours aprés la premiére injection ; le maximum inflammatoire survient vers le 20°™ jour

environ, puis ensuite les signes décroissent progressivement. Dans ce modele CIA rat, on retrouve une

plus grande sensibilité des femelles par rapport aux males.
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Remarque 2 : le modéle CIA chez la brebis est ¢galement différent des 2 premiers. L’induction se fait
chez la brebis dgée de 2 ans, par une premicre injection en sous-cutanée de suspension de collagéne
bovin de type II émulsifié dans de I’adjuvant complet, suivie d’une 2°™ injection de sensibilisation &
J14 et d’une 3°™ injection d’immunisation directement au niveau du jarret a J28 **. La phase
inflammatoire aigiie s’étale de J28 a J42. L’arthrite est également spontanément résolutive dans ce

modeéle.

¢) Les autres modéles murins induits

o Modeéles par administration d’autres huiles et hydrocarbures non-immunogéniques : « oil-

induced arthritis » (OIA) est ’exemple typique, il consiste en une injection intradermique de
I’adjuvant incomplet de Freund dans la cheville de rat Dark Agouti (DA), qui induit une arthrite
périphérique discréte chez le rat DA. Ce type de modele peut également étre réalisé par injection de

pristane, de squaléne et d’avridine **.

X Streptococcal cell wall arthritis (SCW): il est réalisé chez des souches sensibles (rat Lewis,
lapin) par une seule injection soit locale (intra-articulaire) soit systémique (intrapéritonéale) d’une
suspension de fragments de parois cellulaires (peptidoglycane-polysaccharide) de streptocoques du
groupe A ou d’autres bactéries comme Lactobacillus ou Mycoplasma. Une réaction inflammatoire
aigiie se met en place dans les 24h, suivie d’une activation de complément et des cellules T. La
recrudescence de l'arthrite se manifeste deux a trois semaines aprés I'immunisation et persiste pendant

plusieurs mois .

*» Modéle par administration de protéines exogeénes : on cite I’exemple du cartilage oligoméric

matrix protéin induced arthritis (COMP) administrés chez le rat DA ou Lewis par voie intradermique a
la base de la queue. Il existe également d’autres arthritogénes synthétiques telle que 1’horseradish
peroxidase, I’ovalbumine, le sulfate de chondroitine appauvri.

R/

¢ Mode¢les induits par anticorps, auto-antigénes, ou cytokines : il s’agit d’une administration

locale ou systémique d’anticorps monoclonaux (souvent un cocktail de plusieurs anticorps) dirigés
contre le collagéne de type II ou d'autres auto-antigénes qui sont fortement exprimés dans les
articulations. Cela induit des lésions articulaires aigués. Il est également possible d’induire une
synovite aigiie par injection de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p ou TNF-a) directement dans
I’articulation tibia-tarsienne. Cette méthode permet surtout d’étudier le réle de la cytokine en question
dans la pathogénie de I’arthrite. Dans le méme principe que le modele CIA, 1’administration d’auto-
antigéne telle que la « glucose-6-phosphatase isomérase » : une enzyme ubiquitaire de glycolyse,

induit une arthrite auto-immune.
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d) Les modéles génétiquement provoqués *'*>"

11 s’agit des mod¢les transgéniques qui développent spontanément une arthrite :

- modulant les cytokines : des souris surexprimant TNF-a ou surexprimant IL-1 ou encore une souris
déficiente en récepteur antagoniste de I’IL-1B (IL-1ra -/-) développent spontanément une polyarthrite.
Plus récemment, une souris déficiente en tristetraproline (TTP”) développe également une
inflammation chronique ressemblant a la PR. La tristetraproline est en effet une protéine de liaison
régulant le processus pro-inflammatoire par la déstabilisation d’ARNm codant TNF-a et MIP-1. Ces

souris permettent d’évaluer le role potentiel de certaines cytokines dans la pathogénie de la PR.

- modulant d’autres protéines : les souris transgéniques surexprimant la protéine virale oncogene
HTLV-1 (Human T-cell leukemia virus type-1) développent aussi une arthrite chronique. D’autres
modeles SKG et KRN obtenus par mutation respective du géne codant pour la protéine ZAP-70 et le
récepteur des cellules T reconnaissant la GO6PI, modulent la fonction des lymphocytes T et provoquent

une arthrite chez la souris.

11.4.2 Les méthodes d’études de la fonction endothéliale chez I’animal

Contrairement aux techniques utilisées chez ’Homme qui privilégient des moyens non-invasifs in
vivo, les méthodes d’étude de la fonction endothéliale utilisées chez 1’animal sont invasives, réalisées
ex vivo a partir de vaisseaux isolés, prélevés sur un animal anesthésié. L’intérét des études sur
vaisseaux isolés est de simplifier le modele expérimental et de limiter les nombreux facteurs présents
in vivo susceptibles de compliquer I’interprétation des résultats (interactions complexes entre les
cellules endothéliales / vasculaires et des facteurs hormonaux, nerveux ou des interactions cellules-
cellules). Le vaisseau isolé est découpé en segments cylindriques disposés dans une chambre a organes
isolés mimant au mieux les conditions physiologiques (solution physiologique oxygénée (O, 95% /
CO, 5%), a pH 7,4 et a température constante maintenue a 37°C). Le liquide physiologique de Krebs
dans lequel baigne le vaisseau contient les ions et solutés nécessaires au fonctionnement cellulaire tels
que Na', K*, Ca*", Mg*", CI', HCO;, SO,” et glucose. Ces techniques peuvent s appliquer aux artéres
de conductance, de résistance et aux veines. Elles permettent 1’étude directe de la vasodilatation
dépendante de I’endothélium, en réponse, comme chez I’Homme :

- a des agonistes de récepteurs endothéliaux (Ach, adénosine, ADP, histamine, substance P,

bradykinine)
- aun stimulus physique activateur de I’endothélium : les forces de cisaillement (shear stress)

qui induisent une vasodilatation « flux-dépendante ».
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La relaxation vasculaire peut étre évaluée soit
- en conditions isométriques : elle consiste en la mesure des variations de tension d’un vaisseau
dont le diameétre est imposé et constant.
- en conditions isobariques : elle consiste en la mesure des variations de diamétre d’un vaisseau

pressurisé a pression constante.

a) Technique de vaisseaux isolés en conditions isométriques *'

Montage

Il s’agit d’une technique de réactivité vasculaire a des agents pharmacologiques. La technique
d’anneaux vasculaires isolés constitue la méthode standard d’exploration de la fonction endothéliale
chez ’animal. Elle peut étre réalisée sur des vaisseaux de rats, de souris. Elle est réalisée sur des
segments d’artéres de conductance (aorte thoracique le plus souvent ou carotide) ou de veines montées
entre deux crochets d’acier inoxydable reliées a un capteur de tension. Le dispositif quantifie la
variation de tension de 1’anneau vasculaire en réponse a des agents pharmacologiques vasoactifs,
qu’ils soient constricteurs ou dilatateurs (Figure 17). Les diamétres des crochets doivent étre adaptés a
la taille des vaisseaux pour éviter d’endommager la couche fragile d’endothélium au moment de

I’insertion des crochets.

Amplificateur
Capteur de tension

Agents
pharmacologiques

Tension(g)

NA
_—

P Ik

Cuve
Thermostatée ——
(37°C)
—

Anneau aortique (2-3 mm)

Liquide physiologique, 0,/CO, Avec ou sans endothélium

Figure 17. Montage technique de la réactivité vasculaire sur anneau aortique isolé¢. La force
transmurale de I’anneau vasculaire est enregistrée par un capteur de tension. On ¢étudie ici la
relaxation d’une dose croissante et cumulative d’acétylcholine (Ach), apres une pré-contraction a

la noradrénaline (NA). (Figure : EA 4267, Besangon).
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Un dispositif développé par Mulvany et Halpern '~ utilise des fils fins de tungsténe (diamétre inférieur
a 40um) et permet d’étudier la réactivité vasculaire de segments d’artéres de résistance ou de veinules

de petite taille (diametres 100-300 um) (Figure 18 et 19).

Figure 18. Les composants du myographe de Mulvany. A et B : le segment d’artére de 2 mm environ
est monté entre deux fils de tungsténe. C: double jeu de machoires en acier inoxydable, un
micrometre permettant d’imposer une tension intra-luminale sur le segment vasculaire, un transducteur

: 314
et capteur de tension ~ .

Allen screws for fine alignment of the  » Connection to Myo-interface

Figure 19. Photos du systéme de Mulvany selon la marque Danish Myo Technology ®, A : Unité de
myographe, B : interface de 1’appareil.
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Quel que soit le dispositif utilisé, une fois le vaisseau prélevé, nettoyé, monté sur 1’appareillage,

, , e . . . . , SR : 312
I’¢étude de la réactivité vasculaire doit suivre plusieurs €tapes décrites ci-dessous ~ .

Phase d’équilibration

Au début de I’expérimentation, une phase d’équilibration ou de normalisation est nécessaire, pendant
laquelle les segments vasculaires sont tendus progressivement. Cette tension imposée constitue une
sorte de pré-stimulation et de préparation des différentes fibres d’actine et de myosine a répondre aux
stimuli pharmacologiques. Il est en effet démontré que les contractions et relaxations vasculaires sont
plus fortes, plus stables et plus reproductibles sur un anneau préalablement étiré comparé a un anneau
non étiré. La durée de cette phase d’équilibration et la procédure de 1’étirement ainsi que la valeur de
la tension de base varient selon les protocoles. A titre d’exemple, les anneaux aortiques nécessitent 30
a 90 minutes d’équilibration avec application d’une force passive de 0.5, 1 ou 2g (dans nos conditions

o 315 o) . o .
expérimentales” ) par étirements successifs ou étirement unique.

Tests de viabilité cellulaire et d’intégrité de [’endothélium

Cette ¢tape consiste a vérifier la viabilité¢ des segments vasculaires en induisant une contraction soit
par des agonistes de récepteurs du muscle lisse vasculaire (Noradrénaline, Phénylephrine, angiotensine
11, sérotonine par exemple), soit le plus souvent par une solution riche en potassium (KCI 100 ou 120
mM). Dans une deuxiéme étape, dans la mesure ou le prélévement du vaisseau puis son montage sur le
systéme peuvent Iéser I’endothélium, il est nécessaire de s’assurer de 1’intégrité de I’endothélium. La
méthode la plus utilisée consiste a évaluer la capacité de relaxation d’un vaisseau, précontracté par une
concentration submaximale d’un agent vasoconstricteur (noradrénaline ou phénylephrine par
exemple), a un agent relaxant endothélium-dépendant (Ach le plus souvent). Les seuils de relaxation
minimale a obtenir dépendent du vaisseau considéré : a titre d’exemple le seuil d’acceptabilité est de

80% de relaxation pour les anneaux d’aorte de rat ',

Etude de la fonction endothéliale proprement dite

La fonction endothéliale est étudiée en mesurant la réponse vasodilatatrice d’un segment vasculaire
préalablement contract¢é a des concentrations croissantes et cumulatives d’un agent relaxant
endothélium-dépendant, permettant de tracer des courbes « effet-concentrations ». La présence d’une
dysfonction endothéliale (DE) correspond a une réduction de cette relaxation comparativement a un

vaisseau « témoin sain ».

Avantages et inconvénients

L’¢étude de la réactivité vasculaire en conditions isométriques est une technique d’exploration
reproductible, et facile a mettre en ceuvre. Le systéme est généralement doté de plusieurs cuves
(chambres d’organes), permettant d’étudier en parallele la réactivité de segments vasculaires issus du

méme animal. Il est donc possible d’étudier les mécanismes impliqués dans la DE sur un méme
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vaisseau. Il est également possible de réaliser dans une méme expérience une comparaison « animal
pathologique » versus «animal sain». Il est possible de dénuder les segments vasculaires afin
d’enlever ’endothélium et d’étudier la relaxation/contraction endothélium-indépendante. Les points
critiques de la technique résident dans le choix de la tension basale qui peut influencer la réactivité, et
dans la valeur de contraction qui précede 1’ajout de 1’agent relaxant endothélium-dépendant. En effet,
il est possible que la condition pathologique étudiée s’accompagne d’une réponse modifiée a I’agent
vasoconstricteur. Dans ce cas, il faudra déterminer la concentration en agent constricteur a utiliser
dans la condition pathologique pour que la contraction obtenue soit identique a celle des vaisseaux

issus de I’animal non pathologique.

b) Technique de vaisseaux isolés en conditions isobariques

11 s’agit d’une approche un peu plus sophistiquée permettant de prendre en compte les stress physiques
auxquels est soumis un vaisseau en conditions physiologiques, en termes de pression et de forces de
cisaillement (Halpern et al, 1984). Elle est réalisée sur un artériographe particulier 1’« artériographe de
Halpern », et permet 1’étude des vaisseaux ayant un diamétre compris entre 100 et 500 pm, notamment
les vaisseaux de résistance (Figure 20). Les deux grandes différences de cette technique par rapport a
la myographie isométrique est que d’une part, I’application d’une pression intra-vasculaire permet le
développement d’un tonus myogénique par le vaisseau, et que d’autre part, la technique permet 1’étude

de la morphologie et des propriétés mécaniques du vaisseau en plus de sa fonction endothéliale. *'°

Montage

Le segment d’artére (= 2mm de long) est isolé et fixé entre deux canules en verre par des fils de
sutures permettant 1’étanchéité du systéme. Le diamétre externe des canules doit étre légeérement
inférieur au diameétre interne du vaisseau. Les canules sont reliées a une pompe de perfusion qui elle-
méme est rattachée a un réservoir de liquide physiologique. Le vaisseau canulé lui-méme baigne dans
un autre circuit externe de liquide physiologique oxygéné et maintenu a 37°C. Une caméra, reliée a un
microscope et & un moniteur sert a mesurer le diamétre vasculaire. (Figure 20). Le dispositif permet
de pressuriser le vaisseau a la pression souhaitée (la plus proche possible des conditions
physiologiques), et permet d’appliquer un flux intravasculaire pour mimer le « shear stress ». Il est
également possible d’étudier la réactivité a des agents pharmacologiques, appliqués soit par voie intra-

luminale, soit par voie extra-luminale.
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Figure 20. Schéma de I’artériographe de Halpern "7,

Phase d’équilibration : aprés montage, le vaisseau est pressuris€ a une valeur proche de la valeur
physiologique. Cette phase d’équilibration est nécessaire au développement du tonus myogénique
spontané. A titre d’exemple, 1’équilibration d’une artére mésentérique de 3°™ ordre d’un rat nécessite

I’application d’une pression transmurale de 40 4 100 mmHg, pendant 1 heure *'**".

Test de viabilité et d’intégrité : dés la pressurisation du vaisseau, un premier indice de viabilité est le
développement d’un tonus myogénique. Il faut ensuite réaliser les mémes tests que ceux utilisés pour
les myographes isométriques : application de KCI, contraction puis relaxation a un agent
pharmacologique endothélium-dépendant. La dénudation de I’endothélium est possible en faisant
passer soit une bulle soit un détergent dans le vaisseau (par exemple le détergent non-dénaturant
CHAPS: 3-[(3-Cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-propanesulfonate). Les seuils d’acceptabilité

de ces tests sont décrits dans la littérature ou a déterminer lors des expériences préliminaires.

Evaluation de la fonction endothéliale:
Elle peut s’effectuer sur un vaisseau préalablement ou non contracté, puis relaxé soit :
% par le flux : le flux est augmenté graduellement, et la variation de diamétre est enregistrée. Il a été
démontré que la réponse vasculaire est optimale quand la pression transmurale appliquée est
proche de la pression artérielle physiologique **°.

% par des agents vasodilatateurs rajoutés dans le liquide physiologique.

Avantages et inconvénients

La méthode de vaisseaux canulés pressurisés est considérée comme celle mimant le mieux les
conditions physiologiques. Contrairement a la myographie isométrique, dans cette méthode, le
diameétre vasculaire est variable, le vaisseau est cylindrique, une pression transmurale existe, 1’axe
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longitudinal du vaisseau est conservé. Le systéme d’Halpern permet 1’étude du tonus myogénique
(contraction en réponse a une augmentation de pression), 1’étude des parameétres morphologiques
(surface transversale, ratio lumiére/paroi) et des parameétres mécaniques (€lasticité, courbe de
contrainte-déformation). L’inconvénient est qu’on ne peut réaliser une expérience que sur un seul
vaisseau a la fois ce qui nécessite un temps tres long pour 1’étude de mécanismes physiopathologiques
ou en cas de lots d’animaux importants. De plus, I’apprentissage de la méthode, qui nécessite une

grande dextérité, est plus long que celui des techniques isométriques.

¢) Complémentarité entre le choix des techniques et le type de vaisseaux a étudier
Il est connu que la vasodilatation endothélium-dépendante est gouvernée par différents facteurs
vasorelaxants selon le lit vasculaire. Alors que les artéres de conductance ont une relaxation

O **" 32 avec une plus modeste contribution de PGI, et

endothéliale fortement dépendante du N
d’EDHF, la contribution de NO et d’EDHF s’inversent avec la diminution du diamétre des artéres
(Figure 21). Ainsi, la vasodilatation endothélium-dépendante au niveau des artéres de résistance est

317,323 :
F 7“7 sous I’influence du shear stress.

majoritairement assurée par I’EDH
En conclusion, selon qu’on veut explorer le réle de NO ou d’EDHF, on peut choisir de travailler
respectivement sur un macrovaisseau (aorte, carotide) ou un microvaisseau (artéres mésentériques de
3°™ ordre, artére cérébrale moyenne). L ¢tude de la réactivité a 1’Ach est adaptée a un protocole
d’expérimentation incluant beaucoup d’animaux et/ou de nombreux mécanismes physiopathologiques
a ¢étudier. La technique de Halpern est plus difficile a utiliser en cas d’exploration des multiples

mécanismes.

Large condult Arterles with Arteries with
arteries 1D=300um ID<300um
Endothelial cells

N it \/ '\VX

Vascular Smooth Muscle Celis|

Figure 21. Schéma représentatif de la proportion NO/EDHF selon les lits vasculaires **.

¢) Autres techniques

Forearm perfusion et FMD chez le rat
Des méthodes d’exploration in vivo de la fonction endothéliale ont été mises en place chez un animal

anesthésié a I’isoflurane ***. Dans le méme principe que chez I’Homme, il est possible de mesurer le
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diamétre vasculaire et le flux sanguin par ultrasononographie couplé a un laser-doppler adapté aux
petits vaisseaux de 1’animal. La vasodilatation au niveau de I’arteére fémorale est mesurée en réponse a
des injections de substances vasoactives (Ach, adénosine, nitroglycérine) administrées soit par 1’artére
iliaque commune soit par la veine caudale. Il est également possible d’apprécier la fonction
endothéliale par la réponse hyperémique post-occlusive, apres une occlusion rapide de 1’artere iliaque
commune. Cette nouvelle méthodologie présente I’avantage de ressembler a celle utilisée chez
I’homme. Elle étudie la fonction endothéliale dans son environnement d’origine, sans prélévement
préalable. Les résultats expérimentaux pourraient donc étre mieux transposables a ’humain. De plus,
malgré les quelques manipulations délicates comme la pose de cathéter et 1’utilisation d’anesthésiques,
cette méthode peut étre réalisée plusieurs fois sur le méme animal, donc pourrait étre intéressante
lorsque qu’on veut suivre 1’évolution de la fonction endothéliale dans le temps, chose impossible avec
les vaisseaux isolés ou canulés. Cependant, pour I’instant, cette technique n’a été réalisée que chez le
rat, et non chez la souris. L’anesthésie peut aussi interférer avec les paramétres hémodynamiques,
donc son utilisation est a prendre en compte dans l’interprétation des résultats. De plus, cette

technique, comme chez ’Homme, rend difficile I’étude des mécanismes physiopathologiques.

Technique du lit mésentérique isolé et perfusé, in vivo

L’¢tude est menée sur tout le lit mésentérique ligaturé, isolé et perfusé par voie rétrograde a I’aide
d’une pompe péristaltique **> ***. Un capteur de pression est relié au lit mésentérique grice a une
canule connectée a la veine portale. La réactivité vasculaire est mesurée en réponse a une perfusion de

molécules vasoactives. Cette technique est de moins en moins utilisée.
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1I1.4.3 DE dans les modéles animaux de la PR : état de I’art des mécanismes étudiés

Plusieurs études se sont intéressées a la fonction endothéliale sur les modéles animaux de PR. Afin

d’avoir une vision exhaustive des données existantes, nous avons réalisé une revue systématique de la

littérature pour répertorier les données disponibles concernant la DE dans les modéles animaux de PR.

sk sk o sk s ke sk sk sk sk skoskeosk ko ok sk

Cette revue est publiée dans Arthritis Research and Therapy, 2014;16: R22 (F1: 4.12, Q1) *

Totoson P, Maguin-Gaté K, Prati C, Wendling D, Demougeot C.

Mechanisms of endothelial dysfunction in rheumatoid arthritis: lessons from animal studies.

sk sk s sk s ke sk sk sk st sk sk sk skok sk

En résumé, notre recherche sur Pubmed a permis de sélectionner 12 publications concernant 1’étude de

la fonction vasculaire sur un modele animal de PR. Sur ces 12 publications, 10 ont été conduites sur le

modeéle AIA chez le rat et 2 sur le modeéle CIA chez la souris.

Les principales informations révélées par cette revue sont les suivantes :

7
0.0

e

S

7
0‘0

Toutes les études ont exploré la fonction endothéliale macrovasculaire, sur le modele d’anneaux
aortiques isolés, en condition isométrique.

Toutes les études sauf une, ont été conduites au stade d’inflammation maximale du modéle
d’arthrite.

Toutes les études sauf une, ont montré une réduction de la relaxation a I’Ach chez les animaux
arthritiques par rapport aux animaux controles, témoignant ainsi d’'une DE dans le modéele utilisé.
Les études des mécanismes impliqués dans la DE ont identifi¢ un role du stress oxydatif, du
découplage de la NOS, du déficit en BHy, de I’augmentation de l'activité arginase, d’une
suractivit¢é du systéme rénine-angiotensine-aldostérone, de la surproduction de monocyte
chemoattractant protein-1 (MCP-1), de I’hyperactivation de la cyclo-oxgygénase 2 et du déficit
en EDHF.

