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Introduction

I.La Polyarthrite rhumatoide (PR)
a. Prévalence globale

La polyarthrite rhumatoide (PR) est une maladie auto-immune a tropisme
articulaire caractérisée par la production d’anticorps dirigés contre les
immunoglobulines G (IgG), c'est-a-dire le facteur rhumatoide, et les protéines
citrullinées (les anticorps anti-protéines citrullinées sont appelés ACPA) [1]. C’est le
rhumatisme inflammatoire chronique le plus fréquent. La prévalence varie selon le
lieu géographique. L’étude francaise la plus récente retrouve une prévalence de
0,47 % pour I'année 2019 [2]. En Amérique du Nord et en Europe du Nord, dans les
populations caucasiennes ou elle a été le plus étudiée, elle varie entre 0,5 a 1,1 %
[3,4]. En Europe du Sud, elle est plus faible entre 0,3 et 0,7 % [5,6]. En Asie, elle est
estimée entre 0,28 et 0,75 % [7-9]. En Afrique, elle varie entre 0,13 et 0,6 % [10]. La
prévalence la plus élevee de 56% est retrouvée dans les
populations amérindiennes [11].

b. Mortalité

Les maladies cardiovasculaires restent la cause la plus fréquente de mortalité
prématurée chez les patients atteints de PR. La prévalence de I'’hypertension, du
diabéte de type 2, de la dyslipidémie et de I'obésité est importante, respectivement
de 18,6 %; 6 %, 9,9 % et 4,4 % [12]. La cohorte prospective sur 36 ans (de 1976 a
2012) des infirmieres américaines (de la Nurse Health Study) observait une
augmentation de la mortalité totale chez les femmes atteintes de PR par rapport a
celles indemnes de PR (Hazard Ratio [HR]= 1,40; Intervalle de Confiance [IC]
95 % 1,25-1,57), mais aussi de la mortalité liée aux maladies cardiovasculaires (HR

=1,45;1C 95 % 1,14- 1,83).



Dans une étude norvégienne comparant 387 patients atteints de PR a 63 903
contrdles sains, la mortalité ajustée sur le sexe, I'hypertension artérielle, le statut
tabagique, I'IMC, la créatinine, le cholestérol total et les antécédents
cardiovasculaires était plus élevée chez les patients atteints de PR (HR=1,24; IC
95 % 1,03-1,44) [13]. La mortalité liée aux atteintes respiratoires de la PR notamment
la pneumopathie interstitielle diffuse chez les femmes atteintes de PR séropositive
était trois fois plus élevée que chez les femmes sans PR (HR 2,67 ; IC 95 % 1,89-
3,77) dans la cohorte prospective des infirmiéres américaines [14]. Dans une étude
de cohorte nationale danoise, la présence d’'une pneumopathie interstitielle diffuse
était associée a une mortalité plus importante par rapport aux patients atteints de PR
sans pneumopathie interstitielle diffuse (Hazard Rate Ratio [HRR] ajusté pour une
durée de suivi entre 5 et 10 ans a 2,7; 1C95 % 1,9-3,9) [15]. Dans I'étude
epidémiologique francaise la plus récente sur la PR, le taux brut de mortalité annuel
était de 3,1 %, stable entre 2010 et 2019. Il existait une surmortalité par rapport a la
population générale, liée aux maladies cardiovasculaires (HR=1,40; 1C95 % 1,36-

1,43) et aux atteintes respiratoires de la PR (HR=1,80 ; IC95 % 1,73-1,87) [2].

Cependant, certaines études notent une diminution de la mortalité par rapport
a une population de témoins sains. Dans une étude britannique, la mortalité des
patients atteints de PR était certes plus élevée par rapport a des témoins sains
ajustés sur I'age, le sexe et le médecin traitant, mais ce risque diminuait aprés 20086,
respectivement (HR avant 2006 = 1,32; IC 95 % 1,26- 1,38), et (HR aprés 2006
=1,15; IC 95 % 1,03- 1,29)[16]. Une diminution de la mortalité de -10,3 % (IC 95 % -
16,5 % ; -3,3 %) de 2004 a 2017 était aussi observée dans une étude rétrospective

mexicaine [17].



c. Physiopathologie

i. PR préclinigue

Chez la plupart des patients, la physiopathologie débute plusieurs années
avant la symptomatologie clinique et méme un accés aigu reflétant une perturbation
immune brutale est possible. La PR est considérée comme un continuum entre un
stade a haut risque, avec une rencontre entre un terrain génétigue immunitaire
susceptible et des facteurs environnementaux (cf. Annexe [). Elle évolue vers un
stade préclinique avec des signes d’auto-immunité (augmentation sérique du niveau
des cytokines, chimiokines et de la protéine C réactive [CRP], apparition d’ACPA) et
enfin vers une forme clinique avec synovites (inflammation de la membrane

synoviale) destructrices (Figure 1) [1].

L’action des facteurs environnementaux n’est pas encore bien comprise. Le
stress induit notamment par la fumée de cigarette agit sur les cellules des
muqueuses et favorise la modification post-traductionnelle appelée citrullination qui
consiste en la transformation d'une arginine en citrulline par I'enzyme
peptidylarginine désiminase, notamment dans des protéines intracellulaires comme
les histones et les protéines de la matrice extracellulaire comme la fibronectine, le

collagéne, le fibrinogéne, I'enolase ou la vimentine (Figure Annexe lla) [18].
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Figure 1: Développement de la polyarthrite rhumatoide (D’aprés Smolen
et al. 2018 [1]).
Des facteurs génétiques et environnementaux concourent au développement de la PR. ACPA : anti-
citrullinated protein antibody. CRP: C-reactive protein. HLA-DR: Human Leukocyte Antigen-D-

Related. RA : Rheumatoid Arthritis. RF : Rheumatoid Factors.