Les traitements curatifs des rats par la BHy, des statines (fluvastatine et simvastatine), des
antagonistes des récepteurs de l'angiotensine Il (type ATI1 : losartan, irbesartan), un inhibiteur
d’arginase (Nor-NOHA) corrigent la DE, et cela indépendamment de leurs effets sur la sévérité

de I’arthrite.
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En conclusion, cette revue de la littérature a montré différents mécanismes physiopathologiques qui
représentent des cibles thérapeutiques intéressantes pour la conception d'essais cliniques en vue de
développer des traitements de la DE dans la PR. Depuis la publication de notre revue, 3 autres études

ror I . 328 B : c1rr \
ont été menées chez la brebis CIA * (des segments d’artére coronaire considérée comme artére de

329
/-

conductance), dans le modele transgénique déficient en tristétraproline TTP- (aorte) et dans le

330

modele de rat monoarthritique * (artére saphéne) et ont confirmé la présence de DE a un stage aigu

de I’arthrite.
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Mechanisms of endothelial dysfunction in
rheumatoid arthritis: lessons from animal studies

Perle Totoson', Katy Maguin-Gaté', Clément Prati?, Daniel Wendling® and Céline Demougeot’

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic inflammatory disease characterized by articular and extra-articular
manifestations involving cardiovascular diseases (CVDs), which account for 30% to 50% of all deaths. In patients with
RA, atherosclerosis lesions occur earlier and have a more rapid evolution than in the general population. Beyond
mortality, the impact of CVD on quality of life, combined with the associated increase in health-care costs, renders
CVD in RA a major public health problem. Recent studies showed that patients with RA are characterized by the
presence of endothelial dysfunction (ED), which is recognized as a key event in the development of atherosclerosis.
By definition, ED is a functional and reversible alteration of endothelial cells, leading to a shift of the actions of the
endothelium toward reduced vasodilation, proinflammatory state and proliferative and prothrombotic properties. Al-
though the improvement of endothelial function is becoming an important element of the global management of
patients with RA, the mechanistic determinants of ED in RA are still poorly understood. Animal models of RA pro-
vide the unique opportunity to unravel the pathophysiological features of ED in RA. The present review summarizes
the available data on mechanisms underlying ED in animal models of RA and proposes attractive prospects in order

to discover novel therapeutic strategies of RA-associated ED.

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic inflamma-
tory disease characterized by articular and extra-articular
manifestations, including cardiovascular diseases (CVDs),
which account for 30% to 50% of all deaths [1]. Recent
studies showed that atherosclerosis lesions occur earlier
and have a more rapid evolution in patients with RA than
in the general population [1]. Of interest, it is now
established that RA is equivalent to type 2 diabetes as
an independent risk factor for CVD [2,3]. Although
widely investigated, the underlying causes of the increased
prevalence of CVD among patients with RA remain to be
elucidated. Nonetheless, despite changes in the course of
the disease in recent years and new therapeutic options,
there is still no evidence that any particular intervention
can reduce CVD risk in RA [4]. Endothelial dysfunction
(ED) is thought to be a key event in the development of
atherosclerosis [5]. ED was first identified in patients with
RA by Bergholm and colleagues in 2002 [6] and is now
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recognized as an important element of the cardiovascular
(CV) risk in RA [7]. However, the precise pathophysio-
logical mechanisms of ED in RA are still ill defined while
their identification is a prerequisite for the discovery of
drugs aiming to reduce CV risk in patients with RA. Be-
cause it is difficult to investigate these mechanisms in
humans, studies on animal models of RA are useful for
surrogate studies. The present review aimed to synthesize
available data on ED and its potential mechanisms in ani-
mal models of RA.

Animal models of arthritis used to study
endothelial dysfunction

Most of the studies were performed in the rat model of
adjuvant-induced arthritis (AIA) initially described by
Pearson [8]. This model is induced by a single injection
of a suspension containing heat-killed Mycobacterium
emulsified in oil into the tail base or the hind-paw
footpad. It is characterized by reliable, rapid onset and
progression and easily measurable polyarticular inflam-
mation, marked bone resorption, and periosteal bone
proliferation [9]. Clinical signs of polyarthritis usually
appear about 10 to 12 days after injection. The AIA
model is T cell- and neutrophil-dependent and

© 2014 Totoson et al,; licensee BioMed Central Ltd. The licensee has exclusive rights to distribute this article, in any medium,
for 6 months following its publication. After this time, the article is available under the terms of the Creative Commons
Attribution License (http:/creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and

reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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complement-independent [9]. Few experiments were
conducted in the mouse model of collagen-induced
arthritis (mCIA). In this model, genetically susceptible
strains of mice are immunized with injection in the tail
of heterologous type II collagen in complete Freund ad-
juvant, followed by a boost of collagen 3 weeks later [9].
Animals develop an autoimmune polyarthritis charac-
terized by cartilage destruction, bone resorption, syno-
vitis, and periosteal proliferation. Clinical signs of
polyarthritis appear about 10 to 12 days after boosting
[9]. The mCIA model involves T and B cells and is
complement-dependent [9]. In the two models, the se-
verity of arthritis is routinely assessed by determining
the thickness of each limb and/or a clinical score or
both, taking into account swelling and erythema of the
four limbs. The clinical scores can be further divided in
four grades from O (least severe) to 3 (most severe) [10].

Endothelial dysfunction in animal models of
arthritis

Definition of endothelial dysfunction

The endothelium, once considered a mere selectively
permeable barrier between bloodstream and vascular
wall, is now recognized as a crucial homeostatic organ,
fundamental for the regulation of the vascular tone and
structure [11]. It senses mechanical stimuli, such as
pressure and shear stress, and chemical stimuli, such as
hormones and locally secreted vasoactive substances. In
response to these stimuli, the endothelium releases
factors that regulate vasomotor function, inflammatory
processes, cell growth, and hemostasis (Figure 1).
Among the vasodilator substances produced by the
endothelium are nitric oxide (NO), prostacyclin (PGI,),
and endothelium-derived hyperpolarizing factors (EDHFs).
Vasoconstrictors include endothelin-1, angiotensin II
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(ANG-II), and thromboxane A, (TXA,) [11]. ‘Endothelial
dysfunction’ is a widely used term to describe any form of
abnormal functional and reversible alteration of endothe-
lial cells, leading to a shift of the actions of the endothe-
lium toward reduced vasodilation, proinflammatory state,
and proliferative and prothrombotic properties [12]. ED is
an important early event in the pathogenesis of athero-
sclerosis, contributing to plaque initiation and progression
[5]. In ‘traditional’ CVD, ED severity has a prognostic
value for CV events and the correction of ED may be as-
sociated with reduced CV risk [13].

Evidence of endothelial dysfunction in animal models of
arthritis

Endothelial function was studied in the widely used
model of isolated aortic rings that investigated the
effects of constrictive or relaxant drugs in isometric condi-
tions. The studies were conducted mainly on the AIA
model, and the assessment of ED was made at a time at
which inflammatory symptoms are maximal (that is, be-
tween day 24 and 35 after the injection of Mycobacterium
suspension, approximately 14 to 21 days after the onset of
arthritis). All studies unequivocally demonstrated a reduced
acetylcholine (ACh)-induced endothelium-dependent
vasorelaxation compared with control rats and therefore
attested to the presence of ED at this stage of the
disease (Table 1) [14-23]. It is noteworthy that the ED
severity mirrors the arthritis severity. Indeed, at day 24
post-injection in AIA, no alteration of ACh-induced
relaxation was found in grade 1 arthritic rats whereas
rats with grade 2 or 3 arthritis exhibited a reduced
relaxation to ACh [16]. Likewise, at day 35 post-injection,
we identified an inverse correlation between the maximal
effect of ACh and the arthritis grade [22]. Only two stud-
ies investigated ED in the model of mCIA. In one study

NO
PGil>
EDHFs

Anti-
inflammatory

Endothelium-
dependent
vasorelaxation

Anti-
proliferative

Anticoagulant
Antithrombotic
Profibrinolytic

Figure 1 Endothelium-derived factors and normal endothelial function. ANG-Il, angiotensin Il; EDHF, endothelium-derived hyperpolarizing
factor; ET-1, endothelin 1; NO, nitric oxide; PGl,, prostacyclin; TXA,, thromboxane A,.
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Table 1 Studies on vascular reactivity in animal models of arthritis

Authors Animal Arthritis model Time after Response Response Response to
(year) strain Arthritogenetic agent induction of to ACh to SNP vasoconstrictors
(injection zone) arthritis
Fang et al. [14] (1991) Male Wistar rat AlA M. butyricum (tail) Day 26 l = PE=KCl =
Cinar et al. [15] (1998) Male rat (strain NR)  AIA M. tuberculosis (pad) Day 26 ! = PE 1 KCl =
Ulker et al. [16] (2000) Male Wistar rat AIA M. tuberculosis (pad) Day 29 lingrade 2and | in grade 2 and PE 1 in grade 2,
3=ingrade 1 3=ingrade 1 PE | in grade 3,
KCl 1 in grade 2,
KCl=in grade 1 and 3
Can et al. [17] (2002) Male Wistar rat AlA M. tuberculosis (pad) Day 26 ! = NR
Haruna et al. [18] (2006) Male Lewis rat AlA M. butyricum (tail) Day 35 ! = NR
Haruna et al. [19] (2007) Male Lewis rat AlA M. butyricum (tail) Day 35 ! = NR
Nozaki et al. [20] (2007) Male Lewis rat AlA M. butyricum (tail) Day 24 l = NR
Sakuta et al. [21] (2010) Male Lewis rat AIA M. butyricum (tail) Day 35 l = NR
Prati et al. [22] (2011) Male Lewis rat AIA M. butyricum (tail) Day 35 ! = KCl =
Prati et al. [23] (2012) Male Lewis rat AlA M. butyricum (tail) Day 35 l = NE, ANG-ll, ET-1=
Reynolds et al. [24] (2012)  Male DBA/1 mice CIA Chick collagen (NR) Day 24-27 = = Serotonin |, KCl |
He et al. [25] (2013) Male DBA/1 mice  CIA Bovine collagen (tail) Day 56 ! = NR

Vascular reactivity was studied in the model of isolated aortic rings. 1, increased; |, decreased; =, unchanged; ACh, acetylcholine; AlA, adjuvant-induced arthritis;
ANG-II, angiotensin II; CIA, collagen-induced arthritis; ET-1, endothelin-1; KCl, high potassium chloride; NE, norepinephrine; NR, not reported; PE, phenylephrine;

SNP, sodium nitroprusside.

conducted at a time corresponding to mild early-onset
disease, ED was not observed [24] whereas in another
study, aortic ED was identified 8 weeks after collagen
injection [25].

Mechanisms of arthritis-induced endothelial
dysfunction

Decreased nitric oxide availability

In large vessels such as the aorta, NO released by endo-
thelial cells is a major contributor of vasorelaxation. The
presence of ED in AIA rats suggests that the vascular
bioavailability of NO is blunted (Figure 2). Production of
NO by vessels can involve both endothelial NO synthase
(eNOS) and inducible NOS (iNOS). The lack of effect of
the selective iNOS inhibitor 1400 W on the ACh-
induced vasodilation in AIA rats argues against a role of
iNOS in AIA-associated ED [23]. Thus, decreased NO
availability may result from different mechanisms, in-
cluding decreased eNOS protein expression, decreased
eNOS activity, decreased NO synthesis secondary to de-
creased availability of the NOS co-factor tetrahydro-
biopterin (BH,), deficiency in intracellular L-arginine
(the substrate of NOS), accumulation of the endogenous
eNOS inhibitor asymmetric dimethylarginine, or inacti-
vation of NO through excessive generation of super-
oxide anion (O3) [26].

Endothelial nitric oxide synthase expression/activity
In aortas from AIA rats, eNOS expression was found to
be unchanged [22] or increased [18,19] on day 35 post-

injection. However, because eNOS is highly regulated at
the post-transcriptional level, eNOS expression is not a
good predictor of its activity [27,28]. It is therefore more
interesting to measure the ratio between the serine
1177-phosphorylated form of eNOS (P-eNOS), a marker
of the activated form of eNOS, and eNOS expression.
With this method, He and colleagues [25] demonstrated
that despite unchanged eNOS expression, the P-eNOS/
eNOS ratio was decreased in aortas from mCIA. Some-
what surprisingly, studies that performed the direct
measurement of NOS activity or NO production in aor-
tas from AIA rats are lacking. Recently, by using the
non-selective competitive NOS inhibitor, L-Ng-nitroar-
ginine methyl ester (L-NAME), one study provided an
indirect argument for a blunted NOS activity in aortas
from AIA rats [23]. Alternatively, plasma levels of oxida-
tive degradation products of NO, including nitrite and
nitrate (NOx), have been proposed as surrogate markers
of vascular NOS activity [29]. However, plasma (nitrite +
nitrate) levels were found to be increased (approximately
two- to three-fold) at day 22 [30] and day 24 post-
injection in AIA rats [20] despite a reduced response to
ACH, thus questioning the measurement of plasma NOx
levels as a reliable tool to assess ED in arthritis.

Uncoupling of endothelial nitric oxide synthase protein and
oxidative stress

Under certain conditions, NOS loses its ability to con-
vert L-arginine to L-citrulline but removes an electron
from NADPH (reduced form of nicotinamide adenine
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Figure 2 Schematic representation of the mechanisms involved in decreased nitric oxide (NO) production in endothelial cells from
arthritic rats. Endothelial nitric oxide synthase (eNOS) catalyses the conversion of L-arginine to NO. The upregulation of arginase pathway and
the deficit in the co-factor of eNOS tetrahydrobiopterin (BH,4) cause uncoupling of eNOS to generate superoxide anions (O3) which subsequently
scavenge NO to generate peroxynitrite (ONOO™). Angiotensin-Il (ANG-Il) might amplify O5 production by activating NADPH (reduced form of
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) oxidase after ANG-Il type 1 (AT1) receptor activation. Up and down arrows indicate increases or

decreases in amount or activity (from [14-23]).

dinucleotide phosphate) and donates it to molecular oxy-
gen to yield O3 instead of NO [31]. This phenomenon is
called ‘NOS uncoupling’ and results both in increased O3
production and in decreased NO availability. Under these
conditions, NO can react with O3 to form peroxynitrite
(ONOOQO"), which itself is detrimental to the cell and con-
tributes to nitrative stress [32]. As uncoupling of eNOS
has been linked to its monomerization after disruption of
eNOS dimers, the measurement by Western blotting of
the ratio eNOS dimers/eNOS monomers is used as an
index of uncoupling [33]. Consistent with eNOS uncoup-
ling in AIA, the aortic ratio of eNOS dimers/monomers
was found to be decreased on day 35 post-injection [18].
The most prominent cause of NOS uncoupling is the loss
of the critical NOS cofactor BH, [34]. In the AIA model,
on day 35 post-injection, O3 production was measured in
homogenates of aortas incubated with or without NOS
substrate and various inhibitors [18]. The spontaneous
aortic production of O; was enhanced in AIA rats com-
pared with controls. Consistent with a role of NOS un-
coupling, incubation with the NOS inhibitor L-NAME
reduced O production. The incubation with BH, also re-
duced O; production, suggesting a contribution of BH,
deficiency to NOS uncoupling. This hypothesis was con-
firmed by the twofold decrease in serum BH, levels in
AIA rats compared with controls [18]. Moreover, treat-
ment of AIA with BH, led to the recovery of normal

endothelial function, albeit not modifying the severity of
arthritis [18]. The uncoupling of eNOS is not the only
possible source of vascular O;. NADP (H) oxidase has
been reported as one of the most important sources of ex-
cess O3 production in the vasculature [35]. In AIA,
mRNA expression of the aortic NADP (H) oxidase sub-
units p22phox, gp2lphox, and p47phox was increased
[19,21], as was the activity of the enzyme [21]. Taken to-
gether, these results suggest that both eNOS uncoupling
and NADP (H) oxidase overexpression are the predomin-
ant sources of Oy production in aortas from AIA rats.
The role of excessive O; production in ED was confirmed
by our demonstration that incubation of aortic rings of
AIA rats with Tempol, a membrane-permeable superoxide
dismutase mimetic, or with apocynin, an NAPD (H) oxi-
dase inhibitor, significantly improved ACh-induced vaso-
relaxation [23]. Of note, ONOO™ can also directly lead to
uncoupling of NOS. The vascular levels of nitrotyrosine, a
marker of ONOO™ formation, are enhanced in aortas of
AIA rats [18]. However, whether ONOO™ contributes to
ED was not evaluated.

Increased arginase pathway

Besides BH, depletion and oxidative stress as causes
for eNOS uncoupling, depletion of the NOS substrate
L-arginine secondary to arginase upregulation is a cause
for NOS uncoupling and ED. Arginase (EC 3.5.3.1) is a
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hydrolytic enzyme responsible for converting L-arginine
to L-ornithine and urea [36]. Mammalian arginases exist
in two distinct isoforms (type I and type II) which have
specific subcellular localizations and tissue distribu-
tions. Notably, both arginase isoforms are expressed by
endothelial and vascular smooth muscle cells (VSMCs)
[37]. During the last decade, evidence emerged that in-
creased arginase expression/activity contributes to ED as-
sociated with various CVDs [37]. Increased aortic arginase
activity and increased expression of type II arginase were
reported at day 35 post-injection in AIA rats [22]. It is
noteworthy that both activity and expression were posi-
tively correlated with the intensity of arthritis but not with
plasma interleukin-6 levels, suggesting that mechanisms
other than systemic inflammation are involved in the
upregulation of vascular arginase pathway in AIA. Incuba-
tion of aortic rings with N,-hydroxy-nor-L-arginine
(nor-NOHA), a selective competitive arginase inhibitor,
improved ACh-induced vasorelaxation [23]. These data
were confirmed in a study in which the treatment of
AIA rats with nor-NOHA for 21 days after the onset of
arthritis normalized the endothelial function despite the
lack of impact of arthritis severity. Consistent with the
contributing role of arginase overexpression in NOS
uncoupling, increased NOS activity and decreased O3
production were identified as mechanisms contributing
to the beneficial effect of arginase inhibitor on endothe-
lial function [23].

The role of endothelium-derived hyperpolarizing factor

Despite the ongoing debate of the molecular identity
and signaling pathways, the contribution of EDHFs to
the endothelium-dependent relaxation is considered an
important feature of normal endothelium function [38].
EDHF has been demonstrated unequivocally in various
blood vessels from different species, including humans
[39]. The acronym ‘EDHF’ is applied to a factor which
induces vascular relaxation in the presence of cyclo-
oxygenase (COX) plus NOS inhibitors and which is
inhibited by charybdotoxin (an inhibitor of high/inter-
mediate conductance Ca**-activated K* channels) + apa-
min (an inhibitor of small conductance Ca**-activated K*
channels). EDHF induces a potassium-mediated event as-
sociated with a reduction in intracellular K* in VSMCs
[40]. The role of EDHF in endothelial maintenance has
been introduced as a back-up mechanism during NO
deficiency [38]. Recent data reported the impairment of
aortic EDHF production after ACh challenge in AIA
rats, suggesting that the EDHF-mediated compensatory
dilator system is lacking in RA [23]. Interestingly, the
treatment with an arginase inhibitor restored the EDHF
contribution to that of control rats, suggesting a cross-
talk between NO and EDHF pathways in arthritis [23].
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The role of prostanoids

In addition to NO and EDHFs, endothelium-derived
prostaglandins and TXA, are critical regulators of vascu-
lar tone in both physiological and pathological condi-
tions [41]. Physiologically, vasorelaxant prostanoids such
as PGI, and vasoconstrictive prostanoids such as TXA,
are synthesized by COXs. COX-1 is expressed constitu-
tively and is usually abundant in all animal and human
endothelial cells, whereas endothelial COX-2 is induced
mainly during inflammatory response [41]. In a model of
rabbits with both chronic AIA and atherosclerosis, in-
creased COX-2 expression was reported in the femoral
artery [42]. In AIA rats, incubation of aortic rings with
the preferential COX-2 inhibitor NS-398 improved
ACh-induced vasodilation, thereby indicating that COX-
2 overactivation contributes to ED [23]. Likewise, treat-
ment of AIA rats with the COX-2 inhibitor nabumetone
from day 15 to 29 post-immunization normalized the
vascular response to ACh [16]. By using the TX synthase
inhibitor furegrelate, we demonstrated a deleterious role of
TX synthase overactivation in endothelial function in AIA
[23]. Somewhat surprisingly, overactivation of PGI, syn-
thase is also involved in AIA-associated ED. Indeed, the
PGI, synthase inhibitor tranylcypromine improved ACh-
induced vasodilation in aortic rings from AIA rats [23].
These results confirmed the janus face of PGI, and suggest
that, as already described in animal models of hyperten-
sion [43], PGI, can induce vasoconstriction in AIA rats.

The role of the renin-angiotensin-aldosterone system

The renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) plays an
important role in the physiology and pathology of the CV
system. ANG-II regulates blood pressure and electrolyte
homeostasis and contributes to the inflammatory response
in the vascular wall [44]. ANG-II enhances O; production
by stimulation of NADP (H) oxidase, thereby causing ED.
In ‘traditional’ CVD, treatment with angiotensin-converting
enzyme (ACE) inhibitors or angiotensin receptor blockers
(ARBs) led to a reduction of CV events [44]. In AIA rats,
vascular mRNA expression of ANG-II type 1 receptors and
mRNA expression/activity of ACE were increased as com-
pared with controls [21]. In addition, the perfusion of AIA
rats with ANG-II for 21 days from the onset of arthritis
exacerbated these dysregulations of RAAS while arthritis
symptoms were not affected. Moreover, treatment of AIA
rats with ARBs led to the improvement of aortic endothelial
function along with a decrease in aortic O3 production.
Collectively, these data suggest a contributing role of
ANG-II in AIA-induced ED [21].

Pharmacological approaches to treat endothelial
dysfunction in animal models of arthritis

As shown in Table 2, only a few studies investigated the
effects of drugs on AlIA-associated ED. Treatment of
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Table 2 Effects of treatments on vascular reactivity in animal model of arthritis
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Authors (year)

Animal strain

Arthritis model

Arthritogenetic agent

(injection zone)

Treatment

Vascular reactivity

Arthritis severity

Cinar et al. [15]
(1998)

Ulker et al. [16]
(2000)

Canetal [17]
(2002)

Nozaki et al. [20]
(2007)

Haruna et al. [18]
(2006)

Haruna et al. [19]
(2007)

Sakuta et al. [21]
(2010)

Prati et al. [23]
(2012)

He et al. [25]
(2013)

Male rat (strain NR)

Male Wistar rat

Male Wistar rat

Male Lewis rat

Male Lewis rat

Male Lewis rat

Male Lewis rat

Male Lewis rat

Male DBA/1 mice

AIA
M. tuberculosis (pad)

AIA
M. tuberculosis (pad)

AIA
M. tuberculosis (pad)

AIA
M. butyricum (tail)

AIA
M. butyricum (tail)

AIA
M. butyricum (tail)

AIA
M. butyricum (tail)

AIA
M. butyricum (tail)

CIA
Bovine collagen (tail)

Vitamin E 100 mg/kg per day (im)
from day 0 to day 26 post-injection

Nabumetone 120 and

1 ACh, 1 PE

Normalization of

!

(120 mg/kg per day)

240 mg/kg per day (po) from responses (240 mg/kg per day)
day 14 to day 28 post-injection to Ach and SNP
Vitamin E 100 mg/kg per day (im) 1 ACh l
from day 0 to day 26 post-injection
Keishibukuryogan 1-1.2 g/kg 1 ACh =
per day (po) from
day 0 to day 25 post-injection
BH, 20 mg/kg (ip) from 1 ACh =SNP =
day 21 to day 35 post-injection
Fluvastatin 5 mg/kg per day (po) 1 ACh =
from day 21 to day 35 post-injection
Losartan 3 mg/kg per day (po) and 1 ACh =SNP =
Irbesartan 5 mg/kg per day (po)
from day 14 to day 35 post-injection
Nor-NOHA 40 mg/kg per day (ip) 1 ACh =SNP = NE, =
from day 14 to day 35 post-injection ANG-HI, ET-1
Simvastatin 50 mg/kg per day (po) 1 ACh =SNP =

from day 7 before injection
to day 56 post-injection

Vascular reactivity was studied in the model of isolated aortic rings. 1, increased; |, decreased; =, unchanged; ACh, acetylcholine; AIA, adjuvant-induced arthritis;

ANG-lI, angiotensin II; BH,, tetrahydrobiopterin; CIA, collagen-induced arthritis; ET-1, endothelin-1; im, intramuscular; ip, intraperitoneal; KCl, high potassium
chloride; NE, norepinephrine; nor-NOHA, Nw-hydroxy-nor-L-arginine; NR, not reported; PE, phenylephrine; po, per os; SNP, sodium nitroprusside.

AIA rats with BH, [18], fluvastatin [19], losartan [21],
irbesartan [21], or arginase inhibitor [23] administered
after the onset of arthritis fully restored the endothelial
response to ACh without any influence on the course of
arthritis. Recently, the same finding was found after a
preventive treatment with simvastatin in mCIA [25].
Such dissociation between vascular and clinical effects of
these drugs is very interesting since it suggests that pa-
tients with RA, even resistant to anti-rheumatic medica-
tions with regard to articular symptoms, could benefit
from therapies specifically developed to target ED. Two
studies investigated the effects of vitamin E on AIA-
associated ED but led to controversial results [15,17].
Given the paramount importance of reducing CV risk in
RA, there is a need to determine the effect of anti-
rheumatic medications on ED. In patients with RA,
studies investigating the impact of disease-modifying
anti-rheumatic drugs (DMARDs) or biologic agents on
ED are scarce and led to conflicting results [7,45-47]. It
is somewhat surprising that studies evaluating the effect
of anti-rheumatic drugs on the ED in animal models of
arthritis are lacking. Such studies need to be performed.

Conclusions
The studies presented in the present review provide
compelling evidence that aortic ED is impaired during

the severe inflammatory phase of the AIA model, in
agreement with the presence of a macrovascular ED in
patients with established RA [7]. The available data ob-
tained in animal models identified several mechanisms
of ED: decreased endothelial NO production, excessive
endothelial O; production, deficiency in the NOS cofac-
tor BHy, upregulation of arginase, upregulation of NADP
(H) oxidase, and overactivation of COX-2, TX synthase,
and PGI, synthase, thereby identifying future potential
targets for new therapeutic options to treat ED in pa-
tients with arthritis. However, many points are still unre-
solved and would benefit from further studies on animal
models of RA. A first point concerns the time course of
ED with respect to the arthritis symptoms and diagnosis.
Is ED occurring early or even before the onset of the dis-
ease? Is it long-lasting and persistent even though the
inflammatory phase is resolved? A second point con-
cerns the presence or not of ED in the microvasculature.
Microvascular dysfunction plays an important role in
the development of target organ damage in the heart
and kidney as well as in the development of CV risk fac-
tors [48,49]. Whether microvascular dysfunction occurs
early in the course of RA is not known and whether
microvascular ED mirrors macrovascular ED, and as
such occurs at the same time in the disease process, re-
main to be determined. A third point concerns the link
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between inflammatory process and the occurrence of
ED. Animal studies revealed that the improvement
of endothelial function occurs even though the severity of
arthritis is unchanged, suggesting that the reduction of in-
flammation is not a prerequisite for the improvement of
endothelial function. Moreover, the role of the different
actors of atherogenesis such as cellular adhesion mole-
cules, cytokines, chemokines, vascular endothelial growth
factor, autoantibodies, and different cells of the immune
response such as macrophages or dendritic cells [46] in
ED has to be studied in animals. Finally, animal models
may help to define the effect of immunosuppressive drugs
such as DMARDs, anti-tumor necrosis factor-alpha, or
glucocorticoids on ED and the mechanisms behind their
effects.
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A- Objectifs de la thése :
Les données de la littérature présentées précédemment ont clairement identifié chez le patient PR
I’existence d’une DE qui constituerait la pierre angulaire des complications CV de la maladie.
Quelques études expérimentales sur des modéles d’arthrite ont confirmé le développement de la méme
anomalie vasculaire chez 1’animal, du moins a I’étage macrovasculaire, rendant possible leur
utilisation pour mieux comprendre les anomalies endothéliales survenant au cours de cette pathologie.
Cependant, de nombreuses questions restent posées concernant la DE, tant sur le plan
physiopathologique, que diagnostique et thérapeutique en cas de PR :
e A quel stade précis de la PR la DE apparait-t-elle *°?
o Affecte-t-elle différemment la macro et la microcirculation?
e Quels sont les moyens de diagnostic adéquats ?
e Cette DE nécessite-clle des traitements spécifiques non-rhumatologiques ? Car en dépit de la
grande avancée thérapeutique de la PR, I’efficacité des traitements de fond sur la DE reste encore
a spécifier -+,
Ce travail de thése a eu pour objectif de micux caractériser la DE dans cette pathologie, par le biais de
3 parties expérimentales, toutes réalisées dans le modéle de rat AIA. Le choix du modéle AIA a été
guidé par les travaux antérieurs du laboratoire qui montraient I’existence d’une DE dans ce modéle, au
niveau aortique, trois semaines aprés le début de I’arthrite **>. De plus, comme présenté dans notre
revue de littérature, il s’agit du modele pour lequel les données vasculaires sont les plus abondantes

327

La premiére étude expérimentale a eu pour objectifs de déterminer la cinétique de la DE dans le

modele AIA au niveau des lits micro- et macrovasculaires, et de déterminer si la DE est corrélée aux
taux circulants de marqueurs « classiques » de I’inflammation et d’activation endothéliale.

Cette étude a fait 'objet d’'une publication acceptée dans Arthritis and Rheumatology en 2015
(Facteur d’impact 7.764)

La deuxiéme étude expérimentale a eu pour objectifs de mieux comprendre les modifications

phénotypiques endothéliales macrovasculaires survenant au cours de Iarthrite, et de déterminer leur
lien avec les cytokines pro-inflammatoires circulantes.

Cette étude fait ['objet d’une publication actuellement soumise a Plos One (Facteur d’impact 3.354)

La troisieme étude expérimentale a eu pour objectifs de déterminer 1’effet d’un anti-TNF-a

(etanercept) sur la fonction endothéliale et de comprendre les mécanismes impliqués dans les effets
observés.

Cette etude a fait [’objet d 'une publication soumise a Rheumatology (Facteur d’impact 4.475).
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B- Travaux personnels

1% étude :

Cinétique d’évolution de la dysfonction endothéliale dans le modéle d’arthrite induite a

adjuvant au niveau micro- et macrovasculaire et relation avec des marqueurs
d’activation endothéliale

sk sk s sk sfe sk sk sk sk s sk s ke sk skeosk skok skok

Article publié dans Arthritis & Rheumatology, 2015;67:1203-1213 (FI: 7.764) "

Totoson P*, Maguin-Gaté¢ K*, Nappey M, Prati C, Wendling D, Demougeot C.

Microvascular abnormalities in Adjuvant-Induced Arthritis: Relationship with
Macrovascular Endothelial Function and Markers of Endothelial Activation.

* contributed equally to this work.
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I. Contexte et objectifs

Un nombre croissant d’études atteste de la présence d’une DE chez les patients atteints de PR *** >,

Cependant, la majorité de ces études ont été réalisées a un stade de PR « installée », ¢’est-a-dire que
I’¢lément principal d’inclusion des patients est le plus souvent le respect des criteres de classification
de ’ACR/EULAR (Figure 7, page 40). Aussi, les données actuelles de la littérature ne permettent pas
de conclure sur le stade auquel la DE apparait au cours de la PR *> 7 ** De plus, la majorité des
études dans la PR ont utilisé la mesure de la FMD comme index de fonction endothéliale et ont donc
étudié les anomalies survenant a I’étage macrovasculaire. Peu de données sont disponibles concernant
la DE a I’étage microvasculaire, alors que cette DE jouerait un role important dans le développement

81 Tes lits vasculaires

des atteintes de différents organes tels que le rein, le cerveau et le cceur
pourraient étre différemment altérés dans la PR comme cela est observé en cas de diabéte, ou la DE
microvasculaire précéde celle des territoires macrovasculaires **°. Enfin, d’un point de vue clinique, il
parait important d’identifier des outils permettant un diagnostic rapide et fiable de la DE, outils qui

manquent aujourd’hui.

Le premier objectif de cette étude a été de comprendre la cinétique d’apparition et d’évolution de la
DE dans le modéle d’arthrite induite a I’adjuvant (AIA), et de comparer cette cinétique au niveau de
lits micro et macrovasculaires. Un autre objectif a été de déterminer si des marqueurs de DE utilisés

dans les pathologies CV « conventionnelles » ***

tels que la CRP (protéine C réactive, un marqueur
d’inflammation systémique), ou des marqueurs d’activation endothéliale (ICAM-1 et VCAM-1)

pourraient refléter la DE micro- ou macrovasculaires dans le modele AIA.

IIL. Méthodologie

Le modeéle AIA
Le modéle AIA est induit chez des rats Lewis males de 6 semaines, par une injection unique a la base
de la queue, de 1,2 mg de Mycobacterium butyricum inactivé en suspension dans 1’adjuvant
incomplet de Freund. En pratique, la poudre de Mycobacterium Butyricum est broyée au mortier, mise
en suspension dans I’adjuvant, a une concentration de 10 mg/ml, puis soumise a une sonication de 5
minutes pour homogénéiser la suspension. L’injection (a JO) est réalisée chez un rat anesthési¢ a
I’isoflurane. Des rats injectés au sérum physiologique servent de rats Controles non AIA. Le suivi
clinique des animaux consiste en une mesure quotidienne du :

e poids corporel,

e diameétre du tarse par un pied a coulisse,

e score arthritique prenant en compte les cedémes et/ou érythémes des poignets, des

chevilles et du tarse de chaque patte, ainsi que des articulations des doigts des 4 pattes

(métacarpo/tarso-phalangiennes, inter-phalangiennes proximales et distales). Ce score
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arthritique est attribué a chaque rat selon la méthode décrite par Sakaguchi et al *>°. ou le

score maximal par rat est égal a 6.

La cinétique de la fonction endothéliale a été réalisée a 4 stades de I’arthrite, choisis sur la base des

données bibliographiques disponibles sur ce modéle ¥ %7 :

e J4: stade « préclinique » ou le processus antigénique est démarré sans pour autant donner
de signes cliniques visibles,

e J11: stade «symptomatique» («early arthritis ») correspondant a 1’apparition des
premiers signes cliniques d’arthrite,

e J33:stade « aigu » ou I’inflammation clinique est intense,

e J90: stade «chronique » ou I’inflammation clinique est résolue mais ou les atteintes

articulaires radiologiques persistent.

induction apparition des signes cliniques Inflammation clinique intense Inflammation clinique résolue

! |
"E . . -

Préclinique Symptomatique Aigu Chronique

A chaque stade de I’AIA
e La fonction endothéliale macrovasculaire a été étudi¢e sur des anneaux d’aortes thoraciques
isolés, par la technique de réactivité vasculaire en condition isométrique. La fonction
endothéliale a été évaluée par la vasodilatation en réponse a des concentrations croissantes et

cumulatives d’acétylcholine sur un anneau précontracté a la phényléphrine.

e La fonction endothéliale microvasculaire a été évaluée sur des segments d’artéres

3 eme

mésentériques de ordre, montés sur l’artériographe de Halpern et étudiés en condition
isobarique. La fonction endothéliale a ét¢ mesurée par I’étude de la relaxation vasculaire
induite par le flux intra-vasculaire (shear stress). La technique a aussi permis d’étudier des
paramétres fonctionnels musculaires lisses comme le tonus myogénique, des parametres
structuraux comme le ratio lumiére/media et la section transversale et enfin des parameétres

mécaniques tels que le module élastique B et la courbe de contrainte-déformation.

e  Remarque : Par souci de réduction du nombre d’animaux, un méme rat a été utilisé pour
[’étude des 2 lits vasculaires, qui a donc nécessité le travail parallele de 2 expérimentateurs.
Les expériences réalisées sur le myographe d’Halpern ont été effectuées par le Dr. K.

Maguin-Gaté.
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Les taux plasmatiques de CRP, ICAM-1, VCAM-1 ont été mesurés a ’aide de Kits
Milliplex utilisant des billes magnétiques (eBioscience). L’analyse de fluorescence se fait par

le systétme MAGPIX Luminex utilisant le logiciel analytique Milliplex.

Les atteintes articulaires ont été évaluées par des radiographies des chevilles des rats et

« quantifiées » & I’aide d’un score radiologique ***.

Les analyses statistiques ont utilisé le test de Spearman pour évaluer les corrélations entre 2
séries de valeurs, le t-test ou test de Mann Whitney pour comparer 2 groupes entre eux, et une
analyse de variance (ANOVA) a mesures répétées pour comparer les courbes effet-

concentrations entre elles.

Principaux résultats

Cette ¢tude a permis de montrer que :

O
0‘0

La DE a I’étage microvasculaire est d’apparition plus précoce (dés les premiers symptomes)

que la DE macrovasculaire (au stade d’inflammation maximale).

La DE a I’étage microvasculaire est pérenne tout au long de D’arthrite alors que la DE

macrovasculaire régresse a la phase chronique, quand I’inflammation clinique a régressé.
Les DE au niveau des deux territoires vasculaires sont indépendantes 1’une de 1’autre.

Les taux circulants de CRP, ICAM-1 et VCAM-1 ne sont corrélés ni a la DE micro- ni a la DE

macrovasculaire.
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Objective. To determine the time course of micro-
vascular abnormalities and the link with macrovascular
endothelial function and circulating markers of endothelial
activation in adjuvant-induced arthritis (AIA) in rats.

Methods. Microvascular function/structure and
mechanics were studied in third-order mesenteric
arteries subjected to flow and/or pressure on day 4
(preclinical arthritis), day 11 (very early arthritis), day
33 (severe disease), and day 90 (when inflammation has
resolved) after AIA induction. Macrovascular function
was studied in aortic rings, and blood pressure, plasma
levels of C-reactive protein (CRP), intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1), and vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1) were measured at each time point.

Results. Mesenteric flow-mediated vasodilation
was significantly reduced from very early arthritis to
chronic disease, whereas increased microvascular arterial
stiffness was evident only on day 33. Macrovascular
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endothelial dysfunction was observed only on day 33.
Thus, on day 90, whereas rats with AIA recovered normal
macrovascular endothelial function, microvascular endo-
thelial function remained impaired. No correlation was
found between micro- and macrovascular endothelial
function throughout the course of arthritis (r = 0.180,
P = 0.229). Furthermore, no correlation was found be-
tween CRP levels, ICAM-1 levels, and endothelial func-
tion whatever the vascular bed. AIA was not associated
with change in blood pressure or VCAM levels.

Conclusion. Our findings indicate that micro-
vascular endothelial dysfunction occurs earlier than
macrovascular endothelial dysfunction and microvascular
arterial stiffness during arthritis, suggesting that micro-
vascular endothelial function would be a valuable tool for
the early assessment of cardiovascular risk in RA. Neither
the ICAM-1 level nor the CRP level is a good marker of
micro- or macrovascular endothelial dysfunction.

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common
systemic autoimmune disease associated with excessive
cardiovascular (CV) mortality and morbidity (1). The
CV risk for patients with RA is roughly 2-fold that for
the general population and was recently found to be
comparable to the risk for patients with diabetes (2,3).
Surprisingly, despite a growing number of publications
on the link between RA and CV disease (CVD), the
exact reasons for the excess CV risk are still undeter-
mined. Most evidence suggests that “traditional” risk
factors account for only part of the excess CV risk, and
other mechanisms, probably specific to or augmented
in RA, are likely involved (4). Many, if not all, of these
risk factors appear to affect CV health through changes
in the endothelium. Indeed, in a wide range of CVDs,
endothelial activation and dysfunction precedes and
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initiates atherosclerosis (5) and has a prognostic value
for CV events, and its correction is associated with
reduced CV risk (6).

There is now ample evidence that endothelial
dysfunction occurs in RA patients (7). In most studies,
attention has largely been focused on macrovascular
beds, a preferential site for atherosclerotic processes,
and studies have mainly been performed in patients
with “established” RA. Albeit of paramount impor-
tance from a therapeutic perspective, it is still unclear
at what stage of the disease this abnormality develops
(8-10). Less is known about microvascular function in
RA, whereas microvasculature dysfunction plays an
important role in the development of target organ
damage in the heart, brain, and kidney as well as in the
development of CV risk factors (11,12). In conditions
associated with both macrovascular and microvascular
endothelial dysfunction, such as diabetes (13), it has
been suggested that microvascular dysfunction pre-
cedes any impairment found in the larger arteries,
thereby making microcirculation a useful early marker
of endothelial dysfunction in patients with high CV
risk. To date, only a few studies have investigated the
presence of microvascular endothelial dysfunction in
RA patients, and those have led to controversial
results, reporting either impaired (14-16), unchanged
(8,17), or improved (18) microvascular endothelial
function as compared to controls. Moreover, the time
course of microvascular dysfunction is not documented
in RA, and whether micro- and macrovascular dysfunc-
tions are linked, and as such occur at the same time in
the disease process, is also ill defined. This latter point
is important to resolve because micro- and macrocircu-
lation may be differently affected during RA and may
have complementary roles with regard to the nosology
of the cardiovascular system (19,20).

Animal models of RA provide the unique oppor-
tunity to unravel the pathophysiologic features of vascu-
lar alterations in this disease. They allow the study of
micro/macrovasculature in animals not receiving medica-
tions and at different stages in the disease course,
including the preclinical stages. The first aim of the
present study was to explore the time course of micro-
vascular function, mechanical properties, and structure
in adjuvant-induced arthritis (AIA) in rats as a clinically
relevant model of RA. The second aim was to deter-
mine whether microvascular endothelial dysfunction par-
allels macrovascular endothelial dysfunction. The third
aim was to explore the link between micro/macrovascu-
lar abnormalities and markers of endothelial activation/
inflammation and blood pressure. For this purpose,
microvascular function was studied on third-order mes-
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enteric arteries that were collected on day 4 (preclinical
arthritis), day 11 (very early arthritis), day 33 (severe dis-
ease), and day 90 (a time point at which the joint
inflammation has resolved) after immunization. At each
time point, blood pressure, plasma levels of vascular cell
adhesion molecule 1 (VCAM-1), intercellular adhesion
molecule 1 (ICAM-1), and C-reactive protein (CRP)
were measured, and the aorta was collected to assess
macrovascular endothelial function.

MATERIALS AND METHODS

Animals. Male Lewis rats (n = 166) were purchased
from Janvier. Animals were kept on a 12-hour light/dark cycle
and allowed free access to food and water. The study con-
formed to the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the US National Institutes of Health
(NIH publication No. 85-23, revised 1996).

Induction and clinical evaluation of arthritis. AIA
was induced in rats by a single intradermal injection at the
base of the tail of 120 ul of 1 mg of heat-killed Mycobacterium
butyricum (Difco) suspended in 0.1 ml of mineral oil (Freund’s
incomplete adjuvant) (Difco). The AIA model is characterized
by rapid onset and progression of a robust and easily measura-
ble polyarthritis, is clinically characterized by severe erythema
and diffuse soft tissue swelling with complete ankyloses, paw
malformations, and reduced locomotor activity, and is fre-
quently associated with ear and tail inflammation, weight loss,
anorexia, and diarrhea (21). Rats were weighed and monitored
5 days per week for clinical signs of arthritis. Arthritis was
scored as follows (22): 0.1 = arthritis of 1 digit, 0.5 = weak
and moderate arthritis of 1 big joint (ankle or wrist), and 1 =
intense arthritis of 1 big joint. The tarsus and the ankle were
considered the same joint. The sum of the joint scores in the 4
limbs gives a maximum possible arthritis score of 6 for each
rat. Ankle diameter was measured with digital calipers (Ver-
nier Stainless). A group of nonarthritic age-matched rats were
used as controls and received saline at the base of the tail.

Tissue collection and blood pressure measure-
ments. Rats were anesthetized with pentobarbital (60 mg/kg
intraperitoneally) on different days after inoculation with
Mycobacterium or saline, corresponding to different stages of
the disease (23). Day 4 represents preclinical expression of
arthritis and a time point during antigen processing, day 11
represents the clinical onset of arthritis (very early arthritis)
(in this group, rats were anesthetized on the day the first
symptoms appeared, i.e., on day 11 in 75% of the rats and
between day 12 and day 14 in 25% of the rats), day 33 corre-
sponds to severe active disease with severe joint swelling and
destruction, and day 90 represents a time point at which the
disease has resolved, based on a lack of inflammation in the
affected joints (24,25). Body temperature was monitored via
a rectal probe and maintained at 37°C. Arterial systolic blood
pressure (SBP) and diastolic blood pressure (DBP) were
measured after cannulation (polyethylene tubing) of the left
carotid artery and connection of the catheter to a pressure
recorder system (Easy Graf Gould TA240). Blood was with-
drawn from the abdominal artery, immediately centrifuged at
3,000g for 10 minutes at 4°C, and plasma was stored at
—80°C until analyzed. Thoracic aorta and mesenteric arteries
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were removed and immediately used for vascular reactivity
studies. Ankles were removed and placed in 4% formalin
until analyzed by radiography.

Radiographic ex vivo analysis of rat ankle and foot
joints. Radiographs of the hind paws were obtained with a
BMA High-Resolution Digital X-Ray (40 mV, 10 mA; D3A
Medical Systems). A score of 0-20 was determined for each
paw using a grading scale modified from Ackerman et al
(26), as described in the Supplementary Methods, available
on the Arthritis & Rheumatology web site at http://online-
library.wiley.com/doi/10.1002/art.39065/abstract. The maxi-
mum possible score for each rat was 40.