Le microbiote peut également participer a la citrullination. En effet,
Porphyromonas gingivalis exprime des peptidylarginine désiminases, peut induire la
citrullination et participer a I'apparition des ACPA [19]. De plus, Konig et al. ont
démontré qu’Aggregatibacter actinomycetemcomitans produit des toxines
perforantes appelées leucotoxines A qui peuvent induire une perméabilisation de la
membrane plasmatique des polynucléaires neutrophiles et un afflux non régulé a
lintérieur de ces cellules, entrainant une activation non régulée des enzymes
citrullinant qui produisent des auto-antigenes citrullinés. Ces leucotoxines A
pourraient modifier la forme des polynucléaires neutrophiles pour mimer des pieges

extracellulaires, relarguant du contenu cellulaire hypercitrulliné [20].

ii. PR précoce et établie

La plupart des données suggérent qu'’il existe peu de différences entre la
synoviale de PR précoces et celle de PR établies. Par exemple, le répertoire des
ACPA s’enrichit avant les signes cliniques, mais reste stable lorsque la maladie est
déclarée, ce qui va dans le sens d’'un réle pathogénique trés précoce des ACPA [21].
Le role des macrophages et des fibroblastes dans le maintien de la synovite devient
plus prééminent dans la PR établie. Les profils de méthylation de 'ADN dans les
synoviocytes fibroblastiques isolés d’individus atteints d’'une PR précoce étaient
différents de ceux ayant une PR établie. Les différences de méthylation concernaient

la différence cellulaire, I'adhésion et |la prolifération [22].
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d. Présentation clinique

La présentation classique d’une PR est un gonflement des articulations lié¢ a la
synovite. Les patients décrivent des douleurs inflammatoires avec une raideur
matinale, des réveils nocturnes et une amélioration lors de la réalisation de
mouvements. Les localisations classiques sont les articulations
métacarpophalangiennes, métatarsophalangiennes, interphalangiennes proximales
des mains et des pieds, les poignets, les coudes, les chevilles, les épaules, les
genoux et les hanches [23]. Les articulations interphalangiennes distales et le rachis
sont épargnés, mis a part l'articulation C1-C2. En effet, les articulations occipito-
atloidienne et atloido-odontoidienne sont des vraies articulations synoviales[24].
D’un point de vue radiographique, des érosions des articulations sont observées,
initialement marginales liees au fait que la membrane synoviale se refléte
directement sur I'os, sans contact avec le cartilage, dans ces zones marginales. Par
la suite, les érosions progressent et entrainent une dégradation du cartilage et un
pincement articulaire complet [25]. L’évolution naturelle de la PR est I'apparition de
déformations caractéristiques comme le doigt en boutonniére ou le doigt en col de
cygne [26].

La PR est une maladie systémique. Il existe donc des manifestations extra-
articulaires. Les principales sont [l'atteinte pulmonaire avec la pneumopathie
interstitielle diffuse, I'atteinte cutanée avec les nodules rhumatoides et I'atteinte des
glandes avec le syndrome de Gougerot-Sjogren secondaire entrainant un syndrome
sec. Les autres manifestations extra-articulaires sont actuellement beaucoup plus
rares, comme les épisclérites pour les atteintes ophtalmologiques, les péricardites
pour les atteintes cardiaques, ou la vascularite rhumatoide pour les

atteintes vasculaires [1].
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e. Traitements

i. Corticothérapie

L’acétate de cortisone, un glucocorticoide, fut utilisé, pour la premiere fois, par
le Docteur Hench et ses collegues a la Mayo Clinic a Rochester, durant
'automne 1948, pour traiter un patient avec une PR active. L’effet fut spectaculaire et
bien plus efficace que les traitements utilisés a I'époque [27]. Des le début de son
utilisation, les rhumatologues de la Mayo Clinic établirent qu’une faible dose était
suffisante pour contréler I'inflammation dans la PR et réduire les effets indésirables
[28].

L’efficacité a été démontrée notamment par I'essai contrélé randomisé de
Kirwan et al. en 1995 ou la prise de 7,5 mg/jour de prednisone était significativement
supérieure par rapport au placebo pour le contrble du nombre d’articulations
douloureuses, du nombre d’articulations gonflées. Il y avait une prévention
structurale pendant au moins deux ans [29].

L’utilisation d’une corticothérapie a faible posologie et pendant une courte
période est proposée dans les recommandations européennes et francaises dans
lattente d’efficacité d'un traitement de fond synthétique conventionnel appelé
également conventional synthetic Disease-Modifying Antirheumatic  Drugs

(csDMARDSs) [30,31].
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ii. Traitements de fond synthétigues conventionnels

. Méthotrexate

Le méthotrexate est un inhibiteur de la dihydrofolate réductase, enzyme
impliquée dans le métabolisme des folates. Il inhibe la synthése de novo des purines
et des pyrimidines et donc des acides nucléiques. Ses actions sur le systeme
immunitaire sont trés vastes allant de 'augmentation du relargage d’adénosine qui
se fixe alors aux récepteurs de surface cellulaire et inhibe de nombreux processus
inflammatoires et immunitaires a l'inhibition du facteur de transcription nucléaire kB
(NF-kB) [32].