Mesenteric artery function, structure, and mechanical
properties. Experiments on microvessels were conducted in
third-order mesenteric arteries (~2 mm long) mounted in a
pressurized myograph (Living System Instrumentation), as pre-
viously described (27,28). Endothelial function was assessed by
measuring flow-induced vasodilation. Flow was increased step-
wise, and arterial dilation was measured. AIA-associated endo-
thelial dysfunction is defined as a significant reduction in flow-
induced relaxation as compared to control rats. Myogenic
tone was determined after increasing pressure in steps from
10 mm Hg to 150 mm Hg. The structural properties were
evaluated by calculating the wall-to-lumen ratio and the cross-
sectional area. The mechanical properties were assessed by cal-
culating stress—strain relationships and the tangential elastic
modulus B. (See Supplementary Methods, available on the
Arthritis & Rheumatology web site at http://onlinelibrary.wiley.
com/doi/10.1002/art.39065/abstract).

Aortic reactivity. Experiments on macrovasculature
were conducted on thoracic aorta cleaned of connective tissue
and cut into rings of ~2 mm in length. Rings were suspended
in Krebs solution (118 mmoles/liter NaCl, 4.65 mmoles/liter
KCIl, 2.5 mmoles/liter CaCl,, 1.18 mmoles/liter KH,PO,,
249 mmoles/liter NaHCOj;, 1.18 mmoles/liter MgSO,, and
12 mmoles/liter glucose, pH 7.4), maintained at 37°C, and con-
tinuously aerated with 95% O,, 5% CO, for isometric tension
recording in organ chambers, as previously described (27). In
some rings, endothelium was mechanically removed. The com-
pleteness of endothelial denudation was confirmed by the
absence of relaxation to the endothelium-dependent agonist
acetylcholine (ACh; 10~ moles/liter). After a 90-minute equili-
bration period under a resting tension of 2 gm, rings with intact
endothelium were constricted with phenylephrine (10~¢ moles/
liter), and vasorelaxant responses to ACh (10 "'-10"* moles/
liter) were determined. AlA-associated aortic endothelial dys-
function was defined as a significant reduction in ACh-induced
relaxation as compared to control rats. Endothelium-denuded
rings were used to determine the relaxing effect of the nitric
oxide donor sodium nitroprusside (SNP; 10~ ''-10"* moles/
liter) after preconstriction with phenylephrine 10~® moles/liter.

Plasma analysis. CRP and peripheral markers of
endothelial activation, i.e., VCAM-1 and ICAM-1, were meas-
ured in plasma by using Milliplex magnetic bead panel kits
(eBioscience), which were analyzed using a Luminex MAGPIX
system and Milliplex Analyst software. The limits of detection
provided by the manufacturer for CRP, VCAM-1, and ICAM-
1 were 2.44 pg/ml, 29.03 pg/ml, and 24.51 pg/ml, respectively.

Statistical analysis. Values are presented as the
mean = SEM. GraphPad Prism version 5.0 software was
used for statistical analysis. We compared the overall relaxant
response to increasing concentrations of ACh or to increasing
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flow values between controls and AIA using repeated-
measures one-way analysis of variance (ANOVA) (with
“group” [AIA and controls] as source of variation and
“response to ACh concentrations or to flow” as repeated-
measures factor). The relationship between 2 variables was
investigated using Spearman’s correlation coefficient; when
one of the variables was the response to ACh, the response
was evaluated from the values of maximal relaxation (Emax)
to ACh that were calculated from each curve using nonlinear
regression analysis; when one of the variables was the
response to flow, the response was evaluated from the values
of areas under the curve (AUCs) of flow-mediated dilation
that were calculated from the individual curves (Emax cannot
be used because these curves did not fit with the nonlinear
model of “symmetrical sigmoidal shape”). The effect of AIA
on radiologic scores from day 11 to day 90 was assessed by
one-way ANOVA followed by Bonferroni test as post hoc
test and the Bonferroni procedure to reduce Type I error.
Comparison of body weights, SBP, DBP, 3 values, ICAM-1,
VCAM-1, and CRP values between the AIA and control
groups was assessed using unpaired Student’s #-test or Mann-
Whitney test (when data were not normally distributed). P
values less than 0.05 were considered significant.

RESULTS

Baseline characteristics. On the day of AIA
induction (day 0), the mean = SEM body weight of the
6-week old Lewis rats included in the study was 172 =
2 gm. As expected (21), the mean body weight was sig-
nificantly lower in rats with AIA than in controls from
day 4 to day 90 after immunization (Table 1). SBP and
DBP did not differ significantly between rats with AIA
and controls at any stage of arthritis.

Time course of arthritis. On day 4 after immu-
nization, rats with AIA were asymptomatic, and their

Table 1. Basic characteristics of the rats with AIA and age-
matched controls®

Day after AIA induction

Day 4 Day 11 Day 33 Day 90

Body weight, gm

Controls 200 = 3 229 =3 311 =3 404 =5

Rats with AIA 186 £ 2§ 183 = 3 212 = 4 309 = 5F
SBP, mm Hg

Controls 123 =3 129 = 4 129 = 4 132 =5

Rats with AIA 116 = 3 122 = 4 125 = 4 129 = 6
DBP, mm Hg

Controls 77 =6 88 = 4 90 = 4 87 = 4

Rats with AIA 68 =3 76 =3 80 =5 876

* Values are the mean = SEM (n = 24 rats in the control group on
day 4, 24 rats in the adjuvant-induced arthritis [AIA] group on day
4, 24 rats in the control group on day 11, 24 rats in the AIA group
on day 11, 16 rats in the control group on day 33, 18 rats in the AIA
group on day 33, 16 rats in the control group on day 90, and 20 rats
in the AIA group on day 90). SBP = systolic blood pressure; DBP
= diastolic blood pressure.

T P < 0.05 versus controls.
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Figure 1. Time course of arthritis in rats with adjuvant-induced arthritis (AIA). A and B, Arthritis scores (A) and hind paw diameters (B) over
time after induction of AIA. C and D, Representative hind limb radiographs (C) and corresponding radiographic scores (D) obtained at each
stage of arthritis: preclinical (day 4), very early arthritis (day 11), severe disease (day 33), and chronic low-activity disease (day 90). Values are
the mean = SEM from 80 control rats and 86 rats with AIA divided into groups of 16-24 rats per time point. ##* = P < 0.001.

hind paw diameters did not differ from those of con-
trols (Figures 1A and B). The first clinical signs of
arthritis (paw edema, erythema, and stiffness) ap-
peared between day 11 and day 14 after immunization.
From day 11 on, rats with AIA experienced disease
progression into a severe polyarthritis with erythema
and diffuse soft swelling with complete ankylosis and
paw malformations. After the period of maximal
inflammation (after day 33), clinical signs of inflamma-
tion progressively disappeared, but joint malformations
were still evident. As shown in Figure 1A, the arthritis
score increased from day 11 until reaching a maximum

on day 17 (mean = SEM 4.2 = 0.1). Then it decreased
but remained elevated until day 33 (mean * SEM
2.5 = 0.1). From day 33, it progressively decreased and
plateaued around 1 from day 50 to day 90 (mean =
SEM 1.1 £ 0.2). The time course of change in hind
paw diameter was superimposable on that of the arthri-
tis score from day 0 to day 17 (Figure 1B). From day
17, hind paw diameters remained elevated through day
90 as a reflection of bone remodeling. The radiographs
shown in Figure 1C are representative of the hind paw
in arthritic groups at each stage of the disease. The rat
hind limbs appeared normal on day 4. In connection
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Figure 2. Flow-mediated dilation, myogenic tone, and mechanical properties in mesenteric arteries from rats with adjuvant-induced arthritis
(AIA). A and B, Flow-mediated vasodilation (A) and myogenic tone (B) were determined in mesenteric arteries from rats with AIA and age-
matched controls on days 4, 11, 33, and 90 after immunization. Values are the mean = SEM. The n values are the number of artery segments
from 5-12 rats per group. * = P < 0.05; == = P < 0.01, by repeated-measures one-way analysis of variance. C, Stress—strain relationships were
determined in mesenteric arteries from the same animals as in A and B. Values are the mean = SEM. The n values are the number of artery
segments. * = P < 0.05 by Mann-Whitney test. ID = internal diameter.

with clinical signs of AIA, soft tissue swelling was visi-
ble on day 11 and day 33. Progressive joint destruction
and significant bone loss, coupled with periosteal
bone formation were observed on day 33 and were
more severe on day 90. Consistent with qualitative
observations, radiographic scoring of the hind limbs on
days 4, 11, 33, and 90 demonstrated significant time-
dependent destructive joint changes in AIA (Figure 1D).

Time course of microvascular abnormalities in
AIA.  Microvascular function. Stepwise increases in flow
induced a progressive vasodilation in vessels from control
animals (Figure 2A). On day 4, flow-induced vasodilation
was not modified by AIA. In contrast, as a reflection of

endothelial dysfunction, flow-induced vasodilation was
significantly lower in rats with AIA compared to con-
trols on day 11, day 33, and day 90. At this time point,
flow-induced vasodilation (expressed as AUC of flow-
induced vasodilation) negatively correlated with hind
paw diameter (r = —0.433, P = 0.0496) (Figure 3E),
whereas no correlation was found between these 2
parameters on day 4 (r = —0.282, P = 0.252), on day
11 (r = —0.378, P = 0.082), or on day 33 (r = —0.2, P
= 0.482). As shown in Figure 2B, the stepwise increase
in intraluminal pressure induced the development of
myogenic tone, which did not differ between controls
and rats with AIA at any stage of arthritis.
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Figure 3. Significant correlations between parameters of vessel reactivity/structure, arthritis severity, and inflammation in rats with adjuvant-
induced arthritis. A and B, Positive correlation between C-reactive protein (CRP) level and intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) level on
day 4 (A) and day 11 (B) after immunization. C and D, Positive correlation between the elastic modulus (3 value; an index of mesenteric artery
stiffness) and hind paw diameter (C) and negative correlation between the maximal relaxation (Emax) to acetylcholine (Ach) of aortic rings and
hind paw diameter (D) on day 33 after immunization. E and F, Negative correlation between the area under the curve (AUC) of flow-mediated
relaxation of mesenteric arteries and hind paw diameter (E) and negative correlation between the Emax of ACh to aortic rings and hind paw
diameter (F) on day 90 after immunization. G and H, Positive correlation between CRP level and arthritis score (G) and positive correlation
between ICAM-1 level and arthritis score (H) throughout the disease course (from day 4 to day 90).
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Figure 4. Macrovascular endothelial function during the course of adjuvant-induced arthritis (AIA). Aortic rings from rats with AIA and age-
matched controls were preconstricted with phenylephrine 107° moles/liter. Concentration-response curves for acetylcholine (Ach) in
endothelium-intact aortic rings on day 4 (A), day 11 (B), day 33 (C), and day 90 (D) after immunization are shown. Values are the mean *+
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Structural and mechanical properties. The struc-
ture of mesenteric arteries from rats with AIA assessed
by wall-to-lumen ratio and cross-sectional area did not
differ from that of controls at any stage of arthritis (see
Supplementary Figure 1, available on the Arthritis &
Rheumatology web site at http://onlinelibrary.wiley.com/
doi/10.1002/art.39065/abstract). ~ With  regard to
mechanical properties (Figure 2C), on day 4, the
stress—strain curve for rats with AIA was shifted to the
right, albeit the B value did not differ between the 2
groups. On day 11, this difference was no longer evi-
dent. In contrast, on day 33, mesenteric arteries from
rats with AIA showed increased stiffness, as demon-
strated by the leftward shift of the strain-stress curve
and the significantly higher B8 value. On day 90, the dif-
ferences were no longer apparent. Of interest, the
value positively correlated with hind paw diameter only
on day 33 (r = 0.639, P = 0.01) (Figure 3C).

Time course of macrovascular endothelial dys-
function in AIA. Figure 4 presents the endothelium-
dependent response of aortic rings to ACh as an index
of macrovascular endothelial function in controls and
AIA at each stage of arthritis. As compared to controls,
ACh-induced relaxation was not different in AIA at
the preclinical stage (day 4) (Figure 4A) or at the very
early arthritis stage (day 11) (Figure 4B). In contrast,
ACh-induced relaxation was significantly decreased in
AIA rats as compared to controls (P <0.05) on day 33
(severe disease) (Figure 4C). However, this difference
was no longer evident on day 90 (Figure 4D). Of inter-
est, a correlation was found between the vasorelaxant
effects of ACh (expressed as the Emax to ACh) and
hind paw diameter on day 33 (r = —0.674, P <10~ %)
(Figure 3D) and on day 90 (r = —0.767, P<10%)
(Figure 3F). It is noteworthy that no correlation was
found between microvascular endothelial function
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Figure 5. Plasma levels of C-reactive protein (CRP) (A), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) (B), and vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1) (C) measured on days 4, 11, 33, and 90 after immunization in rats with adjuvant-induced arthritis (AIA) and age-matched controls.
Values are the mean = SEM (n = 8-19 rats per group). #** = P < 0.01; #** = P < 0.001, versus controls.

assessed by AUC of flow-induced vasodilation and
macrovascular endothelial function assessed by the
Emax to ACh throughout the disease (r = 0.180, P =
0.229). SNP-induced vasodilation did not differ be-
tween rats with AIA and controls at any stage of arthri-
tis (data not shown).

Plasma levels of CRP and markers of en-
dothelial activation. As shown in Figure 5A, CRP
levels were significantly higher in rats with AIA than in
controls on day 4 (99% higher; P <0.01) and on day 11
(80% higher; P <0.001), whereas no difference was
measured thereafter. Compared to controls, rats with
ATA exhibited increased levels of ICAM-1 on day 4
(41% higher; P <0.001), on day 11 (104% higher;
P <0.001), and on day 33 (60% higher; P <0.001), but
not on day 90 (Figure 5B). VCAM-1 levels did not dif-
fer between the 2 groups at any stage of arthritis (Fig-
ure 5C). ICAM-1 levels correlated positively with CRP
levels on day 4 (r = 0.62, P = 0.00779) (Figure 3A)
and on day 11 (r = 0.711, P < 10~°) (Figure 3B) but
not thereafter. CRP levels positively correlated with
the arthritis score (r = 0.460, P <10~ *) (Figure 3G),
and ICAM-1 levels positively correlated with the arthritis
score (r = 0.537, P <10~*) (Figure 3H) throughout the
disease course. No correlation was found between micro-
vascular endothelial function (AUC of flow-induced vaso-
dilation) and CRP (r = —0.247, P = 0.0718), VCAM-1 (r
= 0.0329, P = 0.843), or ICAM-1 levels (r = —0.274, P =
0.1). Likewise, there was no correlation between macro-
vascular endothelial function (Emax to ACh) and CRP
(r = —0.167, P = 0.139), VCAM-1 (r = —0.0824, P =
0.926), or ICAM-1 (r = —0.0824, P = 0.537) levels.

DISCUSSION

Using rats with AIA, the present study investi-
gated, for the first time, the effect of arthritis on micro-

vascular reactivity, structure, and mechanics as well as
the potential value of clinically used markers of endo-
thelial function to reflect microvascular abnormalities.
It also explored to what extent arthritis differentially
affects the micro- and macrovasculature. The seminal
findings are 1) that microvascular endothelial dysfunc-
tion occurs in very early arthritis and persists through-
out the course of the disease, 2) that the course of
microvascular endothelial dysfunction does not mirror
that of macrovascular endothelial dysfunction and
microvascular stiffness, and 3) that plasma levels of
ICAM-1, VCAM-1, and CRP are not reliable markers
of endothelial dysfunction whatever the vascular bed.

A large body of evidence indicates that CVD is
the biggest contributor to the increased mortality
observed in RA (1). Because endothelial dysfunction is
an early step in atherogenesis, it is of paramount impor-
tance to determine its time course in RA in order to
define the windows of opportunity for the treatment of
endothelial dysfunction. In many diseases associated
with both macrovascular and microvascular endothelial
dysfunction, such as diabetes (13), the kinetics of endo-
thelial dysfunction differ between micro- and macrovas-
culature, thus emphasizing the need to characterize
endothelial dysfunction in different vascular beds. Cru-
cially, the endothelial dysfunction observed in the pres-
ent study cannot involve blood pressure-dependent
mechanisms, since no difference in blood pressure levels
was observed between rats with AIA and controls at any
stage of the disease. In conduit arteries, our results dem-
onstrated that endothelial dysfunction was absent at the
preclinical stage and during very early AIA but became
evident at the time of acute clinical inflammation (day
33). These data are consistent with previous results
obtained in animal models of RA (29,30) and in RA
patients (7,17,31).
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An original aspect of our study was the investi-
gation of endothelial function in a late stage of the
AIA model (day 90) when clinical and biologic (CRP
levels) inflammation has resolved. At this time point,
rats with AIA exhibited severe joint damage associated
with periosteal new bone formation. Because bony for-
mation is not a classic hallmark of RA, but rather, of
diseases such as spondyloarthritis or Reiter’s syndrome,
these data suggest that the AIA model in its late phase
combines features from spondyloarthropathies with
those of RA. With regard to endothelial function, an
important finding is that macrovascular endothelial
function was no longer different from that in controls
in the late phase of AIA, suggesting that endothelial
dysfunction in macrovascular beds is spontaneously
reversible in AIA. An additional finding is that AIA
led to an early and long-lasting microvascular endo-
thelial dysfunction, as evidenced by impaired flow-
mediated dilation of mesenteric arteries from the very
early stage (day 11) to the late stage (day 90) of AIA.
Thus, the time course of microvascular function is dis-
connected from that of the macrovasculature in ATA.

A few studies have investigated the relationship
between micro- and macrovascular endothelial dysfunc-
tion in RA patients. Some reported no association
(18,32), whereas another did find an association (33).
A limitation of these clinical studies was that antirheu-
matic as well as cardiovascular medications may be
confounding factors in the evaluation of endothelial
function. Our data obtained in rats with AIA without
pharmacologic intervention demonstrated that micro-
and macrovascular endothelial function were not corre-
lated in arthritis. Evidence of a territorial differential
impact of arthritis on the vasculature indicates that
endothelial dysfunction is governed by distinct mecha-
nisms according to the vascular bed.

From a clinical perspective, this evidence sug-
gests that an overall evaluation of endothelial function
in RA would require the study of different vascular
beds. Since the late stage of AIA was concomitant
with a reduction in clinical inflammation, the revers-
ibility of macrovascular endothelial dysfunction, but
not microvascular endothelial dysfunction, strongly
suggests that macrovascular function is more depend-
ent on clinical inflammation than microvascular func-
tion. From a therapeutic perspective, it indicates that
macrovascular endothelial dysfunction would be more
sensitive to treatments reducing disease activity than
microvascular endothelial dysfunction. Consistent with
this hypothesis are studies of RA patients showing
that the improvement in macrovascular endothelial
function was related to the reduction in disease activ-
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ity after treatment with biologic agents (34-36). Like-
wise, our findings are consistent with a study showing
the presence of microvascular endothelial dysfunction
in patients with longstanding RA with low levels of
disease activity (37), and with studies reporting that
treatment with anti-tumor necrosis factor a induced
only a transient improvement but did not fully reverse
microvascular endothelial dysfunction despite efficient
control of disease activity (38,39).

From a diagnostic perspective, our data showing
that microvascular endothelial dysfunction occurs ear-
lier than macrovascular endothelial dysfunction sup-
ports the evaluation of microvascular endothelial
function as an early diagnostic indicator of CV risk in
RA patients. Of interest, a recent study of a cohort of
1,574 apparently healthy men demonstrated that the
measure of microvascular endothelial function by
hyperemic brachial artery velocity, but not macrovascu-
lar endothelial function, by flow-mediated dilation was
predictive of future CV events (40). In light of our
results in AIA, it appears that further studies are now
needed to address whether the early measurement of
microvascular function would be predictive of future
CV events in RA patients, to identify which noninva-
sive method (hyperemic velocity, peripheral arterial
tonometry, or cutaneous laser Doppler flowmetry, for
instance) would be most appropriate for this early
assessment, and to determine whether the adequate
treatment of micro- or macrovascular endothelial dys-
function would be beneficial for the prevention of CV
morbidity/mortality in RA.

The present study also demonstrated a lack of
remodeling of the microvasculature from the preclinical
to the chronic stage of RA, while microvascular stiffness
was observed on day 33. Since recognized stimuli for
microvessel remodeling include hypertension (41,42)
and endothelial dysfunction (43), from our results show-
ing that blood pressure did not differ between control
rats and rats with AIA, it is tempting to conclude that
endothelial dysfunction per se is not sufficient to induce
microvascular remodeling during arthritis. Moreover,
consistent with data obtained in RA patients (44,45),
enhanced microvascular stiffness in AIA was unrelated
to endothelial dysfunction but was linked to inflamma-
tion. Of note, we showed that functional microvascular
abnormalities predate mechanical impairments in the
course of arthritis. This suggests that the measurement
of small artery elasticity should not be used as a surro-
gate marker of microvascular endothelial dysfunction, at
least in the early stages of RA. Overall data suggest that
mechanical and functional abnormalities are likely gov-
erned by distinct mechanisms. Our data extend the
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findings of previous studies in RA patients showing that
pioglitazone reduced RA activity, systemic inflammation,
and small artery stiffness, but not endothelial dysfunc-
tion (46), and that micro/macrovascular endothelial
function and arterial stiffness were not related (20).

Because the assessment of endothelial function
cannot easily be performed in the routine clinical set-
ting, there is a need to identify surrogate circulating
biomarkers of endothelial function in RA patients. To
date, no consensus exists and no marker has yet been
incorporated in major CV risk prediction tools in RA.
Circulating markers of endothelial function include vari-
ous products that can be released when the endothelium
is activated, including soluble adhesion molecules (47).

In various CVDs, increased plasma levels of
ICAM-1 and VCAM-1 are accepted as markers of
endothelial dysfunction (47). In our study, ICAM-1 lev-
els were elevated from the preclinical to the severe
inflammatory phase of the disease. This result might
reflect an endothelial activation that precedes endothe-
lial dysfunction in arthritis. However, our data showed
that ICAM-1 levels, like CRP levels, correlated with
arthritis severity but not with endothelial function
whatever the vascular bed. Therefore, ICAM-1 cannot
be considered a reliable marker of endothelial function
in arthritis, but rather, as a marker of disease severity.
Because ICAM-1 can be up-regulated both in endothe-
lial cells and in leukocytes (48), we can hypothesize
that the source of circulating ICAM-1 is likely leuko-
cytes, which are recruited and activated in the early
phase of the disease (49), rather than endothelial cells.
It is also noteworthy that plasma CRP levels did not
correlate with endothelial function whatever the vascu-
lar bed. This result does not support the idea of a
direct link between systemic inflammation and endo-
thelial dysfunction, but suggests a complex interplay
between these two parameters that needs to be unrav-
eled in future studies.

In conclusion, this study is the first to character-
ize microvascular abnormalities in a rat model of arthri-
tis. Our results suggest that the measurement of
microvascular endothelial function, microvascular arte-
rial stiffness, and macrovascular function cannot be used
interchangeably for vascular health assessment in RA.
They emphasize the relevance of measuring microvascu-
lar endothelial function as an early diagnostic indicator
of CVD in RA patients. This point is of particular
importance since, to date, neither specific CV risk scores
(50) nor circulating markers has been validated for indi-
cator CV risk assessment in RA patients. They encour-
age performing experimental studies to unravel the
distinct mechanisms involved in micro- and macrovascu-
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lar endothelial dysfunction, in order to design drugs that
would specifically target each dysfunction.
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Supplemental Figure S1. Structural features of mesenteric arteries from AlA rats and controls

Media to lumen (M/L) ratio, media cross-sectional area (CSA), external diameter (ED), internal diameter (ID) and wall
thickness (WT) were determined in passive mesenteric arteries from AIA and controls rats. Values are the mean +
SEM (n = number of artery segments) from 5 to 8 rats per group. Media to lumen (M/L) ratio, media cross-sectional
area (CSA), external diameter (ED), internal diameter (ID) and wall thickness (WT) were determined in passive
mesenteric arteries from AIA and controls rats. Values are the mean £ SEM (n = number of artery segments) from 5
to 8 rats per group. No significant difference between groups (AIA vs Controls) was found after one-way ANOVA for

repeated measures.
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L. Contexte et objectifs

Dans I’étude précédente, les résultats obtenus sur les anneaux aortiques des rats AIA ont confirmé les
données de la littérature attestant 1’existence d’une DE au stade d’inflammation clinique maximale du
modéle c’est-a-dire entre 24 et 35 jours aprés immunisation > ***>%. Nos résultats ont montré pour la
premicre fois que cette DE macrovasculaire n’est pas détectable au stade précoce de I’arthrite
(premiers symptomes), alors qu’une DE est déja détectable au niveau microvasculaire mésentérique.
Ceci laisse penser qu'une certaine plasticité de I’endothélium aortique pourrait exister dans les stades
précoces de ’arthrite, a I’origine de phénomenes de compensations permettant de retarder I’apparition
de la DE dans ce lit vasculaire. Par ailleurs, nous avons montré que la régression de 1’inflammation
clinique (stade chronique de I’AIA, J90) s’accompagnait d’une normalisation de la fonction
endothéliale aortique. Ces données sont en faveur d’un lien entre la DE macrovasculaire et
I’inflammation. Au stade chronique, I’étude précédente a regroupé les données globales des rats AIA.
Cependant, 1’analyse détaillée de ce groupe d’animaux montre qu’en dépit d’un score arthritique
homogene et faible puisque I’inflammation clinique a régressé, une partie des rats (soit 45%)
présentaient toujours une DE, alors que 55% d’entre eux avaient une fonction endothéliale normale. Il
semble donc, qu’a I’instar de ce qui est observé dans certaines études cliniques qui rapportent la
présence d’une DE macrovasculaire méme quand 1’activité de la PR est considérée comme faible ** '°"
! 'la réduction de I’arthrite sur le plan clinique ne suffit pas forcément a faire régresser la DE.

Dans cette étude, nous avons voulu comprendre la cinétique qui gouverne la dérégulation des
principales voies de signalisation endothéliale impliquées dans la DE aortique dans le modéle AIA.
Compte tenu des données de la littérature disponibles dans ce modéle, nous nous sommes
particulierement intéressés a la voie des NOS, COX-2 et des anions superoxydes. Afin d’éclaircir le
lien qui relie DE et inflammation, nous avons dosé différentes cytokines / chimiokines impliquées

dans la physiopathologie de I’arthrite et rechercher leur lien avec la fonction endothéliale.

II. Méthodologie

Cette ¢tude est une partie ancillaire de la premiére étude. Aussi, les expériences ont été réalisées sur

les mémes rats que ceux présentés précédemment.

e Le role de chaque facteur endothélial, a chaque stade de 1’arthrite (J4, J11, J33 et J90) a été
étudié sur le modele d’anneaux aortiques isolés précontractés a la Phénylephrine et relaxés par
des concentrations croissantes et cumulatives d’acétylcholine en présence d’inhibiteur
spécifique de la NOS (NG-nitro-L-arginine methyl ester , L-NAME 10* M), inhibiteur de la
COX-2 (NS398, 10 M), un analogue de la superoxyde dismutase (Tempol, 10™* M).
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III.

La réponse vasoconstrictrice a la noradrénaline a également été évaluée a chaque stade de

I’arthrite sur des anneaux d’aorte désendothélialisés de facon a évaluer la fonction contractile
des CML.

Les taux de cytokines pro-inflammatoires (IL-1p and TNF-a), de cytokines anti-
inflammatoires (IL-4 and IL-10), de chimiokines (MCP-1 et MIP-1a) et d’un marqueur osseux

I’ ostéoprotégérine (OPG) ont été dosés au niveau plasmatique, par méthode multiplex.

Principaux résultats

Cette ¢tude a permis de montrer que :

O
0‘0

Dés les premiers symptdmes de ’arthrite, alors qu’il n’y a pas de DE au niveau aortique, des
altérations du phénotype endothélial sont déja présentes (augmentation de l’activité¢ de la

COX-2 et surproduction d’anions superoxydes) mais sont compensées par une suractivité de la
NOS.

Au stade tardif J90, les rats qui présentent une DE sont ceux qui ont un déséquilibre
endothélial entre la voie de la NOS et de la COX-2, et qui ont également des taux
plasmatiques de TNF-a et d’IL-1f les plus élevés.

Les taux circulants d’IL-1f, de TNF-a et de MIP-1a sont corrélés négativement a la fonction

endothéliale (tous stades de 1I’AIA confondus).

L’anomalie aortique la plus précoce au décours de I’arthrite n’est pas une anomalie

endothéliale mais une altération de la réponse du muscle lisse vasculaire a la noradrénaline.
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Abstract

Objectives: To determine mechanisms involved in endothelial dysfunction (ED) during the
course of arthritis and to investigate the link between cytokines, chemokines and
osteoprotegerin.

Approch and Results: Experiments were conducted on aortic rings at day 4 (preclinical), day
11 (onset of disease), day 33 (acute disease) and day 90 (chronic disease) after adjuvant-
induced arthritis (AIA) in Lewis rats. At day 4, the unique vascular abnormality was a
reduced norepinephrine-induced constriction. At day 11, endothelial function assessed by the
relaxation to acetylcholine was normal despite increased cyclo-oxygenase-2 activity (COX-2)
and overproduction of superoxide anions that was compensated by increased nitric oxide
synthase (NOS) activity. At day 33, ED apparition coincides with the normalization of NOS
activity. At day 90, ED was only observed in rats with a persisting imbalance between
endothelial NOS and COX-2 pathways and higher plasma levels of IL-18 and TNFa. Plasma
levels of IL-1B, TNFoa and MIP-la negatively correlated with Ach-induced relaxation
throughout the course of AIA.

Conclusions: Our data identified increased endothelial NOS activity as an important
compensatory response that opposes the ED in the early arthritis. Thereafter, a cross-talk
between COX-2/NOS and IL-1B/TNFa appears as an important element for the occurrence of
ED. Our results suggest that IL-13, TNFa and MIP-1a are potential biomarkers of ED in

arthritis.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common systemic autoimmune disease resulting in
excessive cardiovascular (CV) events and mortality [1]. The CV risk is roughly 2-fold that of
the general population and was recently found to be comparable to the risk in diabetes [2].
Increased incidence of CV mortality is mainly the consequence of accelerated atherogenesis
which is secondary to endothelial dysfunction (ED) [3], a vascular abnormality present in RA
patients [4]. Therefore the understanding of mechanisms involved in ED as well as their time-
course in RA is an important challenge for designing the adequate therapeutic strategy to
reduce CV risk. A few animal studies provided mechanistic data on ED using the widely-used
model of adjuvant-induced arthritis (AIA) in rats. Our systematic literature review reported
increased cyclo-oxygenase-2 (COX-2) activity, overproduction of superoxide anions (O;")
and nitric oxide synthase (NOS) uncoupling as seminal mechanisms involved in ED, at least
in the acute inflammatory phase of AIA [5]. Recently, we reported that ED was absent in the
early symptomatic stages of the disease but became detectable at the time of maximal
inflammation in AIA [6]. However, ED is not a dichotomous parameter (“present” or “not
present”) and develops over a long period of time. Thus the time at which changes in
endothelial phenotype appear during the course of arthritis is not known whereas its
knowledge may help to identify the “window of opportunity” for CV risk prevention in RA.
In addition, whether these phenotypes changes persist when disease activity decreased is

unknown.

ED is considered as the consequence of a combination of elements including genetic
predisposition, traditional CV risk factors and systemic inflammation [7]. This latter factor is
suspected to be a pivotal contributor of ED in RA because pro-inflammatory mediators such

as IL-1PB and TNF-o, that might putatively modify endothelial phenotype, are produced by the
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inflamed synovium and released into circulation [8]. The above pro-inflammatory factors up-
regulate the expression of adhesion molecules by endothelial cells and stimulated the release
of chemokines. Therefore it is striking that in RA the contribution of systemic mediators of
inflammation to ED is not yet elucidated [9-11]. Likewise whether such circulating indices of

systemic inflammation could be used as biomarkers of ED is not demonstrated.

The first aim of this study was to investigate the mechanisms of ED from the preclinical
to the late stages of the disease in the model of adjuvant-induced arthritis (AIA) in rats with
an emphasis on the role of NOS, COX-2 and O,". The second aim was to explore the potential

value of various circulating cytokines/chemokines to reflect ED.

Material and methods

Animals

Six-week-old male Lewis rats (n=160) were purchased from Janvier (Le Genest Saint Isle,
France). Animals were kept under a 12h-12h light: dark cycle and allowed free access to food
and water. This work is the extended study for our previous report [6] and all experimental
procedures were approved by the local committee for ethics in animal experimentation n°
2012/001-CD) of Franche-Comté University (Besangon, France), and complied with the
Guide for the Care and Use of Laboratory Animal published by the US National Institutes of

Health (NIH publication No. 85-23, revised 2011).

Induction and clinical evaluation of the arthritis model
As previously described [6], adjuvant arthritis was induced by a single intradermal injection at
the tail of Lewis rats, of 120 puL of 1 mg of heat-killed Mycobacterium butyricum (Difco,

Detroit, MI) suspended in 0.1 ml of mineral oil (Freund’s incomplete adjuvant (Difco,
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Detroit, MI)). A group of saline-infused non-arthritic rats was used as controls. Rats were
weighed and monitored 5 days per week for clinical signs of arthritis. The scoring system was
employed as follows [12]: arthritis of one finger scores 0.1, weak and moderate arthritis of
one big joint (ankle or wrist) scores 0.5 and, intense arthritis of one big joint scores 1. Tarsus
and ankle were considered as the same joint. Sum of joints scores of 4 limbs leads to an
arthritic score of maximum 6 to each rat. Rats were anaesthetized with pentobarbital (60
mg/kg, i.p.) at different days after inoculation with Mycobacterium or saline corresponding to
different stages of the disease [13]: day 4 that represents the preclinical expression of arthritis
and a time during antigen processing; day 11 that represents the clinical onset of arthritis
(very early arthritis); day 33 corresponding to severe active disease with severe joint swelling
and destruction associated to macrovascular ED; day 90 that represents a time point at which
the disease has been resolved, based on a lack of inflammation in the affected joints. Blood
was withdrawn from the abdominal artery, immediately centrifuged at 3000g for 10 min at
4°C, and plasma was stored at -80°C until analysis. Thoracic aorta were removed and

immediately used for vascular reactivity studies.

Radiographical ex-vivo analysis of joints of ankle and foot

Radiographs of hind paws were performed at each stage of arthritis with a BMA High
Resolution Digital X Ray (40mV, 10mA) — D3A Medical Systems (France). A score of 0 to
20 was determined for each paw using a grading scale modified from Ackerman et al. (1979)
[14]. This score used the scale: 0 (normal), 1 (slight), 2 (mild), 3 (moderate), and 4 (severe)
abnormalities in the tissue for each of 5 characteristic features of AIA. Radiographs takes into
account: (a) the soft tissue swelling, (b) the osteoporosis as measured by bone density, (c) the

loss of cartilage shown by narrowing of the joint spaces; (d) the bone erosions and (e) the
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100  heterotopic ossification defined as proliferation of new bone tissue. The maximum score for
101  eachrat is 40.

102

103 Vascular reactivity

104 At each time of arthritis course, thoracic aorta was excised, cleaned of connective tissue, and
105  cut into rings of approximately 2 mm in length. Rings were suspended in Krebs solution
106  (NaCl 118 mmoles/liter, KCl 4.65 mmoles/liter, CaCl, 2.5 mmoles/liter, KH,PO4 1.18
107  mmoles/liter, NaHCO3 24.9 mmoles/liter, MgSO4 1.18 mmoles/liter, glucose 12 mmoles/liter,
108  pH 7.4), maintained at 37°C and continuously aerated with 95% O,, 5% CO,, for isometric
109  tension recording in organs chambers, as previously described'®. In some rings, endothelium
110 was mechanically removed. The completeness of endothelial denudation was confirmed by
111 the absence of relaxation to the endothelium-dependent agonist acetylcholine (ACh, 107
112 moles/liter). After a 90-min-equilibration period under a resting tension of 2g, endothelium-
113 denuded rings were used to determine the vasoconstrictive response to norepinephrine (NE,
114 10"'-10* moles/liter). In parallel, rings with intact endothelium were constricted with
115  phenylephrine (PE, 10° mol/L) and endothelium-dependent relaxation was assessed with Ach
116  (10"'-10™ moles/liter). The results regarding the effect of Ach-induced relaxation in AIA and
117  controls have been presented elsewhere [6]. To dissect the mechanisms involved in
118  endothelial response to Ach, rings were incubated for 30-min either with the non-selective
119  NO synthase inhibitor Nw-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 10* moles/liter), the
120 selective COX-2 inhibitor (NS398, 10~ moles/liter), and the superoxide dismutase mimetic
121  (SOD) Tempol (10™ moles/liter). Contractile responses to NE were calculated as the
122 percentage of the maximum response to KCl 100 mmoles/liter, and vasorelaxant responses to
123 ACh were calculated as the percentage of relaxation of the contractile response to PE 10°

124  moles/liter.
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125

126 ~ Plasma measurements

127  Plasma levels of pro-inflammatory cytokines (interleukin 18 (IL-1B) and Tumor Necrosis
128  Factor a (TNFa)), anti-inflammatory cytokines (interleukin 4 (IL-4) and interleukin 10 (IL-
129  10)), monocyte/macrophage chemokines (Macrophage Inflammatory Protein (MIP-1a),
130  Monocyte Chemoattractant Protein (MCP-1)) and osteoprotegerin (OPG) were measured by
131  using Milliplex magnetic bead panel kits (eBioscience, Vienne, Austria) that were analyzed
132 using a Luminex MAGPIX system (Luminex Corporation; Houston, TX) and Milliplex
133 Analyst software (Millipore; St. Charles, MO). The limits of detection provided by the
134 manufacturer for IL-1B, TNFa, IL-4, IL-10, MIP-1a, MCP-1 and OPG were (pg/mL) 13,
135 3.78,0.82, 8.59, 2.32, 18 and 1 respectively.

136

137  Data and Statistical analysis

138  Values are presented as means = SEM. Data were analyzed using GraphPad Prism software
139  (version 5.0). The overall relaxant response to ACh and the constrictive response to NE were
140  characterized by the area under the curve (AUCs) calculated from the individual
141  concentration-response curves. Concentration-responses to ACh in the presence or not of a
142 specific inhibitor were compared by 2-way analysis of variance (ANOVA) for repeated
143 measures. To better understand the effect of L-NAME in AIA as compared to control rats, the
144 results were expressed as the percentage of reduction of AUCs between curves of Ach
145  without and with L-NAME. Comparison of two values between AIA and controls was
146  assessed by using unpaired Student ¢ test or Mann-Whitney test when data were not normally
147  distributed. Analysis of the relationship between two parameters was determined by linear
148  regression analysis and Spearman’s correlation coefficient was calculated between these

149  variables. P<0.05 was considered statistically significant.
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150

151  Results

152  Time-course of clinical and radiographic parameters in AIA rats

153 Consistent with our earlier study [6], the first clinical signs of arthritis (paw edema, erythema,
154  stiffness) appeared between day 11 and day 14 after immunization. From day 11 onwards, the
155  severity of arthritis increased until day 33. After the period of acute clinical inflammation,
156  clinical signs of inflammation spontaneously regressed but joint malformations are still
157  evident. Consistent with the progression of bone damage in AIA, radiographic score
158  progressively increased from day 4 to day 90. The means arthritis scores and radiographic
159  score at different phases of AIA are presented in Table 1.

160

161  Profile of plasma cytokines, chemokines and OPG levels during AIA

162  Data are presented in Table 1. Except IL-4 levels that were not changed by AIA, all
163  cytokines/chemokines increased during AIA but with a different profile. As compared to
164  controls, IL-10 levels increased in AIA at day 4 and day 11 but not thereafter. MCP-1 levels
165  were increased in AIA from day 4 to day 33 but not at day 90. IL-1B levels were higher in
166  AIA from day 11 to day 90. The increase in TNFa and MIP-1a levels occurred later, at day 33
167 and day 90. OPG was significantly elevated at day 11 but not at the other times.

168

169  Vasoconstrictive response to NE in AIA

170  Before investigating endothelial function and related pathways, we checked whether
171  differences exist regarding the response of vascular smooth muscle cells (VSMCs) to
172 norepinephrine. As shown in Figure 1, AIA exhibited reduced constrictive response to NE at
173  day 4 post-immunization (p<0.01) but not thereafter.

174
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175  Endothelial NOS, COX-2 and superoxide anion pathways during the course of AIA

176  To determine at which time of the arthritis course abnormalities in endothelial pathways
177  appear, the effects of the NOS inhibitor L-NAME, the COX-2 inhibitor NS-398 and the SOD
178  mimetic Tempol were studied in Ach-relaxed rings from AIA and controls rats.

179

180 At day 4, Ach-induced relaxation was not impaired [6] (Fig 2A). Neither NS-398 nor Tempol
181  modified Ach-induced relaxation in controls or in AIA thus indicating a lack of deleterious
182  COX-2 activity and O;,” production at this time (Fig 2C-D). L-NAME significantly blunted
183  Ach-associated relaxation in both groups, to the same extent (% reduction of AUC: 69 + 10 vs
184 70 = 2 in controls, NS) (Fig 2B). This indicates no difference in NOS activity between
185  groups.

186

187  Atday 11 (Fig 3A), endothelial function was normal in AIA rats [6]. However, as a reflection
188  of enhanced NOS activity in AIA, the reduction of AUC of Ach induced by L-NAME was
189  significantly greater in AIA (80 £ 4%) than in controls (61 £+ 8%, p<0.05, Fig 2B). Of interest,
190 NS-398 (Fig 3C) and Tempol (Fig 3D) slightly but significantly improved Ach-induced
191  vasodilation in AIA but not in controls. These data revealed that abnormal overactivation of
192  COX-2 associated with O, production was initially compensated by increased NOS activity.
193

194 At day 33, an impaired response to Ach was observed in AIA [6] (Fig 4A). The dysfunctions
195 regarding COX-2 and O," in AIA observed at day 11 were still evident (Fig 4C-D) but, as
196  shown in Fig 4B, NOS activity is no longer increased in AIA as attested by the lack of
197  difference in the effect of L-NAME between AIA and controls (% reduction of AUC: 80 + 4
198  in AIA vs 72 = 5 in controls, NS).

199
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200 At day 90, the overall response of AIA to Ach was not different from controls [6] (Fig 5A).
201  However, the detailed analysis of individual data revealed that two populations of AIA
202  emerged on the basis of their response to Ach. One group (55% of rats, “without ED”) did not
203  exhibit impaired response to Ach (Fig 5B), whereas another group (45% of rats, “with ED”)
204  had depressed response to Ach (p<0.001, Fig 5C). Of interest, differences in cytokines levels
205  were found between these 2 groups of rats at day 90. As compared to the AIA group without
206  ED, the AIA group with ED had higher levels of TNFa and IL-1B (Fig 5D, p<0.05) whereas
207  no difference was found for the other cytokines or chemokines (Fig 6). By contrast, arthritis
208  (Fig 5E) and radiographic scores (Fig 5F) did not differ between these two populations. As
209  shown in Fig 7A, in AIA “with ED”, the effect of L-NAME was not different from controls
210 (% reduction of AUC: 72 =4 vs 75 = 5 in controls, NS) whereas its effect was greater in AIA
211 “without ED” compared to controls, thus reflecting enhanced NOS activity in this latter group
212 (% reduction of AUC: 84 =4 vs 75 £ 5 in controls, p<0.05). Likewise, a difference in COX-2
213 activity was observed between AIA “with ED” and “without ED”. In the former, NS-398 still
214  improved the vasorelaxant effect of Ach as a reflection of persisting deleterious COX-2
215  activity whereas this inhibitor was devoid of impact on Ach-relaxation in the latter (Fig 7B).
216 By contrast, Tempol did not modify the effect of Ach whatever the group (Fig 7C). Above
217  results suggest that the presence of ED in AIA rats at the late phase of arthritis did not rely on
218 Oy overproduction but on the persisting imbalance between NOS and COX-2 endothelial
219  pathways.

220

221  Correlations between endothelial function and cytokines/chemokines/OPG plasma levels
222 To determine whether levels of mediators of inflammation are linked to ED, we investigated
223 the correlations between Ach-induced relaxations (expressed as AUCs) from day 4 to day 90

224  and the corresponding levels of cytokines/chemokines (Table 1). The results showed that
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225  plasma levels of IL-1p, TNFa and MIP-1a negatively correlated with Ach-induced relaxation
226  (Fig 8). By contrast, no correlation was found between endothelial function and levels of 1L-4
227  (r=-0.0561, p=0.953), IL-10 (r=0.0937, p=0.441), MCP-1 (r=0.199, p=0.0966) and OPG
228  (r=0.169, p=0.124).

229

230  Discussion

231 The seminal findings of our study in AIA are that 1) increased NOS activity is an
232 important compensatory response that opposes the ED in the early phase of the disease, 2)
233 plasma levels of IL-13, TNFa and MIP-1a correlate with endothelial function throughout the
234 course of AIA, 3) impaired response of smooth muscle to vasoconstriction precedes the
235  alterations of endothelial phenotype.