Il est considéré comme la pierre angulaire du traitement de la PR dans les
recommandations francaises et européennes et doit étre instauré en premiere
intention chez un patient naif de traitement [30,31]. En effet, il permet la mise en
rémission d’une proportion importante de patients (entre 25 et 40 %). En association
avec une corticothérapie, le nombre de patients en activité faible de la PR ou en
rémission peut monter jusqu’a 50 % en cas de PR précoce, un taux proche de celui
des patients sous biothérapie [33].

iii. Léflunomide et sulfasalazine

En cas de contre-indication ou d’intolérance au méthotrexate, les deux
csDMARDs recommandés sont le Iéflunomide et la sulfalazine [30,31]. Le
[éflunomide est un inhibiteur de la dihydroorotate déshydrogénase, une enzyme

mitochondriale participant a la synthese des pyrimidines, impliquée dans la

réplication et la prolifération cellulaire, notamment des lymphocytes B et T [34].

13



La sulfasalazine a été développée dans la PR avec lidée qu'un agent
infectieux jouait un role dans la physiopathologie de cette maladie. La sulfasalazine
est métabolisée en acide 5-aminosalicylique et en sulfapyridine dans I'intestin via
'action des bactéries. La sulfapyridine est le métabolite responsable des effets

immunomodulateurs de la sulfasalazine [35].

iv. Biothérapies

l.  Anti-TNFa

En cas d’échec ou d’échappement au méthotrexate, il est recommandé
d’ajouter une biothérapie. Les anti-Tumour Necrosis Factor alpha (TNFa) sont la plus
ancienne classe de biothérapies développées dans la PR [33]. lls ont démontré leur
efficacité dans le controle des symptdmes de la maladie et dans la prévention de la
progression structurale [36-40]. |1l existe cing molécules commercialisées.
L’infliximab est un anticorps chimérique, I'étanercept une protéine de fusion
comprenant le récepteur soluble 2 du TNFa et la portion Fragment cristallisable (Fc)
d’'IgG, l'adalimumab et le golimumab des anticorps entierement humanisés, et le
certolizumab un fragment antigen binding (Fab) pégylé [41].

II.  Anti-IL-6

Actuellement, il existe deux anticorps monoclonaux entiérement humanisés
dirigés contre le récepteur de l'interleukine 6 (IL-6) : le tocilizumab et le sarilumab.
Les deux biothérapies ont démontré leur efficacité chez les patients naifs de
biothérapies, mais aussi ceux n’ayant pas répondu a un anti-TNFa [42,43]. L’essai
contrélé randomisé ACT-RAY a démontré la non-infériorité de la monothérapie par
rapport a I'association tocilizumab et méthotrexate sur le contréle des symptdmes et
de la prévention de la progression structurale [44], ce qui expligue son autorisation

de mise sur le marché en monothérapie.
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lll.  Abatacept

L’abatacept est une protéine de fusion associant la portion Fc d’'une IgG et le
domaine extracellulaire de cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 (CTLA4). Le CTLA4 a
une grande affinité pour les corécepteurs CD80 et CD86 de la cellule présentatrice
de l'antigéne et inhibe I'activation des lymphocytes T CD4 [43]. L'essai controlé
randomisé AMPLE a démontré la non-infériorité de |'abatacept vis-a-vis de
I'adalimumab [45].

V. Rituximab

Le rituximab est un anticorps chimérique anti-CD20 ciblant les lymphocytes B,
ce qui entraine leur déplétion par cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des
anticorps, cytotoxité dépendante du complément, ainsi que la promotion de
I'apoptose des lymphocytes B CD20 positifs [46—48]. Son efficacité a été démontrée
contre placebo dans un essai contr6lé randomisé [49]. La présence d’une
séropositivité pour les ACPA ou les facteurs rhumatoides est un facteur prédictif de

réponse a ce traitement [50].

v. Inhibiteurs de Janus Kinases

.  Voie de signalisation JAK-STAT

Les inhibiteurs de Janus kinases (JAKIi) font partie des DMARDs synthétiques
ciblés (tsDMARDS). lIs ciblent la voie de signalisation Janus Kinase (JAK)- Signal
Transducer and Activator of Transcription (STAT) qui est quasi ubiquitaire et régule
de nombreux processus nécessaires pour ’homéostasie et le développement chez
les mammiferes, comme I'hématopoiése, linflammation, la réparation cellulaire,

I'adipogenése, I'ostéoblastogénése ou I'apoptose [51].
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Cette voie de signalisation débute par la liaison d’'une cytokine a un récepteur
transmembranaire qui se dimérise permettant la formation d’'un couple de JAK qui
s’autophosphoryle et phosphoryle par la suite le récepteur. Les résidus tyrosine sur
le domaine catalytique du récepteur sont phosphorylés et servent de point d’ancrage
pour les STAT phosphorylés a leur tour. lls sont activés et forment un dimere qui est
transféré dans le noyau pour réguler I'expression de genes en se liant a des sites

spécifiques sur ’ADN [52] (Figure 2).