236

237 The understanding of the pathogenesis of ED in RA is a prerequisite to propose an
238  adequate therapeutic strategy for CV risk prevention. Previous analysis of the literature
239  identified increased COX-2 activity, O," overproduction and NOS decoupling as seminal
240  mechanisms involved in ED at the acute phase of arthritis [5]. The new findings are that these
241  pathways are also altered in the very early phase of AIA as well as in the late phase after
242 resolution of inflammatory symptoms. Our study demonstrated that despite the lack of
243 detectable ED at the onset of clinical symptoms, the deleterious O, production and COX-2
244 activity are initially compensated by increased vascular NOS activity thereby opposing ED.
245  These findings can be related to those of a clinical study in which the basal forearm blood
246  flow was measured in newly diagnosed RA patients in the presence or not of a NOS inhibitor
247  [16]. The authors found a greater inhibition of blood flow by the NOS inhibitor in RA patients
248  than in controls, which is consistent with a compensatory NOS activation in this early stage of

249  RA. It is striking that this considerable endothelial plasticity is not specific to RA since the
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250  same compensatory NOS upregulation exists in the early phase of models of hypertension
251 [17] or diabetes [18]. These suggest that common mechanisms are involved in such
252 compensation. As O,” has been involved in NOS pathway upregulation [17] and is
253  overproduced in hypertension or diabetes [19], its excessive production at the onset of AIA
254  might contribute to the high NOS activity. However, our results at day 90 showed that
255  increased NOS activity occurs without impaired O," production, so this mechanism is likely
256  of minor importance. Whatever the mechanisms involved in NOS upregulation, overall data
257  identify NOS is a pivotal target for the early CV risk prevention in RA, and encourage the use
258  of therapy aiming to increase NOS activity such as arginase inhibition or L-arginine
259  supplementation.

260

261 The occurrence of ED at the acute inflammatory phase of arthritis (day 33) coincides
262 with loss of NOS compensation and enhancement of COX-2/0," impairments. Given the
263  recognized cross-talk between COX-2 and NOS pathways [20, 21], decreased NOS activity
264  might result from COX-2 overactivity but in turn itself enhance COX-2 activity in a vicious
265  circle. TNF-a might also contribute to the loss of NOS compensation. Indeed, at this time of
266  arthritis, plasma IL-1B and MCP-1 levels are elevated in AIA like at day 11, but additionally
267  TNF-o and MIP-1a increased. Whilst both TNF-a and IL-1p have been reported to acutely
268  induce ED [22, 23], only TNF-o was reported to decrease endothelial NOS expression [24].
269  The major role of IL-1B and TNF-a, the two dominant mediators of immune-mediated joint
270  disease in RA patients and experimental animals [25], in arthritis-associated ED is further
271  supported by the results obtained at day 90. At this time, the rats exhibiting ED are those with
272 the highest IL-1B and TNF-a levels. Consistent with a link between pro-inflammatory
273  cytokines levels and endothelial phenotype alterations, the same group of rats exhibited

274  persistent COX-2 activity and low NOS activity. Notably, the two populations of rats at day

110



275 90, with and without ED, had no significant differences in disease severity and joint damage,
276  suggesting that the levels of systemic pro-inflammatory cytokines are more predictive of ED
277  than the severity of the disease. Consistent with this, a recent study reported that changes in
278  disease activity (DAS28 score) did not correlate with endothelial function in RA patients [26].
279 At the light of our results, it appears that further research is required to elucidate whether
280  these cytokines/chemokines are causally involved in ED or act solely as biomarkers.

281

282 At present, efforts to characterize endothelial function by measuring soluble plasma
283  biomarkers in RA patients have been largely unsuccessful. Strikingly, albeit a role for
284  inflammation in arthritis-induced ED is highly suspected, reports on the association between
285  systemic inflammation and ED in RA patients are inconsistent. A positive relationship
286  between circulating markers of inflammation and ED was reported by some authors [27-29]
287  whereas others showed no associations both in early [30] and long-term RA [11]. In the
288  present study, we demonstrated that plasma levels of IL-1B and TNF-a correlated with ED
289  throughout the arthritis course. Of interest plasma levels of MIP-1a also correlated with ED.
290 MIP-la is a chemotactic factor for monocytes and T lymphocytes mainly secreted by
291  synoviocytes in RA [31]. To the best of our knowledge, while high MIP-1a levels have been
292 reported in RA patients [31], its potential role on ED has never been explored and warrants
293  further investigation. Our data revealed that plasma levels of MCP-1 did not correlate with
294  ED, in agreement with the findings of Sodergen [27] in RA patients. These data are not
295  consistent with a recent study conducted in collagen-induced arthritis in mice (mCIA) [32] in
296  which an inverse correlation between serum MCP-1 levels and Ach-induced vasodilation was
297  found. However, the study was performed only at the time of maximal clinical inflammation
298 and whether MCP-1 levels reflected ED during the whole course of mCIA was not

299  investigated. Emerging data highlighted OPG as a new promising biomarker of ED in various
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300 diseases [33, 34]. This protein of utmost importance for bone remodelling is expressed in
301  other tissues including vessels [35]. In our study, no association was found between OPG and
302  endothelial function in AIA. A few studies in RA patients reported an association between
303  high plasma OPG levels and indices of carotid atherosclerosis [36, 37]. Our results encourage

304  performing further studies to investigate the link between OPG levels and endothelial function

305 inRA.
306
307 The present study demonstrated that modifications of endothelial phenotype occur at the

308  first clinical symptoms of arthritis. However, a few clinical studies demonstrated that
309 increased CV risk precedes RA onset [38, 39]. In our study, the unique detectable vascular
310  dysfunction at the preclinical stage was a depressed contractile response to NE. As this
311  finding was obtained in endothelium-denuded rings, the problem relies on VSMCs and not on
312 endothelial cells. Our result obtained in AIA rats resonates with the recent finding of
313 Reynolds et al [40] showing impaired contractile response to serotonin in the very early stage
314  of development of mCIA that was, like in our study, unrelated to endothelial function. We
315 added the new information that this contractile dysfunction is only transient during the course
316  of arthritis. At present it is difficult to speculate on the underlying mechanisms. A role of pro-
317 inflammatory cytokines can be discarded because TNF-a and IL-1f levels are not elevated at
318  this time of arthritis. From a clinical perspective, our data give arguments to focus interest on
319  the vascular contractile response for an early diagnostic of vascular dysfunction in RA, using
320  for instance “low-flow mediated constriction” (L-FMC), a new technique introduced to assess
321  in humans the conduit artery constrictor response to decreased flow [41].

322

323 In conclusion, the present study in AIA rats provided new insights in the mechanisms

324  of ED in RA, and showed that a dysregulation of vasodilator and vasoconstrictor responses
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325  occurs with a distinct time course in RA progression. From a diagnostic perspective, they
326  identified plasma IL-1B, TNF- a and MIP-1a as promising biomarkers of ED in RA. From a
327  therapeutic perspective, they emphasized a seminal role for the cross-talk between NOS and
328 COX-2 in RA-associated ED that encourage investigating the potential of new drugs such as
329  NO-releasing NSAIDs [42] to decrease CV risk in RA.

330
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Table 1. Clinical, radiological characteristics and cytokines/chemokines levels.

Day post-immunization

4 11 33 90
i(igfe‘“s AIA 0 1.9+0.1 25402 1.1£02
Radiographic score AIA 0.8+0.5 3.1+0.6 21.6+2.1 21.9+0.7
IL-1p Controls 23.3+4.3 15.8+2.9 9.6+3.2 87+1.1

AIA 383+5.5 49.7 £6.1* 83.4 +13.5% 46.8 £9.1%*
TNF-q Controls 6.7+ 1.1 3.8+0.7 2.7+0.7 24+0.3
AIA 7.0+ 1.1 54+0.7 18.0+3.1* 11.9+2.3%
1L-10 Controls 12.7+1.3 12.7+0.9 13.8+2.5 134+1.5
AIA 21.8+2.5%  30.6 +3.4* 16.6 1.6 125+0.9
L4 Controls 0.3+0.1 0.3+0.1 0.3+0.1 0.4+0.1
ATA 05+£0.1 04+0.0 04+0.0 04+0.1
MIP-1a Controls 13.2+1.7 9.1+1.1 14.6 £ 4.0 6.1 £0.8
AIA 146+2.2 11.6£1.5 31.5+4.7* 17.4 £2.9%
MCP-1 Controls 1580+ 155 1365+114 1138 + 105 915+ 64
AIA 2612 +£208* 3693 £315*% 2046+ 162* 1182+ 113
OPG Controls 224 £ 19 230+ 15 169 £ 15 162 £ 12
AIA 262+ 18 537 + 48* 212+ 16 187 £ 35

Clinical data were obtained from all rats (n=20/group/stage). Plasma cytokines and

chemokines levels (pg/mL) measured at day 4, 11, 33 and 90 post-immunization in ATA and
age-matched controls (n = 11-17 per AIA groups and n=7-12 per Control groups). Values are
the mean + SEM. *p <0.05 versus age-matched control.
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Figure 1. Vascular reactivity to norepinephrine during the course of AIA.

Experiments were performed on endothelium-denuded aortic rings from AIA and control rats
at each stage of arthritis. The overall response to norepinerphine is expressed as area under
the curve (AUC). Values are means + SEM of 12 to 20 aortic rings from 12 to 20

rats/group/stage. **p< (.01 vs controls.
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Figure 2. Effect of L-NAME, NS398 and Tempol on the response to Ach at the
preclinical stage of AIA. (A) The vasodilator response to Ach (expressed as AUC of Ach)
was assessed in aortic rings from AIA and controls at day 4 post-immunization. The same
experiment was performed after incubation with L-NAME (B) (the insert presents AUC of
Ach), NS398 (C) and Tempol (D). Results are expressed as means = SEM of 13 to 17 aortic
rings from 17 rats/group. *** p<(0.001.
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Figure 3. Effect of L-NAME, NS398 and Tempol on response to Ach at the clinical onset
of arthritis. (A) The vasodilator response to Ach (expressed as AUC of Ach) was assessed in
aortic rings from AIA and controls at day 11 post-immunization. The same experiment was
performed after incubation with L-NAME (B) (the insert presents AUC of Ach), NS398 (C)
and Tempol (D). Results are expressed as means £ SEM of 12 to 18 aortic rings from 18

rats/group. *p<0.05, *** p<0.001.
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Figure 4. Effect of L-NAME, NS398 and Tempol on response to Ach at the acute
inflammatory phase of AIA. (A) The vasodilator response to Ach (expressed as AUC
of Ach) was assessed in aortic rings from AIA and controls at day 33 post-

immunization. The same experiment was performed after incubation with L-NAME (B)

(the insert presents AUC of Ach), NS398 (C) and Tempol (D). Results are expressed as
means = SEM of 12 to 19 aortic rings from 19 rats/group. ** p<0.01, *** p<0.001.
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AIA “without ED”. Results are expressed as means = SEM from 6 to 9 rats/subgroups.
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Figure 7. Effect of L-NAME, NS398 and Tempol on vasodilation response to Ach at the

late phase of arthritis.

Cumulative concentration curves were performed in aortic rings from controls, AIA without
endothelial dysfunction (ED) and in AIA with ED, in the presence or not of L-NAME (A) (the
insert presents AUC of Ach), NS398 (B) and Tempol (C). Values are as means + SEM of 6 to

11 aortic rings from 15 Controls rats, 11 rats AIA-without ED and 9 rats AIA-with ED. *p<
0.05, *** p<0.001.
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L Contexte et objectifs

Les résultats obtenus dans 1’étude précédente ont mis en lumiere le lien potentiel entre les cytokines
pro-inflammatoires circulantes et la DE aortique dans le modele AIA. Cette étude suggere que le TNF-
a et I’IL-1P ne seraient pas seulement des marqueurs de fonction endothéliale, mais que ces cytokines
pourraient étre, en particulier le TNF-a, des acteurs de la DE associé¢e a I’arthrite. En effet, la perte de
la compensation de la DE aortique qui survient au stade d’inflammation maximale est concomitante de
I’¢lévation des taux de TNF-a dans notre modele. Le lien entre TNF-a et DE n’est pas nouveau et
I’impact délétére du TNF-a sur la fonction endothéliale dans des pathologies CV « conventionnelles »
a déja été étudié ', Ainsi comme présenté dans la figure ci-dessous, le TNF-a est susceptible de

modifier plusieurs voies de signalisations inflammatoires et endothéliales **” (Figure 22).

Exercise Diet Supplement Over-nutrition  Smoking  Aging

B

Repalr.‘“ NO e o 1 . MMp. Endothelium
Availability} "5 N\ . Apoptosis |
Vasorelaxation | Oxsudatn;o L \ ~_\Thrombosu ' Vascular
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L6 MCP-1 ‘ Remodelling !

IL-8 “I | Atherosclerosis !

Vascular Inflammation
and Cell Infiltration? 1

Figure 22. Effet du TNF-a sur la fonction endothéliale et mécanismes potentiellement impliqués.

Il est par conséquent trés surprenant de constater que I’impact des anti-TNF-a sur la fonction
endothéliale des patients PR ne soit pas clairement déterminé et demeure controversé. Certaines études

222, 238, 247, 262, 274

ont rapporté un effet bénéfique des anti-TNF-a sur la fonction endothéliale , alors que

d’autres ne montrent aucun effet 27

, quand d’autres décrivent un effet bénéfique mais uniquement
transitoire >’ *””. De fagon encore plus surprenante, alors que plusieurs études ont décrit ’effet de
différents traitements pharmacologiques sur la DE dans des modéles animaux de PR **’, aucune étude
ne s’est intéressée a I’impact des DMARDs, qu’ils soient « conventionnels » ou « biologiques »
comme les anti-TNF-a dans ces modéles, alors que ce point est crucial pour la prise en charge du

risque CV du patient PR.

Dans notre étude, nous avons évalué I’effet d’un traitement curatif par Etanercept, I’un des anti-TNFa.
les plus utilisés au monde dans la PR, sur la fonction endothéliale des rats AIA. Son impact sur les
différentes voies de signalisation endothéliale impliquées dans la DE a ét¢ étudié, ainsi que son effet
sur des facteurs de risque CV traditionnels tels que la pression artérielle, la fréquence cardiaque, la

glycémie, le taux de cholestérol et la triglycéridémie.
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II. Méthodologie

e Les expériences ont ét¢ conduites chez des rats AIA, qui ont été traités des 1’apparition des

symptomes (J11 post-induction), par :

o Etanercept, en s.c a une dose de 10 mg/kg tous les 3 jours pendant 21 jours : groupe
AlA-etanercept
o Sérum physiologique : en s.c a 1 ml/kg, tous les 3 jours pendant 21 jours : groupe

AIA-non traité « Vehicle ».

induction  1°™ signes cliniques stade aigu
J1 J33
Jo ‘ |

Groupe AlA non-traité

sérum physiologique, 100ul/100g rat tous les 3 jours en s/c

Etanercept 10 mg/kg, tous les 3 jours en s/c
Groupe Etanercept

e A J33, I’effet du traitement sur la fonction endothéliale a été évalué sur le modéle d’anneaux

aortiques isolés (relaxation a 1’acétylcholine).

e Les mécanismes impliqués dans I’effet de 1I’Etanercept ont été étudiés par incubation des

anneaux avec

o Un inhibiteur de NOS (NG-nitro-L-arginine methyl ester, L-NAME 10 M),
o Un inhibiteur de COX-2 (NS398, 10° M),
o Un inhibiteur d’arginase (Nor-NOHA 10™*M),

o Un analogue de la superoxyde dismutase (Tempol, 10™* M).

e L’expression aortique de plusieurs protéines a été étudiée par western blotting afin de
déterminer si les modifications fonctionnelles observées lors des manipulations vasculaires

pouvaient provenir des modifications d’expression des protéines correspondantes, incluant :

o La NOS endothéliale et sa forme phosphorylée sur la sérine 1177, principale forme

active de eNOS dont la phosphorylation est altérée en cas de pathologies CV **,

o LaCOX-2,
o L’Arginase-2,

o Les p22™ et p47™* : des sous-unités membranaires et cytosoliques de la NADPH
oxydase, principale enzyme de production d’anions superoxydes a 1’origine du stress

oxydant vasculaire.
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e L’effet d’Etanercept sur les facteurs de risque CV a été évalué par la mesure de la pression
artérielle et du rythme cardiaque par voie invasive (cathétérisme carotidien), de la

triglycéridémie, cholestérolémie et glycémie a la fin du traitement.

IV.  Principaux résultats
Nos résultats ont révélé que :

¢ Le traitement par étanercept, qui réduit la sévérité de 1’arthrite, améliore significativement la

fonction endothéliale des rats AIA.

s Cet effet repose sur des effets vasculaires pléiotropes: restauration de 1’équilibre
NOS/arginase, diminution de [’activité/expression COX-2, réduction de la production

d’anions superoxydes et de I’expression de p227™*.

s Les effets bénéfiques endothéliaux du traitement sont indépendants de son impact sur les
facteurs de risque CV étudiés, puisqu’il ne modifie pas les paramétres biologiques des rats

AlA et, paradoxalement, augmente de fagon isolée la pression artérielle systolique.
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Abstract

Aims: To determine the effect of etanercept on endothelial dysfunction and on traditional
cardiovascular (CV) risk factors in the adjuvant-induced arthritis (AIA) rat model.

Methods: At the first signs of arthritis, etanercept (10 mg/kg/3 days, s.c.) or saline was
administered for 3 weeks in AIA rats. Body weights and arthritis scores were daily monitored.
Endothelial function was studied in aortic rings relaxed with acetylcholine (Ach) with or
without inhibitors of NOS, COX-2, Arginase, EDHF and superoxide anions (O,”) production.
Aortic expression of eNOS, Serl177-phospho-eNOS, COX-2, Arginase-2, p22°™* and p47°"*
was evaluated by western blotting analysis. Blood pressure, heart rate and blood levels of
triglycerides, cholesterol, glucose were measured.

Results: Etanercept significantly reduced arthritis score (p<0.001). It improved Ach-induced
relaxation (p<0.05) as a result of increased NOS activity, decreased COX-2 / arginase
activities and decreased 02_0 production. These functional effects relied on increased eNOS
expression and phosphorylation, decreased COX-2, Arginase-2 and p22° hox expressions. No
correlation was found between arthritis score and Ach-induced relaxation. The treatment did
not change triglycerides, cholesterol and glucose levels but significantly increased systolic
blood pressure and heart rate (p<0.05).

Conclusion: Our data demonstrated that efficient dosage of etanercept on inflammatory
symptoms improved endothelial function in AIA. This beneficial effect on endothelial
function is disconnected from its impact on CV risk factors and relates to pleiotropic effects
of etanercept on endothelial pathways. These results suggest that etanercept could be a good

choice for patients with rheumatoid arthritis at high risk of CV events.

Key words: rheumatoid arthritis — endothelial dysfunction — etanercept — mechanisms
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common systemic autoimmune disease
characterized by reduced life expectancy ranging between 3 to 18 years compared with the
general population [1]. One of the leading causes of excess mortality in RA patients is
cardiovascular (CV) diseases due to accelerated atherogenesis, irrespective of classical CV
risk factors [2]. Evidence from clinical studies showed that endothelial dysfunction (ED), the
“sine qua non” condition for atherosclerosis appearance, is present in established RA [3] and
is an important target for reducing CV diseases. Given that RA and atherosclerosis share
common immunopathogenic features, it has been proposed that inflammatory mechanisms
involved in the development of synovial lesions might contribute to ED [4]. This hypothesis
was supported by in vivo experimental data showing that administration of the pro-
inflammatory cytokine TNF-a depressed endothelium-dependent relaxation [5]. Surprisingly
then, clinical studies on the effects of anti-TNF-a on ED in RA have provided conflicting
results. Some showed improvement of endothelial function [6-9] whereas some reported no
changes in ED despite efficient reduction of disease activity [10-15] and others demonstrated

only a transient improvement of ED [16-18].

The major concern for addressing whether anti-TNF-o improves or not ED in clinical
studies is that on the one hand, according to the international guidelines, TNF-a inhibitors are
usually used in combination therapy with methotrexate, and in the other hand, RA patients
take multiple medications including cardiovascular drugs which can impact upon endothelial
function. Thus animal models of RA provide the unique opportunity to determine the impact
of one given drug on endothelial function without the influence of other medications, with a
direct assessment of vascular function on isolated vessels, and using rat cohorts with

reproducible polyarthritis severity. Previous studies conducted on the widely-used model of
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adjuvant-induced arthritis (AIA) in rats identified nitric oxide synthase (NOS) uncoupling,
arginase 2 overactivation, endothelium-derived hyperpolarizing factor (EDHF) deficiency,
cyclo-oxygenase-2 (COX-2) overactivity and overproduction of superoxide anions (O,") as

important pathomechanisms involved in ED [19].

The aim of the present study was to investigate the effect of a curative treatment with
etanercept on endothelial function in the AIA model in rats. Endothelial function was studied
on isolated aortic rings on day 33 after arthritis induction, a time at which ED was previously
characterized®’, and the mechanisms involved were dissected. The efficacy of etanercept on
disease activity and joint damage was assessed by measurement of arthritic score and
radiographic score, respectively. To assess whether the treatment modified CV risk factors,

blood pressure, heart rate, glycemia and lipid levels were also measured.

Material and methods

Animals

Six-week-old male Lewis rats (n=60) were purchased from Janvier (Le Genest Saint Isle,
France). Animals were kept under a 12h-12h light: dark cycle and allowed free access to food
and water. The experimental procedures were approved by the local committee for ethics in
animal experimentation n° 2012/001-CD of Franche-Comté University (Besangon, France),
and complied with the Guide for the Care and Use of Laboratory Animal published by the US

National Institutes of Health (NIH publication No. 85-23, revised 2011).

Induction and clinical evaluation of the arthritis model

Adjuvant arthritis was induced by a single intradermal injection at the base of the tail of 120

uL of 1 mg of heat-killed Mycobacterium butyricum (Difco, Detroit, MI) suspended in 0.1 ml
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of mineral oil (Freund’s incomplete adjuvant (Difco, Detroit, MI)). The AIA model is
characterized by rapid onset and progression of a robust and easily measurable polyarthritis,
characterized by severe erythema and diffuse soft swelling with complete ankylosis and
malformations in the paws, reduced locomotor activity, frequently associated to ears and tail
inflammation, weight loss, anorexia and diarrhea [21]. Rats were daily weighed and
monitored for clinical signs of arthritis. The scoring system was employed as follows [22]:
arthritis of one finger scores 0.1, weak and moderate arthritis of one big joint (ankle or wrist)
scores 0.5 and, intense arthritis of one big joint scores 1. Tarsus and ankle were considered as
the same joint. Sum of joints scores of 4 limbs leads to an arthritis score of maximum 6 to

each rat.

Drug treatment

At the day of the first inflammatory symptoms (i.e. at day 11-12 post-immunization) AIA rats
were randomized in two groups. One group received etanercept, at 10 mg/kg (s.c.) every 3
days for 3 weeks (Etanercept, n=30). The dose of etanercept was chosen on the basis of
previous data on the AIA model showing a significant reduction in arthritis severity and
radiographic lesion [23]. The other group received saline at 1 ml/kg (s.c.) for 3 weeks

(Vehicle, n=30).

Tissue collection, blood pressure and heart rate measurements

Twenty-one days after treatment initiation, rats were anaesthetized with pentobarbital (60
mg/kg, i.p.). Arterial systolic (SBP), diastolic (DBP), mean arterial (MAP) blood pressure and
heart rate were measured after cannulation of the left carotid artery and connection of the
catheter to a pressure recorder system (Easy Graf, Gould, USA) under temperature control.

Blood was withdrawn from the abdominal artery and centrifuged to obtain serum, divided into
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aliquots and stored at -80°C until analysis. Thoracic aorta were removed and immediately
used for the group of rats used for vascular reactivity studies (n=15/group) or frozen in liquid
nitrogen and stored at -80°C until analysis for the group used for western blot (n=15/group).

Ankles were removed and placed in 4% formalin until assessment of radiographs.

Radiographical ex-vivo analysis of joints of ankle and foot

Radiographs of hind paws were performed with a BMA High Resolution Digital X Ray
(40mV, 10mA) — D3A Medical Systems (Orleans, France). A score of 0 to 20 was determined
for each paw using a grading scale modified from Ackerman et al. (1979) [24]. This score
used the scale: 0 (normal), 1 (slight), 2 (mild), 3 (moderate), and 4 (severe) abnormalities in
the tissue for each of 5 characteristic features of AIA. Radiographs takes into account: (a) the
soft tissue swelling, (b) the osteoporosis as measured by bone density, (c) the loss of cartilage
shown by narrowing of the joint spaces; (d) the bone erosions and (e) the heterotopic
ossification defined as proliferation of new bone tissue. The maximum score for each rat is

40.

Vascular reactivity

At the end of the treatment period, thoracic aorta was excised, cleaned of connective tissue,
and cut into rings of approximately 2 mm in length. Rings were suspended in Krebs solution
(moles/liter: NaCl 118, KCI 4.65, CaCl, 2.5, KH,PO,4 1.18, NaHCO; 24.9, MgSO,4 1.18,
glucose 12, pH 7.4), maintained at 37°C and continuously aerated with 95% O,, 5% CO,, for
1sometric tension recording in organs chambers, as previously described [25]. In some rings,
endothelium was mechanically removed. The completeness of endothelial denudation was
confirmed by the absence of relaxation to the endothelium-dependent agonist acetylcholine
(Ach, 10 moles/liter). After a 90-min-equilibration period under a resting tension of 2g, to

determine whether etanercept improved endothelial function, rings with intact endothelium
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were constricted with phenylephrine (PE, 107

moles/liter) and endothelium-dependent
relaxation to Ach (107'-10™* moles/liter) was compared between etanercept and vehicle group.
To investigate the contribution of NOS, tetrahydrobiopterin (the co-factor of NOS, BHy),
arginase, O, , COX-2 and EDHF, rings were previously incubated for 1 hour with the non-
selective NOS inhibitor Ny-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 10 moles/liter), BH4
(107 moles/liter), the arginase inhibitor Ny-hydroxy-nor-L-arginine (nor-NOHA, 107
moles/liter), the superoxide dismutase mimetic (SOD) Tempol (10 moles/liter), the selective
COX-2 inhibitor (NS-398, 10° moles/liter), and the Ca2+-dependent K" channels inhibitors
apamin (107 moles/liter) and charybdotoxin (107 moles/liter), respectively. Endothelium-
denuded rings were used to determine the vasoconstrictive response to norepinephrine (NE,

10"-10* moesl/liter) and the vasorelaxant response to the NO-donor sodium nitroprussiate

(SNP, 10""-10* moles/liter) after preconstriction with PE 10" moles/liter.

Western blots

To investigate whether the effects of etanercept on endothelial function relied on changes in
protein expression, the protein content of eNOS and Phospho-Ser1177-eNOS (P-eNOS, an
activated form of eNOS at serine 1177 that produces a sustained release of endothelial NO),
arginase-2, COX-2, p22°"* and p47"™* (membrane-bound and cytosolic components,
respectively, of NADPH oxidase, a major vascular enzyme responsible for Oz'oproduction in
RA)*, were assessed in thoracic aortas from vehicle and etanercept AIA rats. After
homogenization in ice-cold lysis buffer, thoracic aortas were sonicated and centrifuged
(12.000 g, 20min, +4°C) and the supernatants stored at -80 °C until protein measurement by
the Lowry method. Total proteins were separated by SDS-PAGE on 12% (Arginase 2, p22ph°x
or p47°") or 8% (COX-2, P-eNOS and eNOS) SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and

transferred to PVDF membrane. After blocking unspecific binding with a 5% non-fat dry milk
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in TBS buffer containing 0.1% Tween 20, membranes were incubated for 3h at room
temperature with anti-eNOS (mouse monoclonal 610297, BD Transduction Laboratories,
1/2500), anti-P-eNOS (mouse monoclonal 612393, BD Transduction Laboratories, 1/1000),
anti-arginase 2 (rabbit polyclonal, Santa Cruz Biotechnology, 1/4000), anti-COX-2 (rabbit
polyclonal aa 570-598, Cayman Chemical, 1/2500), anti-p22°" (mouse monoclonal sc-
271968, Santa Cruz Biotechnology, 1/4000), anti-p47°™* (mouse monoclonal sc-17845, Santa
Cruz Biotechnology, 1/4000) or anti-f actin (mouse monoclonal, A5441, Sigma-Aldrich,
1/5000) antibodies and then for 2h with a horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse IgGs
(for eNOS, P-eNOS, p22°™* p47™* and B-actin, 115-035-166 Jackson ImmunoResearch) or
anti-rabbit IgGs (for arginase 2 and COX-2, 111-035-144 Jackson ImmunoResearch) and
visualized using enhanced chemiluminescence (ECL+, GE Healthcare). The band densities

were determined by scanning densitometry, and values were expressed as arbitrary units.

Blood measurements
Total cholesterol and triglycerides were measured in serum (Vista, Siemens, USA) and

glucose was measured in blood by using glycometer (GlucoMen, Menarini diagnostics, Italy).

Data and Statistical analysis

Values are presented as meanstSEM. Data were analyzed using GraphPad Prism software
(version 5.0). Contractile responses to NE were expressed as the percentage of the maximum
response to KCl 100 mmoles/liter. Relaxant responses to SNP and Ach were expressed as the
percentage of relaxation of the contractile response to PE 10 moles/liter. Concentration-
responses curves to Ach, SNP and NE in vehicle and etanercept were compared by 2-way
analysis of variance (ANOVA) for repeated measures. In each group (vehicle or etanercept),

concentration-response curves to Ach with or without a specific inhibitor were compared by
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2-way ANOVA for repeated measures. When necessary, to better understand the effect of
inhibitors, the results were expressed as the area under the curve (AUCs) calculated from the
individual concentration-response curves. Comparison between two values was assessed by
unpaired Student ¢ test or Mann-Whitney test when data were not normally distributed. The
analysis of the relationship between two parameters was determined by linear regression
analysis and Spearman’s correlation coefficient was calculated between these variables.

P<0.05 was considered statistically significant.

Results

Etanercept decreased clinical and radiological scores in AIA

Etanercept did not influence body weights as compared to vehicle (Table 1). As expected, the
treatment significantly decreased mean arthritis scores (Figure 1A). The clinical effect of
etanercept was associated with a slight but significant decrease in radiological score (Figure
1B). When detailing the different components of this score, it appeared that etanercept
significantly reduced soft tissue swelling, loss of cartilage, osteoporosis but not bone erosion

and new bone formation (supplemental Fig. S1).

Etanercept improved endothelial function in AIA

To determine whether etanercept modified endothelial function, the concentration-response
curves to Ach were compared between etanercept- and vehicle-treated AIA rats. As shown in
Figure 2A, anti-TNFa treatment significantly improved Ach-associated vasorelaxation. To
ascertain that this effect was not due to impaired response of vascular smooth muscle cells
(VSMCs) to vasoconstrictive stimulus or to the relaxant effect of NO, the effect of etanercept
on NE-induced vasoconstriction and on SNP-induced vasodilation was determined on

endothelium-denuded aortic rings. Our results demonstrated that etanercept-treated rats
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displayed similar constriction to NE (Figure 2B) as well as similar relaxation to the NO-donor
SNP (Figure 2C). Of note, no correlation was found between arthritis score and Ach-induced

relaxation (AUC) (r=-0.322; p=0.0817, all AIA rats, data not shown).

Etanercept improved the NOS/BH yarginase balance in AIA

NO is the key endothelial-derived relaxing factor in the macrovasculature. Its production by
eNOS depends, in part, on the competition between eNOS and arginase for their common
substrate: L-arginine [27]. Incubation of rings with L-NAME significantly blunted Ach-
associated relaxation in both vehicle (Fig. 3A) and etanercept group (Fig. 3B). However, the
effect of L-NAME was greater in etanercept as compared to vehicle (% reduction of AUC: 87
+ 2 vs 77 = 4 in vehicle, p=0.042) indicating that NOS activity was enhanced by etanercept.
This finding was confirmed by the higher expression of P-eNOS (the active form of eNOS) in
the etanercept group (Fig. 3D) associated with a higher total eNOS expression (Fig. 3C). To
assess the effect of treatment on arginase activity, rings were incubated with nor-NOHA, an
arginase inhibitor. In vehicle-treated rats (Fig. 3G), nor-NOHA significantly improved Ach-
induced vasorelaxation (AUC without inhibitor 304 + 16 vs AUC with inhibitor 362 + 20,
p=0.029) confirming the deleterious role of arginase in Ach-induced relaxation [28]. In
etanercept group, as a reflection of the normalization of arginase activity, nor-NOHA did not
change AUC of Ach-induced relaxation (Fig. 3H). Consistent with this, aortic arginase-2
expression was significantly reduced by etanercept (Fig. 31). Additionally, as NOS activity
also depends on the availability on its co-factor BH4, we investigated the impact of etanercept
on BHy deficiency. As previously reported in this model [26], incubation of rings with BH4
significantly improved Ach-induced relaxation in vehicle-treated AIA (Fig. 3E). By contrast,
BH,4 did not improve the response to Ach in etanercept-treated rats (Fig. 3F). In summary, all

the above indicated that the effect of etanercept on endothelial function was mediated by a
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modification of the NOS/BHy/arginase balance in favour of increased NOS
activity/expression, reduced BHs deficiency along with decreased arginase

activity/expression.

Etanercept blunted the COX-2 pathway but did not change EDHF production

Besides NO, EDHF and COX-derived products are endothelium-derived relaxing factors with
a relevant contribution to normal endothelial function. Previous data on the AIA model
demonstrated that impaired vascular EDHF production and enhanced COX-2 activity are both
contributors of ED [28]. To assess the contribution on EDHF in Ach-induced relaxation, rings
were incubated with apamin/charybdotoxin, two K™ channel inhibitors that blunt vasodilation
to Ach when used in rings from normal animals [28]. In vehicle AIA, consistent with
impaired EDHF production, apamin/charybdotoxin did not reduced but on contrary improved
Ach-induced relaxation (Fig. 4A). As shown in Fig. 4B, etanercept did not improve EHDF
deficiency in AIA since it did not change the effect of apamin/charybdotoxin on the response
to Ach. As regards COX-2 activity, our results showed that NS-398, a COX-2 inhibitor,
significantly improved Ach relaxation in the vehicle group (Fig. 4C). Conversely, the COX-2
inhibitor did not change Ach response in the etanercept group (Fig. 4D) indicating that COX-
2 activity was reduced by the treatment. Consistent with this, aortic COX-2 expression was
significantly decreased by etanercept (Fig. 4E). Altogether, these data demonstrated that
etanercept did not change EDHF production but reduced the deleterious contribution of COX-

2 to ED.

Etanercept decreased superoxide anions production and NADPH oxidase expression
The role of excessive O,  production and increased NADPH oxidase expression in AIA-

associated ED has been previously demonstrated [26]. In the present study, the fact that the
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SOD mimetic Tempol significantly improved Ach-induced vasodilation in the vehicle group
confirmed this data (Fig. 5A). In etanercept-treated AIA rats, Tempol did not change the
response to Ach thus indicating that the O,~ production decreased after treatment (Fig. 5B).
Western blot analysis of the components of NADPH oxidase showed that the beneficial effect
phox

of etanercept on O, production relied, at least in part, on decreased expression of p22

(Fig. 5C) but not of p47°™* (Fig. 5D).

Effect of etanercept on CV risk factors
Data are presented in Table 1. As compared to vehicle, etanercept induced a significant
increase in SBP and heart rate (p<0.05). Conversely, it did not change DBP, MAP, blood

glucose, total cholesterol and triglyceride levels.

Discussion

TNF-a is a pro-inflammatory cytokine secreted by activated macrophages and T cells and
recognized by TNF-a receptors that are expressed on critical cellular effectors of vascular
function/dysfunction including vascular endothelial and smooth muscle cells [29]. This
cytokine was previously reported to contribute to ED in animal models of low-grade
inflammation such as fructose-induced hypertension [30], ageing [31], estrogen-deficiency
[32], chronic-mild stress [33] and diabetes [34] as evidenced by the improvement by
etanercept of Ach-induced vasodilation in these models. A new finding provided by the
present study is the positive impact of etanercept in ED associated with experimental arthritis
indicating that the cytokine also acts as a contributor to ED in situations associated with high-
grade inflammation. This new data strongly suggests that lower CV events reported in RA
patients treated with TNF-a inhibitors [35] are likely mediated by ED reduction and resonates

with studies that showed association between several polymorphisms of the TNF-a gene and

145



predisposition to CV complications in RA patients [36, 37]. An intriguing result of our study
was a lack of association between endothelial function and arthritis score in AIA rats. This
data suggests that, even though TNF-a is likely involved in both vascular and joint
detrimental processes in RA, the pathomechanisms governing joint disease and vascular

disease in RA are probably distinct.

Classical CV risk factors including hypertension are minimally explaining the CV risk in
RA [2, 38]. Besides, ED was reported to be present in RA patients independently of traditional
risk factors [39]. To support this latter point are our results showing that etanercept did not
modify triglycerides, total cholesterol and blood glucose levels but resulted in a slight
increase in SBP in AIA as observed in RA patients [40, 41]. Hypertension is a little-known
side effect of anti-TNF-a therapy in RA [42] and the underlying mechanisms are still
unknown. In our study, high SBP in etanercept AIA rats is likely the consequence of
increased heart rate since DBP was unaffected by the treatment. From a clinical perspective,
all the above data indicate that the measurements of traditional CV risk factors such as blood
pressure, lipids or glucose levels cannot be used as relevant endpoints to evaluate the effect of

TNF-a inhibitors on endothelial function in RA.

The comprehensive analysis of the mechanisms underlying the effects of etanercept on
endothelial function revealed both an improvement of NO production and a decrease in
oxidative stress. This is consistent with studies showing an increased frequency of CV events
and an increased risk to develop CV events in RA patients who carried a polymorphism in the
eNOS gene [43] and in an the methionine sulfoxide reductase [44], an oxidative stress-related
enzyme. We showed that the improvement of endothelial NO production by etanercept was

associated with an increase in eNOS phosphorylation at serine 1177 and in total eNOS
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expression, as previously reported in other animal models of ED [30-34]. The new finding of
the present study is that increased NO output by endothelium is also consecutive to a decrease
in arginase 2 expression/activity, an enzyme that starves eNOS from its substrate L-arginine,
and that was previously reported to be upregulated in vitro by TNF-a [45]. Besides a switch of
the eNOS/arginase balance towards NOS pathway, etanercept also reduced oxidative stress
and more precisely the production of O,”, a radical oxygen species that largely contribute to
ED in AIA [19]. Our results suggest that reduced O,  production by etanercept may involve

several mechanisms. A major mechanism is likely a decrease in p22P"™

expression, the
membrane-bound subunit of NADPH oxidase. However, reduced arginase activity and the
improvement of BHy availability may also be implicated. Indeed, under conditions of reduced
substrate and/or cofactor availability, eNOS becomes uncoupled i.e. loses its ability to convert
L-arginine to L-citrulline but removes an electron from NADPH and donates it to molecular
oxygen to yield O, instead of NO. An additional mechanism suggested by our study is a
decrease in vascular COX-2 expression since COX-2 is a source of oxygen radicals itself.
Evidence that etanercept improves endothelial function through mechanisms other than
increased NOS activity/expression might explain why the beneficial effects of disease
modifying antirheumatic drugs (DMARDs) including TNF-a inhibitors on endothelial

function were observed despite unchanged plasma dimethyl-L-arginine (ADMA) levels, an

endogenous inhibitor of eNOS [46, 47].

In conclusion, despite the general consensus that the reduction of CV morbidity and
mortality is of utmost importance in RA, clinical data on the impact of TNF-a inhibitors on
ED, provided inconclusive results. This present study provide the first evidence of a favorable
effect of etanercept on endothelial function in an animal model of RA, through pleiotropic

effects on endothelial pathways namely a switch of the eNOS/arginase balance towards NOS
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pathway, a reduction of NAPDH oxidase/O,  production pathway, a decrease in COX-2
deleterious contribution. It is noteworthy that these pleiotropic effects of etanercept endorse
the idea that etanercept interacts with a pivotal common endothelial effector which remains
however to be identified. The benefits of the TNF-a inhibitor on endothelial function occurred
independently of its impact on CV risk factors. From a therapeutic point of view, they suggest
that etanercept could be a good choice in RA patients at high risk of CV events. Further
studies are warranted to determine whether the observed results are specific to etanercept or

likely reflect a class-effect of anti-TNF-a agents.

Key messages
Etanercept improves endothelial function in RA via pleiotropic effects on endothelial
pathways. This effect occurs independently of its impact on disease activity or CV risk

factors.
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Table 1. Effect of etanercept on physiological and biological parameters

Vehicle Etanercept
Body weight (g) 218 £2 224 +2
SBP (mm Hg) 114+5 125+ 6*
DBP (mm Hg) 77+3 85=+5
MAP (mm Hg) 89+5 103+£5
Heart Rate (bpm) 256 + 14 294 £ 10%
Total cholesterol (g/L) 0.99 +£0.03 0.88+0.03
Triglycerides (g/L) 0.47+0.04 0.45+0.04
Blood glucose (g/L) 1.10£0.04 1.13+£0.07

All parameters were measured at day 33 post-immunization after 21 days of treatment (s.c.)

with saline (vehicle) or etanercept (10 mg/kg/3 days). SBP: systolic blood pressure, DBP:

diastolic blood pressure, MAP: mean arterial blood pressure. Values are expressed as means =+

SEM (n = 15 rats per group). “p <0.05 different from vehicle.
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Figure 1. Evolution of arthritis in Vehicle and Etanercept-treated rats.
A: Arthritis scores were plotted over time after AIA induction. B: Radiographic scores were
evaluated at the end of the treatment period. Values are the mean £ SEM (n=30/group).

**%p<0.001, *p<0.05.
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Figure 2. Vascular reactivity to vasodilators and vasoconstrictive agents.

Experiments were performed on thoracic aortic rings from Vehicle rats and Etanercept rats at
the end of the treatment period (21 days after the onset of arthritis). Concentration-response
curve of (A) Ach in endothelium-intact aortic rings preconstricted with PE 10 moles/liter
and (B) NE on endothelium-denuded aortic rings, (C) SNP on endothelium-denuded aortic
rings preconstricted with PE 10" moles/liter. Values are the mean + SEM (n = 10-15 aortic

rings from 10-15 rats per group). **p<0.01, by 2-way ANOVA for repeated measures.
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Figure 3. Effects of Etanercept on the NOS/Arginase pathways
Experiments were performed on thoracic aortic rings from Vehicle and Etanercept rats at
the end of the treatment period (21 days after the onset of arthritis). Cumulative
concentration-responses curves of Ach were obtained after incubation or not with L-
NAME at 10 moles/liter (A, B), the NOS cofactor BH, at 10”7 moles/liter (E, F) or the
arginase inhibitor nor-NOHA at 10 moles/liter (G, H). Expression of eNOS (C), its
phosphorylated form at Serine 1177, P-eNOS (D) and Arginase-2 (I) were evaluated in
aortas by western blotting. Values from the concentration-response curves are the mean =+
SEM (n= 9-15 rings from 9-15 rats per group), compared by 2-way ANOVA for repeated
measures. Values from immunoblots are the mean + SEM (n=6 rats per group), compared

by the Mann-Whitney test. *p< 0.05, ***p <0.001.
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Figure 4. Effects of Etanercept on COX-2 pathway and EDHF
production.

Experiments were performed on thoracic aortic rings from Vehicle rats
and Etanercept rats at the end of treatment period (21 days after the
onset of arthritis). Cumulative concentration-responses curves of Ach
were obtained after incubation or not with apamin / charybdotoxin at 10~
77107 moles/liter (A, B) or the COX-2 inhibitor NS-398 at 10+
moles/liter (C, D). COX-2 expression (E) was evaluated in aortas by
western blotting. Values from the concentration-response curves are the
mean + SEM (n= 8-15 rings from 8-15 rats per group), compared by 2-
way ANOVA for repeated measures. Data from immunoblots are the
mean + SEM (n=6 rats per group), compared by the Mann-Whitney test.
*p< 0.05.
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Figure 5. Effects of Etanercept on superoxide anions production and NADPH oxidase expression.
Experiments were performed on thoracic aortic rings from Vehicle rats and Etanercept rats at the end of
treatment period (21 days after the onset of arthritis). Cumulative concentration-responses curves of Ach were
obtained after incubation or not with Tempol at 10 moles/liter (A, B). Expression of the subunits of NADPH
oxidase p22rhox (C) and p47rhx (D) were evaluated in aortas by western blotting. Values from the concentration-
response curves are the mean + SEM (n= 13-15 rings from 13-15 rats per group), compared by 2-way ANOVA
for repeated measures. Data from immunoblots are the mean + SEM (n=6 rats per group), compared by the
Mann-Whitney test. *p<0.05.
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Supplemental figure S1. Effect of Etanercept on the different components of the
radiographic score.

For each paw, score used the scale: 0 (normal), 1 (slight), 2 (mild), 3 (moderate), and 4
(severe) abnormalities for each parameter. Values are the mean + SEM from 30 Vehicle rats
and 30 Etanercept rats. *p<0.05.
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Discussion générale et perspectives

L’existence d’un sur-risque CV chez le patient atteint de PR est bien établie, et, compte tenu des
importants progres réalisés dans la prise en charge de ’aspect « rhumatologique » de la maladie, le
nombre exponentiel des publications relatives au risque CV des patients révele qu’un des objectifs
majeurs du 21°™ siécle sera de réduire la mortalité du patient PR, et donc, la survenue des pathologies
CV associées a cette maladie. Les colleges américains et européens de rhumatologie insistent sur une
évaluation compléte et réguliere du risque CV, mais beaucoup de recommandations en vigueur

actuellement n’ont pas fait I’objet d’une évaluation scientifique de haut niveau de preuve ** 7> 7,

Les travaux présentés dans la thése ont permis d’apporter plusieurs réponses a d’importantes questions
posées concernant la physiopathologie, le diagnostic et le traitement de la DE associée a cette

pathologie.