La voie JAK-STAT est composée de trois €léments : le récepteur associé a
une tyrosine kinase, JAK et STAT. De nombreuses cytokines et facteurs de
croissance utilisent cette voie de signalisation comme les interleukines, ’'hormone de
croissance ou les interférons. Les récepteurs associés a une tyrosine kinase sont les
récepteurs sur la membrane cellulaire pour les cytokines et les facteurs de
croissance. Leurs points communs sont I'absence d’activité de kinase et la présence

d’un site de liaison dans leur domaine intracellulaire pour les JAK2.

La famille des JAK est un groupe de tyrosine kinases non transmembranaire.
Cette famille a été découverte en 1990 [53,54]. L’acronyme JAK signifiait initialement
« Just another kinase » (juste une autre kinase) pour mettre en valeur le fait que cette
famille avait été découverte en méme temps que de nombreuses kinases via la PCR.
Par la suite, elles ont été nommées Janus Kinase en relation avec le dieu romain
Janus aux deux visages. Les JAK ont deux domaines quasi identiques : un domaine
catalytiqgue tyrosine kinase (Janus Homology [JH] 1) et un domaine pseudokinase
(JH2). JH1 est un domaine tyrosine kinase actif alors que JH2 n’a pas d’action de

kinase, mais a plus une action régulatrice [55].

16



0@

Cytokine
Receptor

=

SIVlS
SiV1S
SIV1S
SIV1S
STATs

Figure 2 : Voie de signalisation JAK-STAT (D’aprés Xin et al. 2020 [52])

La voie JAK-STAT fonctionne en 4 étapes. (1) Les cytokines se lient a leurs récepteurs, amenant a la
dimérisation du récepteur et les JAK s’activent, s’autophosphorylent et phosphorylent la partie
intracellulaire du récepteur. (2) Les protéines STAT sont recrutées au point d’ancrage formé par les
sites tyrosine phosphorylés. (3) Les STAT sont phosphorylées et activées, ce qui permet leur
dimérisation. (4) Le dimére STAT est transloqué dans le noyau et régule I'expression des génes.
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Les JAK phosphorylent a la fois les récepteurs transmembranaires et de
nombreuses molécules intracellulaires avec le domaine d’homologie spécifique a Src
(SH2). La famille JAK a quatre membres : JA1, JAK2, JAK3 et Tyk2 [56].

La famille des STAT dans le cytoplasme est la cible des JAK. Elle est
composée de STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B et STAT6. Chaque
STAT a un domaine SH2 permettant son activation par les JAK [57]. Il existe des
facteurs régulateurs négatifs de cette voie de signalisation : Suppressor of cytokine
signaling (SOCS), Protein inhibitors of activated STAT (PIAS), et Protein tyrosine
phosphatase (PTP) [52]. Il est important de noter qu’il n’y a aucun systéme de

secours pour cette voie de signalisation (Figure 3).

. Le Tofacinib

Le tofacitinib (Tofa) est le premier JAKi développé dans la PR [58] et la
molécule d’intérét de cette thése d’Université. Les difféerentes étapes du processus
industriel sont décrites en Annexe lll. Les autres JAKi actuellement commercialisés

dans la PR ont suivi un développement similaire.

Le Tofa inhibe principalement JAK1 et JAKS3. En effet, la région ou se lie le
Tofa ne présente que quatre différences subtiles dans les séquences d’acides
aminés entre les difféerents membres de la famille des JAK, d’'ou la complexité
d’obtenir des molécules sélectives d’une seule JAK. Les autres inhibiteurs des JAK
actuellement commercialisés dans la PR sont le baricitinib [59] ciblant JAK1 et JAK2,

le filgotinib [60] et 'upadacitinib [61] ciblant JAK1.
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Figure 3 : Les superfamilles des récepteurs aux cytokines

(D’aprés Clark et al. 2014 [62])

La nature complexe des voies de signalisation entraine une redondance dans certains cas. Ce n’est pas
le cas pour la voie JAK/STAT.
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Cette classe thérapeutique a été réévaluée par ’Agence européenne des
médicaments suite aux résultats de I'essai de phase IV ORAL Surveillance ou il était
décrit un surrisque néoplasique sous Tofa par rapport aux anti-TNFa chez les
patients atteints de polyarthrite rhumatoide agés de 50 ans ou plus et ayant au moins
un facteur de risque cardiovasculaire [63]. L’Agence européenne des médicaments
recommande ['utilisation des JAKi seulement en cas dimpossibilité d’alternative
thérapeutique chez les patients agés de 65 ans ou plus, a haut risque
cardiovasculaire, fumeurs ou ayant fumé pendant une longue période et ceux a

risque de cancer. La posologie devrait étre réduite chez ces patients [64].

[I. Ostéoporose secondaire associee a la PR
a. Physiologie osseuse

L’ostéoporose, pathologie caractérisée par un déreglement du remodelage
osseux conduisant a une perte de quantité et/ou de la qualité osseuse [65], est une
complication de la PR pouvant entrainer des fractures et une surmortalité [66]. Il est
donc nécessaire de décrire la physiologie osseuse avant d’évoquer les modifications
osseuses liees a la PR.

L’os est un tissu porteur, qui favorise la locomotion, protege les tissus mous et
est également connu comme un réservoir de calcium et de phosphate [67,68]. Les 0s
sont composés d’une part, d’'une matrice organique appelée tissu colloide, constituée
en grande partie de collagene de type | (90 %), le reste des protéines comprenant
I'ostéocalcine, I'ostéonectine, I'ostéopontine, la fibronectine et la thrombospondine-2
[69], et d’autre part, d’'une matrice minérale inorganique, composée principalement
d’hydroxyapatite, mais aussi de petites quantités de sels de potassium, de

magnésium, de sodium, de strontium et de calcium [70].
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La formation de la matrice osseuse est initiée par 'assemblage du collagene
suivi du dépbét d’hydroxyapatite avec une participation des protéines non
collagéniques dans la régulation de la minéralisation [71,72]. L’équilibre de la teneur
en minéraux est important et directement lié a la résistance mécanique [73]. Ce tissu
minéralisé est I'objet d’'un remodelage constant pour maintenir son intégrité et est
étroitement régulé par un équilibre précis de la formation et de la résorption osseuse
sous le contrle de facteurs locaux et systémiques, tels que les cytokines, les
hormones et la stimulation mécanique [68]. Ce processus complexe est un cycle de
résorption osseuse localisée pour éliminer 'os ancien ou endommagé, suivi d’'une
phase plus longue de formation osseuse, tous deux en équilibre pour maintenir un

0s sain [65].

L’'os est un tissu rigide et porteur, concu pour supporter des charges
mécaniques élevées pendant I'exercice [74]. Il existe deux types de tissus osseux,
'os cortical et I'os trabéculaire, qui possédent les mémes cellules et la méme
matrice, mais qui different par leurs réles structuraux et fonctionnels [75]. Les os
corticaux sont plus calcifiés et durs, ils assurent le réle de stabilité mécanique et
forment une couche protectrice pour la cavité interne [76]. En comparaison, les os
trabéculaires ne contiennent qu’un tiers d’os calcifié par rapport aux os corticaux et
sont principalement impliqués dans les fonctions métaboliques et biomécaniques

[75].
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b. Microenvironnement osseux normal

Qu’en est-il d’'un point de vue plus microscopique ? Dans cette partie, nous
décrirons les modifications du microenvironnement osseux liées a la PR. Dans un
premier temps, il est nécessaire de décrire le microenvironnement osseux normal. Le
microenvironnement osseux est constitué de quatre principaux types cellulaires : les
ostéoblastes (Ob), les ostéoclastes, les ostéocytes et les adipocytes médullaires (Ad
med).

i. Ostéoblastes

Les Ob sont les cellules ostéoformatrices. Ce sont de petites cellules
mononuclées issues de la différenciation des cellules souches squelettiques qui font
partie d’'une population hétérogene de cellules non hématopoiétiques appelées
cellules stromales issues de la moelle osseuse (CSMs) [77]. Les Ob sont
habituellement cuboides, mais peuvent étre également ronds, aplatis ou cylindriques
[78]. La différenciation ostéoblastique ou ostéoblastogenese se déroule en cing
étapes principales : 'engagement dans la voie de différentiation ostéoblastique, la
prolifération, la production et la maturation de la matrice extracellulaire et enfin la
minéralisation (Figure 4) [78].

L’engagement des cellules souches squelettiques dans I'ostéoblastogenése
est principalement contrélé par le facteur de transcription Runt-related transcription
factor 2 (Runx2). Il permet I'expression de marqueurs d’ostéoblastogenése, tels que
les phosphatases alcalines, [I'ostéocalcine, I'ostéopontine, |'ostéonectine, la
sialoprotéine osseuse et le collagéne de type | [79-82]. Les souris déficientes en
Runx2 présentent des défauts dans la formation osseuse endochondrale et

intramembranaire [83,84].
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Figure 4 : Représentation schématique de la différentiation
ostéoblastique (D’aprés Amarasekara et al. 2021 [78])

ALP: Alkaline phosphatase. ATF4: Activating transcription factor 4. BMP: Bone morphogenetic
protein. BSP: Bone sialoprotein. COL1A1: Collagen type 1 alpha 1 chain. CREB: cAMP-responsive
element-binding. DLX5: Distal-less homeobox 5 gene. FGF: Fibroblast growth factor. Hh: Hedgehog.
MSC: mesenchymal stem cell. OCN: osteocalcin. ONN: osteonectin. OPN: osteopontin. OSX: osterix.
Runx2: Runt-related transcription factor 2. PTH: Parathyroid hormone. SATB2: Special AT-rich
sequence-binding protein 2. TGF : Transforming growth factor.
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Le niveau d’expression de Runx2 est maximal au stade de I’'Ob immature et
diminue au stade de la maturation [83,84]. Il est notamment régulé par Distal-less
homeobox 5 gene (DIx5) [79,85]. Aprés leur engagement dans I'ostéoblastogenése,
les pré-Ob proliferent et expriment des ARN messagers du collagene de type |, de la
fibronectine, de I'ostéopontine et le récepteur du facteur de croissance et de
transformation $ (TGF-B). Puis, les Ob au stade immature cessent de proliférer et se
différencient en Ob matures. lls sécrétent alors du collagéne de type I, constituant
principal de la matrice extracellulaire, et expriment des phosphatases alcalines afin

de maturer la matrice extracellulaire [86—88].