Quelle est la cinétique d’évolution de la DE au cours de ’arthrite ? Y-a-t-il des différences selon les

lits vasculaires ?

Les travaux présentés dans la premieére étude expérimentale ont montré que la DE est d’apparition
précoce dans la maladie, détectable dés les premiers symptomes articulaires. De fagon intéressante,
elle survient d’abord au niveau de la microcirculation (artéres mésentériques) et secondairement au
niveau de la macrocirculation (aorte thoracique). Une limite de notre méthodologie est I'utilisation de
stimuli différents pour tester la fonction endothéliale dans ces 2 lits vasculaires : le flux pour la
microcirculation versus un agoniste cholinergique, 1’acétylcholine, pour les artéres de conductance.
Nous avons fait ce choix pour étudier des mécanismes endothéliaux comparables dans les deux lits
vasculaires, les 2 stimuli choisis étant reconnus pour stimuler la production endothéliale de NO. Ainsi,
dans la premicre étude qui n’avait pas a dessein d’élucider les mécanismes impliqués dans la DE
microvasculaire, il est fort probable que la DE observée soit principalement le reflet d’un déficit en
disponibilité vasculaire en NO. Bien que 1’étude de la réponse au flux soit plus proche des conditions
expérimentales utilisées chez ’Homme, il serait intéressant de déterminer si cette DE est retrouvée de
la méme maniere en utilisant une technique isométrique et différents agonistes endothélium-
dépendants. De plus, dans I’idée qu’un traitement adapté et précoce de cette DE microvasculaire
puisse réduire les complications CV en cas de PR, la compréhension des mécanismes
physiopathologiques qui sous-tendent cette dysfonction serait souhaitable pour identifier les meilleures

cibles thérapeutiques.

De fagon intéressante, I’existence d’une altération microvasculaire précoce en 1’absence d’une DE
macrovasculaire a récemment été mise en évidence dans une autre pathologie inflammatoire chronique
auto-immune, la sclérodermie **’. Ce type de cinétique est également retrouvé dans le diabéte. Il est
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intéressant de constater que plusieurs éléments sont en faveur d’analogies entre la DE du diabéte de

type 2 et de la PR. Les études récentes ***

ont montré que les patients PR avaient le méme risque CV
que les diabétiques de type 2. De plus, il est connu qu’il existe un lien entre inflammation et résistance
a I’insuline dans le diabéte. Ceci suggere qu’il pourrait y avoir des mécanismes physiopathologiques
communs & ces 2 pathologies, et donc, peut-étre, des stratégies thérapeutiques communes .
Cependant, les études ayant évalué I’effet d’un anti-diabétique qui diminue la résistance a I’insuline, la
pioglitazone, sur la DE microvasculaire en cas de PR n’ont pas donné de résultats positifs *****’. En
revanche, des études expérimentales ont montré que des médicaments de la PR (antagoniste des
récepteurs a I’IL-1) sont efficaces sur la DE dans des modéles de diabéte ****. Ainsi il semblerait que
I’analogie PR / diabéte pour la DE ait ses limites, la PR possédant des traits physiopathologiques
particuliers. De plus alors que les FDRCV tiennent un rdle prédominant dans la DE du diabétique, leur

impact est modeste en cas de PR.

Nos résultats montrant une dissociation entre la cinétique de la DE micro- et macrovasculaire
suggerent que les mécanismes a 1’origine de ces dysfonctions sont différents. L hypothése la plus
probable est que les cellules endothéliales des différents lits vasculaires répondent différemment a des
stimuli identiques. En effet, il est établi que les cellules endothéliales de la micro- et de la
macrocirculation présentent des différences métaboliques, comme cela a été montré par exemple en

terme de transporteurs de la L-arginine **

, mais aussi des différences en terme de réponse aux
cytokines pro-inflammatoires **'. Ainsi, une étude a montré que I’incubation de vaisseaux isolés de
souris avec du TNF-a entrainait des expressions endothéliales différentes de ICAM, VCAM, P-
Selectine, E-Selectine selon que le vaisseau incubé est une aorte, une artere iliaque, une veinule ou
une veine *. Dans notre modéle, I’étude de 1’expression de ces différents marqueurs d’activation
endothéliale dans différents lits vasculaires permettrait de mieux comprendre ce qui sous-tend les
différences de cinétiques de ces DE. De plus, I’hypothése d’une réponse différentielle des lits
vasculaires aux cytokines suggere que I’inflammation et la réduction de I’inflammation pourraient

avoir un impact différent selon le lit vasculaire. Il serait donc intéressant d’étudier 1’impact des

traitements visant a réduire la DE sur différents territoires vasculaires en cas de PR.

Quelles sont les conséquences de la compréhension des mécanismes impliqués dans la DE associée a

la PR ?

Notre étude mécanistique a permis de mieux comprendre la séquence physiopathologique qui conduit
a I’apparition de la DE macrovasculaire au stade d’inflammation maximale de la pathologie. Les
mécanismes endothéliaux impliqués dans la DE en cas d’arthrite avaient déja été identifiés au stade
aigu **’, mais la présente étude a permis de mettre 1’accent sur I’importance de 3 voies de signalisation
dans la DE macrovasculaire associées a I’arthrite : la voie de la NOS/arginase, la voie de la COX-2, la

voie des anions superoxydes. Nos travaux ont mis en évidence I’aspect « silencieux » de la maladie
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endothéliale dans les phases précoces de la PR, et posent la question des moyens de diagnostic du
risque CV dans cette pathologie. Nos données encouragent également a une prise en charge trés
précoce des altérations endothéliales. En effet, la compréhension des mécanismes impliqués dans la
DE, a savoir une hyperactivit¢ COX-2 et une surproduction d’anions superoxydes initialement
compensées par une suractivit¢ NOS, permet d’envisager des traitements précoces du patient PR. Il
serait par exemple possible d’envisager une prise en charge nutritionnelle « probabiliste », mise en
place des le diagnostic de la PR, a base de compléments visant soit a maintenir une activit¢ NOS
(supplémentation en citrulline, en L-arginase, extraits de plantes), soit a diminuer le stress oxydant **
(Sésamine, Vitamines C, E), soit les 2 (extraits de plantes riches en polyphénols, qui pourraient

combiner des effets anti-oxydants a des effets potentialisateurs de la voie de la eNOS et inhibiteurs

d’arginase **°.

Des études cliniques devraient étre conduites sur le sujet. De la méme maniére, nos données
encouragent & étudier I’impact endothélial de molécules de type « AINS-donneur de NO » *'. 11 serait
également intéressant de mieux comprendre les mécanismes a 1’origine de la compensation initiale de

la DE, qui pourraient aider a identifier de nouvelles cibles thérapeutiques.

Quel est le lien entre DE et inflammation ?

Comme évoqué dans la partie données bibliographiques de la these, bien qu’un fort soupgon pése sur
I’implication de I’inflammation systémique comme un élément physiopathologique de la DE dans la
PR, les données issues des études cliniques sont relativement controversées, et laissent supposer une
certaine complexité dans cette relation. Nos résultats confirment la complexité de cette relation
puisque nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre CRP, VCAM-1, ICAM-1 et fonction
endothéliale. Nous avons fait le choix d’étudier cette corrélation sur I’ensemble des stades arthritiques
dans le modele AIA et non stade par stade pour une meilleure transposabilité clinique et afin de
rechercher un marqueur utilisable quels que soient la sévérité et le stade de I’arthrite. Nos résultats de
la deuxiéme étude permettent d’apporter de nouvelles pistes, en identifiant la mesure des taux d’1L-1,
de TNF-a et de MIP-la comme des marqueurs potentiels, du moins de la fonction endothéliale
macrovasculaire. Une limite de notre étude est de n’avoir pas focalisé notre attention sur I’IL-6, autre
cytokine pro-inflammatoire importante. La raison est que le modéle AIA est peu IL-6-dépendant, et
que les taux circulants de cette cytokine sont trés variables, parfois non détectables dans ce modéle.
Pour cette raison, une confirmation de nos résultats, en incluant I’IL-6, sur un autre modéle d’arthrite,
tel que le modéle mCIA, serait intéressante. De la méme maniére, une autre limite de notre modéle
AIA est son caractére « monophasique » (une seule période de forte inflammation), qui mime mal
I’aspect rémittent des poussées qui caractérisent la PR. De plus, nos données sur la relation cytokines —

fonction endothéliale devront étre confirmées chez des patients PR, au cours d’études qui devront
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idéalement combiner une mesure de fonction endothéliale par FMD avec une méthode explorant la

fonction microvasculaire (type EndoPAT).

L’élément non résolu pour I’instant par notre travail est de savoir si ces cytokines sont des marqueurs
ou des acteurs de la DE. Cependant, d’autres acteurs probables de la DE méritent d’étre étudiés, en
particulier les auto-anticorps tels que le FR et les ACPA. En effet, leur présence est généralement
associée a unmoins bon statut CV, mais jouent-ils un réle dans la DE et ses complications ? Le
développement d’un modele comme le modele d’arthrite induite par le pristane, considéré comme un
modele d’arthrite chronique, avec production de facteur rhumatoide, serait a cet égard intéressant. Une
étude récente de Gémez-Puerta et al. *** a montré que, parmi des patients qui avaient le méme statut
clinique et inflammatoire systémique (VS, CRP), ceux qui étaient positifs aux ACPA avaient des taux
synoviaux de cytokines (IL-17, IL-1p et IL-10 mais pas IL-6 et TNF-a) supérieurs aux patients ACPA
négatifs. Est-ce-que ces différences observées au niveau synovial sont également présentes au niveau
sanguin, et au niveau vasculaire ? Concernant 1’utilisation des cytokines comme marqueurs de DE
comme suggéré par nos travaux expérimentaux, il faut cependant garder a I’esprit que, dans la PR,
I’endothélium synovial est par définition inflammé, et libére donc dans la circulation générale des
marqueurs d’inflammation/activation endothéliale qui constituent une « pollution » systémique et donc

un biais pour refléter la DE systémique.

Aussi, il serait préférable d’identifier d’autres marqueurs circulants de DE que les marqueurs
d’activation endothéliale. Récemment, 1’étude de Klimek *° en 2014 a bien illustré la complexité de
trouver un marqueur circulant de DE utilisable dans la PR. Comparativement aux sujets non-PR, les
taux circulants de VCAM-1, de vWT{, de pentraxine-3 sont significativement plus élevés chez les sujets
atteints de PR et cela indépendamment de la sévérité de la maladie. Par contre d’autres facteurs
comme ’ADMA, I’E-sélectine soluble, le MCP-1 et I’ostéoprotégérine sont augmentés uniquement
chez les patients PR ayant une activité élevée de la maladie. L’utilisation d’une approche protéomique
dans les modéles animaux de PR qui permettrait de comparer 1’expression protéique au niveau de

I’endothélium articulaire versus systémique pourrait peut-étre apporter des ¢léments nouveaux.

Quelle méthode utiliser pour mesurer la fonction endothéliale en cas de PR ?

La difficulté d’identifier un ou des marqueurs circulants de la DE en cas de PR encourage 1’utilisation
de méthodes plus directes d’évaluation de la DE. Comme présenté dans les données bibliographiques,
plusieurs techniques de mesure de DE existent chez I’Homme, et qui sont parfois remplacées par des
techniques de mesure de paramétres morphologiques (IMT) ou biomécaniques (rigidité) artérielles.
Nos résultats ont montré qu’il existait une différence entre anomalies de la fonction endothéliale, de la
rigidité microvasculaire et du remodelage microvasculaire. La DE microvasculaire est précoce et

pérenne, la DE macrovasculaire et la diminution de compliance artérielle sont transitoires, et il n’y a
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pas de remodelage microvasculaire dans le modéle AIA. Aussi, ces données soulignent I’importance
d’utiliser des outils diagnostiques adaptés a chaque caractéristique vasculaire que ’on souhaite
étudier. Nos données obtenues chez le rat AIA corroborent les résultats d’études cliniques. Dans
I’étude de Marder et al. **', 1a pioglitazone n’a pas eu d’effet sur la DE micro- ou macrovasculaire
mais a diminué la rigidité aortique, la CRP et I’activité de la maladie. Dans une étude transversale
incluant 201 patients a PR modérée mais dont la durée de la maladie n’est pas précisée, la FMD n’est
pas reliée a I’EIM carotidienne *>*. Cependant, certaines rapportent une altération concomitante de ces

9. 2% En conclusion, les évaluations fonctionnelles et

parameétres chez un méme patient
morphologiques des artéeres de conductance doivent étre interprétées 1’'une indépendamment de 1’autre

car elles représentent des étapes distinctes et indépendantes du processus complexe d’athérosclérose
241

L’aspect diagnostique du risque CV chez le patient PR se heurte a I’absence d’échelles validées dans
la pathologie. Comme récemment évoqué dans une excellente revue 7, les algorithmes de calculs du
risque CV (SCORE, SCORE modifi¢ selon les recommandations EULAR (mSCORE), Framingham)
et méme le score de Reynolds qui pourtant tient compte du taux de CRP, sous-estiment le risque CV
en cas de PR ®'®. Une étude récente a conclu que 1/3 des femmes atteintes de PR qui ont une faible
valeur SCORE (c’est-a-dire un risque faible d’avoir un événement CV fatal dans les 10 ans) ont en fait

’ s 1 109
des plaques d’athérome carotidiennes "

. De la méme maniére, une autre étude a considéré que 63%
des patients PR classés a risque CV modéré selon mSCORE pouvaient en fait étre classés a haut risque
CV sur la base de la présence de plaques d’athérome carotidennes '®. D’autres scores comme le
QRISK2 quant & lui, surestimeraient le risque '"*. Des groupes de travail ont été mis en place pour
tenter de résoudre cette question. Nos travaux qui suggerent un role central de la fonction endothéliale
encouragent une mesure de la fonction endothéliale de fagon précoce et un suivi chez le patient PR. A
cet égard, I’arrivée sur le marché d’un appareillage automatisé tel que le systéme EndoPAT devrait
permettre de simplifier cette mesure. Alors qu’il est communément admis que la fonction endothéliale
ne peut pas étre mesurée en routine, ce type d’appareillage qui permet une mesure en 15 minutes de la
fonction endothéliale microvasculaire (digitale), par un personnel médical ou non, pourrait rendre
faisable une vraie mesure de fonction endothéliale dans la pratique courante. La faisabilité de cette
mesure est attestée par la décision du Japon d’approuver le remboursement de cette mesure de

fonction endothéliale pour le dépistage du risque CV.

Les traitements de la PR peuvent-ils améliorer la DE ?

L’aspect thérapeutique de la DE est crucial pour la prise en charge du patient PR. En effet, plusieurs

questions importantes sont pour I’instant sans réponse : 1’amélioration clinique du patient PR suffit-
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elle a réduire la DE ? Faut-t-il associer aux DMARDs des traitements non rhumatologiques ciblant

spécifiquement le systéeme CV ? Est-ce que tous les DMARDs sont équivalents sur le plan CV ?

Nos résultats obtenus avec Etanercept sont rassurants puisqu’ils montrent qu’un anti-TNF-a suffit a lui
seul a améliorer la fonction endothéliale chez le rat AIA. L’absence de corrélation avec le score
arthritique suggere que le bénéfice de 1’anti-TNFa provient probablement d’un effet vasculaire direct
plutdt que d’une réduction de la sévérité de 1’arthrite. Il serait important de compléter notre étude par
la mesure des cytokines pro-inflammatoires circulantes pour déterminer si son effet est secondaire a la
réduction de I’inflammation. L’aspect pléiotropique des effets d’Etanercept au niveau endothélial
suppose qu’il agit sur un effecteur commun a toutes les voies de signalisation. La sérine/thréonine
kinase p38 pourrait étre cet effecteur. En effet, la voie MAPK p38 est une cible des cytokines pro-

inflammatoires et est activée en cas d’activité augmentée de la p22™™ lors d’un stress oxydant ***

, est
capable de réguler la eNOS %, I’arginase **° et I’expression génique de la COX-2 dans les cellules
endothéliales **’. Des inhibiteurs de p38 MAP Kinase sont en cours de développement et pourraient

étre intéressants a tester sur notre modéle **%.

Dans la mesure ou environ 40% des patients PR ne répondent pas correctement aux anti-TNF-q,
I’évaluation des autres traitements de fond de la PR, sur les modéles animaux et chez les patients, est
nécessaire . Compte tenu de nos résultats qui montrent une différence de cinétique de DE entre les lits
vasculaires, il conviendra d’étudier ’impact des traitements sur les différents lits vasculaires, en
incluant idéalement la circulation coronaire pour plus de prédictivité clinique. Ceci est d’autant plus
important que quelques études cliniques ont montré que ’effet des traitements de la PR pouvait étre
différent selon le territoire considéré. Dans une étude longitudinale, seule la DE microvasculaire (LDI)
mais pas la DE macrovasculaire a été améliorée par 2 semaines de traitement avec des anti-TNF-a *7°,
et ce, sans lien avec les paramétres d’inflammation systémique (CRP). Une autre étude a montré que le
traitement par anti-TNF-o ne modifiait pas le risque de syndrome coronaire aigu *. Le MTX
diminuerait le risque CV global mais pas le risque d’AVC '*. Les AINS, quant a eux, augmenteraient

le risque CV global, le risque d’AVC mais pas le risque coronaire.

En conclusion, notre travail de thése conduit sur le modéle AIA chez le rat, a apporté de nouvelles
informations sur la physiopathologie de la DE en cas de PR. Nos données suggerent que le composant
vasculaire et le composant articulaire, bien qu’interconnectés, évoluent de facon différente en cas
d’arthrite. Nos résultats obtenus sur le modele AIA devront étre confirmés sur d’autres modéles
animaux de PR, et idéalement, sur des modeéles combinant arthrite et athérosclérose. Un point
important devra étre résolu pour mieux préciser le role de la DE dans le risque CV au cours de la PR :
est-ce-que la mesure précoce de la DE, micro et/ou macrovasculaire, est prédictive de la morbidité et
de la mortalité CV dans cette maladie? Ces points sont cruciaux, pour améliorer la prise en charge CV

des patients PR, autant sur le plan diagnostic que thérapeutique.
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Titre : « Dysfonction endothéliale et polyarthrite rhumatoide : cinétique
d’évolution, mécanismes et traitements. Etude chde rat ».

Résumeé

La polyarthrite rhumatoide (PR) représente le ghéguent des rhumatismes inflammatoires
chroniques. En plus d’une atteinte ostéo-articeleasponsable de l'invalidité fonctionnelle, la 88
associée a une surmortalité d’origine cardiovagseulgCV). Les données récentes de la littérature
identifient la dysfonction endothéliale (DE) comiaepierre angulaire du processus athéromateux et
des complications CV au cours de la PR. Cependantphysiopathologie et les possibilités
thérapeutiques de cette DE sont mal connues. Lctbjge mon travail a été d’'étudier la cinétique de
la DE au cours de la PR, la différence de sa sue/entre les lits macrovasculaire et microvasagilair
le lien entre la DE et des marqueurs circulantsfidimmation ou d’'activation endothéliale, et I'ingba
de I'Etanercept, un anti-TNFutilisé comme traitement de fond de la PR, subHa Les expériences
ont été réalisées sur le modéle d'Arthrite IndaéitéAdjuvant (AlA) chez le rat Lewis, la fonction
endothéliale étant étudiée sur des anneaux acstigemés (macrocirculation) ou des arteres
mésenteériques isolées (microcirculation).

Dans la premiere étude, nous avons montré que lamiXEovasculaire est d’apparition plus
précoce que la DE macrovasculaire (premiers symgsaitarthrite versus inflammation maximale), et
plus durable. Les taux circulants de CRP, ICAM-NE&AM-1 ne peuvent pas étre utilisés comme
marqueurs de DE dans l'arthrite.

Dans la deuxiéme étude, nos résultats ont mone¢ malgré I'absence de DE aortique au stade
précoce de l'arthrite (premiers symptomes d’amfrites anomalies endothéliales sont déja présentes
mais initialement compensées par une augmentagobadtivité de la NOS. Nous avons identifié
lIL-1 B, le TNFwo et le MIP-Tn plasmatigues comme des marqueurs circulants peiteile la DE
macrovasculaire dans la PR.

Notre troisiéme étude a démontré la capacité daitetment curatif par Etanercept : un anti TNF-
a, a améliorer la fonction endothéliale dans le eé®d\IA, indépendamment de son impact sur les
facteurs traditionnels de risque CV et sur la s&¥€éle la maladie.

En conclusion, nos travaux ont permis de mieux ecemgre la DE en cas d’arthrite, et ont apporté
des éléments qui ouvrent des perspectives diaguestiet thérapeutiques pour une meilleure prise en

charge du risque CV du patient PR.
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1 Polyarthrite rhumatoide 5 Modéle animal
2 Dysfonction endothéliale 6 Etanercept
3 Inflammation 7 Thérapeutique
4 Cardiovasculaire 8 Diagnostic



Title: “Endothelial dysfunction and Rheumatoid arthritis: time-course,
mechanisms and treatment. Study in adjuvant-inducearthritis rat model”.

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is the most common systeatoimmune disease which is associated
with excessive cardiovascular (CV) mortality andrimdity. Endothelial dysfunction (ED) has been
identified as a key element in the development tokem@sclerosis and CV complications in RA.
However, both pathophysiology and therapeutic aygtiof ED are still ill-defined. In this work we
aimed to determine the time-course of ED in RA, thi#erences of ED between macro- and
microvasculature, the link between ED and circatatimarkers of inflammation or endothelial
activation, and the effect of an anti-ThBRgent, Etanercept, for reversing ED. Experimeatgetbeen
conducted on the model of adjuvant-induced arth(iilA) in Lewis rats. Endothelial function was
assessed in isolated aortic rings (macrovasculatumed in isolated mesenteric arteries
(microvasculature).

In a first study, we showed that ED occurred eaiilie microvascular bed (first symptoms of
arthritis) than in macrovascular bed (at maximflammation), and is more sustainable. Circulating
levels of CRP, ICAM-1 and VCAM-1 cannot be usedraskers of ED in arthritis.

In a second study, we characterized the mechaniswadved in ED in AlA rats. Our results
showed that despite the absence of aortic ED iednky stage of arthritis (first symptoms of attilsji
endothelial abnormalities are already presentritidily compensated by an increase in NOS activity
We identified plasma levels of ILB1 TNFo and MIP-In as potential circulating markers of
macrovascular ED in RA.

Our third study demonstrated the ability of a aweatreatment with Etanercept, an anti-Td\fo
improve endothelial function in the AIA model, redkess its impact on traditional CV risk factors
and on the severity of the disease.

In conclusion, our results led to improve the usterding of ED in case of arthritis. They provide

diagnostic and therapeutic perspectives to enhidwecmanagement of CV risk in RA patients.

Keywords

1 Rheumatoid arthritis 5 Animal model
2 Endothelial dysfunction 6 Etanercept
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