Une fois la maturation de la matrice achevée, la minéralisation de la matrice
extracellulaire se produit selon un processus hautement ordonné via I'expression de
divers marqueurs de 'ostéoblastogénése, tels que I'ostéopontine, I'ostéocalcine et la
sialoprotéine osseuse. En parallele, il existe une expression continue de
phosphatases alcalines et de collagene de type | [77,86]. L'ostéocalcine régule le
métabolisme du calcium et favorise le dépdt de minéral dans la matrice
extracellulaire, tandis que I'ostéopontine promeut la formation et la minéralisation
osseuses. La sialoprotéine osseuse participe a la minéralisation osseuse en régulant
la formation de cristaux d’hydroxyapatite [70]. Enfin, I'évolution des Ob matures
consiste en trois possibilités : 'apoptose, la transformation en cellules bordantes ou
incorporation progressive dans la matrice osseuse afin de devenir des ostéocytes

[78].
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ii. Ostéocytes

Les ostéocytes sont les cellules osseuses les plus abondantes (environ 95 %),
qui résident dans la matrice osseuse [89]. lIs sont individuellement encastrés dans de
petites chambres appelées lacunes [90]. lls possedent des processus cellulaires
dendritiques uniques. Ces processus cellulaires dendritiques créent un vaste réseau
cellulaire dans la matrice osseuse, qui permet aux ostéocytes de communiquer avec
les ostéocytes voisins, ainsi qu’avec les Ob et les ostéoclastes a la surface de I'os,
en créant un réseau de type neuronal [91]. Ce réseau de communication tres
complexe est créé a travers un espace appelé canalicules, qui correspond a des
canaux étroits dans la matrice d’hydroxyapatite. Sur la base des mesures et des
modeéles mathématiques de ramification, on a estimé que ces processus dendritiques
forment environ 23 milliards de connexions et s’étendent sur une longueur totale de

plus de 175 000 km dans le corps humain [92].

Le développement initial des processus cellulaires dendritiques a partir du
corps cellulaire conduit a la formation de sous-branches ultérieures qui créent une
surface suffisante pour une communication efficace avec les autres cellules et
servent également de structures mécanosensorielles. L’environnement unique des
ostéocytes est appelé le réseau lacunocanaliculaire et est un réseau complexe a
l'intérieur du tissu osseux avec une surface totale d’environ 215 m2 [93,94] qui fournit

une voie pour I'apport de nutriments, d’oxygene et de signaux biochimiques [95].
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Comme les ostéocytes sont intégrés individuellement dans I'os et séparés des
cellules osseuses effectrices, ils utilisent des molécules de signalisation sécrétées
pour communiquer leurs «instructions » en plus de leurs effets systémiques plus
larges[96,97]. Les ostéocytes sont impliqués dans la sécrétion de molécules de
signalisation, pour réguler les activités des Ob et des ostéoclastes, ainsi que dans

I'établissement de connexions physiques directes via les jonctions lacunaires.

iii. Ostéoclastes

Les ostéoclastes sont les cellules qui résorbent 'os. Un ostéoclaste activé est
caractérisé par une reorganisation du cytosquelette, la formation de zones
d’attachement et une membrane cellulaire spécialisée, appelée bordure en brosse,
qui s’attache a la surface du tissu osseux, permettant la sécrétion d’acides et
d’enzymes lysosomales a la surface de I'os a résorber [98]. La dissolution du minéral
se fait par libération d’acide chlorhydrique via la bordure en brosse. L’acidification du
milieu permet aussi I'activation d’enzymes lytiques sécrétées par les ostéoclastes
comme la cathepsine K ou la phosphatase acide résistante au tartrate pour résorber
le tissu colloide [99]. Les produits inorganiques (c’est-a-dire le calcium et le
pyrophosphate) et des molécules organiques (par exemple, des fibres de collagéne)
sont emballés dans des vésicules de transcytose, qui sont transportées vers le
domaine sécrétoire fonctionnel au niveau du domaine basolatéral des ostéoclastes et
sécrétées par exocytose [99].

Les ostéoclastes dérivent de la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques en cellules mononuclées. A la fin de leur différenciation, les pré-

ostéoclastes fusionnent pour devenir des ostéoclastes matures multinucléés [98].
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La différenciation, la prolifération et la survie des ostéoclastes dépendant du
facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-
CSF)[100]. Indispensable a la maturation et I'activation complete des ostéoclastes, le
ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire kappa-B (RANKL) est secrété par
les Ob, preuve d’un dialogue étroit entre les Ob et les ostéoclastes [101]. De plus, les
Ob secretent également du GM-CSF [78] et de l'ostéoprotégérine, un régulateur
négatif de l'ostéoclastogenése, car elle se lie au RANKL, empéchant l'interaction

entre RANK et RANKL [102].

iv. Adipocytes médullaires

. Distribution anatomique

Les Ad med constituent I'adiposité médullaire. Ce tissu adipeux est localisé
dans la moelle osseuse et représente environ 70 % du volume de celle-ci et entre 5
et 10 % du tissu adipeux total chez I'adulte [103]. Initialement, a la naissance, la
moelle osseuse est rouge, car constituée principalement de cellules
hématopoiétiques (environ 55 %), puis la proportion d’adipocytes augmente durant la
croissance et jusqu’a I'dge adulte (environ 25 ans). Ce processus correspond au
remplacement de la moelle rouge par de la moelle jaune qui sera finalement
composeée jusqu’a 90 % d’Ad med [104] (Figure 5). La conversion débute dans la
partie distale du squelette appendiculaire. Pour les os longs, la moelle rouge est
d’abord remplacée au niveau des épiphyses, puis au niveau de la diaphyse. Au
niveau du squelette axial, la conversion est plus tardive et la moelle jaune ne

remplace pas intégralement la moelle rouge [105].
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Child Adolescent Adult Aged

Figure 5: Evolution de la composition médullaire au cours de la

croissance et du vieillissement (D’aprés Li et al. 2018 [104])
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[I. Différenciation des adipocytes médullaires

Les Ad med sont issus de la différenciation des cellules souches squelettiques
[106], progéniteurs également des Ob (Figure 6). Il existe donc une compétition
entre les Ad med et les Ob pour la différenciation des cellules souches squelettiques,
notamment dans I'ostéoporose post-ménopausique ou la perte osseuse est associée
a une augmentation de I'adiposité médullaire [107]. Les Ad med pourraient par leurs
sécrétions influencer 'engagement des cellules souches squelettiques vers la voie
adipocytaire ou induire une transdifférenciation des Ob en Ad med [107-110].

La difféerenciation adipocytaire suit plusieurs étapes: I'engagement des
préadipocytes vers la voie adipocytaire, I'arrét de la prolifération des pré-adipocytes
liee a l'inhibition de contact, I'expansion clonale mitotique avec plusieurs cycles de
division cellulaire, la différentiation terminale pour arriver vers des Ad med matures
[111].

Les facteurs de transcription clés de la différenciation adipocytaire sont
Peroxisome Proliferator-Activated Receptors (PPARY), surtout I'isoforme PPARy2
spécifique de l'adipocyte, et CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBPa/B). PPARy2
est nécessaire pour linitiation de Il'adipogenése et pour le maintien de la
différenciation des Ad med matures. Chez les souris obeses dépourvues de
PPARYy2, I'expansion du tissu adipeux est plus limitée par rapport a des souris
obeses contréles [112]. L’expression de PPARYy induit I'expression de C/EBPa qui
permet, a son tour, de maintenir I'expression de PPARy au cours du temps.

Ces facteurs constituent ainsi une boucle de régulation nécessaire a la

différenciation et a la maturation adipogéniques [113].
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Figure 6 : Représentation schématique de la différentiation adipocytaire (D’aprés Wang et al. 2015 [114])

C/EBPa/f: CCAAT/enhancer-binding protein. CHOP-10: C/EBP homologous protein 10. CREB: cAMP response element-binding protein. EGR2: Early growth
response 2. IL-6: Interleukin 6. KLF4: Kruppel-like factor 4. MCE: Expansion clonale mitotique. MCP-1: Monocyte chemotactic protein 1. Mest: Mesoderm
specific transcript. Pegl: Paternally expressed gene 1. PKA: Protéine kinase A. PPARy: Peroxisome Proliferator-Activated Receptors. Pref-1: Preadipocyte
factor-1. Shh: Sonic hedgehog. TNFa : Tumour Necrosis Factor alpha. Wnt : Wingless integration site.
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[Il.  Autres tissus adipeux

L’adiposité médullaire diverge des autres tissus adipeux, les tissus adipeux
blanc et brun. Le tissu adipeux blanc est un tissu indispensable pour 'lhoméostasie
métabolique et le principal site de stockage de lipides. C’est un tissu endocrine qui
participe a la régulation de I'insulinosensibilité et a la régulation de la faim [115] via la
sécrétion de nombreuses hormones dont les adipokines spécifiques des adipocytes
telles que la leptine et I'adiponectine, mais aussi des cytokines pro-inflammatoires
comme le TNFa et I'lL-6. Il se localise en sous-cutané et en viscéral. Sa répartition
dépend notamment des hormones sexuelles. Chez les femmes, le tissu adipeux
blanc est localisé principalement en sous-cutané au niveau des cuisses et des
hanches, tandis que les hommes ont comparativement moins de tissus adipeux
sous-cutané et un tissu adipeux viscéral identique [115].

Le tissu adipeux brun est présent surtout chez les feetus et les nouveau-nés
en faible proportion chez les adultes en région sus-claviculaire et sus-scapulaire
[116]. Il permet la thermogénése via la lipolyse des acides gras par la protéine
mitochondriale découplante de type 1 (UCP-1) [115]. Deux autres tissus adipeux ont
été découverts récemment : les tissus adipeux beige et rose. Le tissu adipeux beige
est proche du tissu adipeux brun et se trouve dans les dépots de tissu adipeux blanc.
Il répond a des stimuli comme le froid, le systeme nerveux sympathique, les
hormones thyroidiennes et I’exercice. Il exprime UCP-1 a un niveau plus faible que le
tissu adipeux brun, mais il est plus sensible aux stimuli. Le tissu adipeux rose est
localisé au niveau de la glande mammaire. Il correspond a une conversion
temporaire d’adipocytes blancs en cellules alvéolaires (adipocytes roses) lors de la

lactation [117].
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IV. Spécificité des adipocytes médullaires

Les Ad med sont des adipocytes uniloculaires de plus petite taille que les
adipocytes extramédullaires (Tableau 1). L’étude des Ad med dans des modeles de
souris et rats a permis de mettre en évidence deux populations. Les Ad med dits
« constitutifs » se développent aprés la naissance, sont larges et proches les uns des
autres sans cellules hématopoiétiques entre elles. Leur contenu lipidique est
constitué d’acides gras insaturés. Au contraire, les Ad med dits «régulés » sont plus
petits et se développent au cours de la vie, notamment au niveau de la partie distale
des tibias et les vertebres sacro-coccygiennes. lls contiennent surtout des acides
gras saturés. A I'état d’équilibre, les Ad med régulés sont des cellules uniques
localisées dans des zones d’hématopoiése active, c’est-a-dire dans la moelle rouge
de la partie proximale des femurs, des tibias et dans les vertebres lombaires [104].
La réponse aux stress physiologiques differe entre les deux sous-types. Les Ad med
régulés diminuent en taille et en nombre lors de I'exposition au froid, du jedne et
d’exercices prolongés. Ills augmentent avec I'age, un régime riche en graisse, une
restriction calorique, une anorexie, une irradiation, des traitements comme les
thiazolidinediones et les corticoides. Au contraire, les Ad med constitutifs ne
semblent pas changer de taille en réponse a des stimulus externes [105]. La
présence de ces deux populations chez ’'Homme reste a confirmer.

De facon surprenante, les Ad med sont peu capables de lipolyse, c’est-a-dire
de libération d’acides gras a partir des triglycérides. La voie B-adrénergique, qui est
la voie prédominante stimulant la lipolyse des tissus adipeux extramédullaires, est
bien présente dans les Ad med. Toutefois, sa stimulation dans les Ad med entraine
tres peu de libération des acides gras et du glycérol comme démontré in vitro [118],

chez la souris [119] et chez 'Homme [120].
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Longtemps considéré comme un tissu de remplissage des os trabéculaires
(cbtes, sternum, vertebres) et de la cavité médullaire des os longs (tibias, fémurs et
humérus) impliqué dans la conversion de la moelle rouge a la moelle jaune, il est
désormais démontré que l'adiposité médullaire est un tissu actif, capable de sécréter
des adipokines telles que I'adiponectine et la leptine a des niveaux plus faibles que le
tissu adipeux sous-cutané chez 'Homme [121,122], mais aussi des cytokines telles
gue I'lL-6 et le GM-CSF [123]. Les Ad med sont aussi capables d’un dialogue avec
les autres cellules du microenvironnement osseux comme les cellules souches
hématopoiétiques, les Ob, les ostéoclastes [105], ou avec les cellules tumorales

dans le cadre des métastases osseuses [124].

Tableau 1 : Caractéristiques des 3 principaux tissus adipeux

Adipocytes Adipocytes bruns Adipocytes
blancs meédullaires
Localisation En sous-cutané Région sus- Moelle osseuse
En viscéral claviculaire
Région sus-
scapulaire
Morphologie Uniloculaire Multiloculaire Uniloculaire
Stockage +++ + ++
lipidique
Mitochondries + +++ ++
Oxydation des + +++ +
acides gras
Sécrétion +++ + ++
Lipolyse +++ +++ +
Modulation
Age 1 l 1
Régime riche en 1 1 1
graisse
Froid ! 0 !
Voie B- 1 T }
adrénergique




c. Epidémiologie

i. Prévalence de I'ostéoporose dans la PR

L’ostéoporose, pathologie caractérisée par un déreglement du remodelage
osseux conduisant a une perte de quantité et/ou de qualité osseuse [65], est une
complication de la PR pouvant entrainer des fractures et une surmortalité [66]. En
2000, Haugeberg et al. rapportaient une prévalence de I'ostéoporose
densitométrique (T-score <-2,5 [125]) chez les patientes atteintes de PR deux fois
plus importante que celle de la population générale [126]. Dans une étude plus
récente, Hauser et al. retrouvaient une prévalence de I'ostéoporose densitométrique
de 29,9 % (n=91/304) chez les patients atteints d’'une PR et de 17,4 % (n=157/903)
chez les témoins appariés sur I'age et le sexe [127]. La majorité des patients était
des femmes (81,9 %) avec un age moyen de 63,5 5 + 11,8 ans et une durée
moyenne de la maladie de 9,6 £ 10,2 ans. Seuls 21,4 % des patients étaient traités
par biothérapie. L'IMC moyen était de 27,5 £ 6,1 kg/m? pour les femmes et de 26,9
+10,2 kg/m2 pour les hommes. Dans une vaste étude coréenne, 45,5 % (602/1322)
des patientes ménopausées avaient une ostéoporose densitométrique [128]. Elles
avaient un age moyen de 61,2 + 8,2 ans, une durée moyenne de la maladie de 12,1
19,9 ans et un IMC moyen de 22,9 + 3,1 kg/m2. La majorité des patients (77 %) avait
une corticothérapie avec une dose moyenne de 4,3 +2,5 mg/jour contrairement a
I’'étude précédente ou seulement 29,3 % des patients étaient sous corticothérapie.
L’ostéoporose chez les hommes atteints de PR est moins décrite dans la littérature.
Dans une étude coréenne, I'ostéoporose densitométrique chez les hommes atteints
de PR était significativement plus élevée que chez des témoins appariés sur I'age

(22,4 % contre 10,5 %, p=0,049) [129].
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Dans [l'ostéoporose, la décision thérapeutique repose sur les chiffres
densitométriques, mais également en évaluant les facteurs de risque [130]. Le score
Fracture Risk Assessment Tool (FRAX®) permet d’évaluer le risque d’ostéoporose
sévere a 10 ans et ainsi de décider si ce risque est au-dessus du seuil
interventionnel selon I'age [131]. Dans une étude multicentrique rétrospective d’'une
population coréenne majoritairement de femmes ménopausées (77,2 %),
I'ostéoporose densitométrique était présente chez 33,4 % (160/479), mais 47,2 %
(264/479) avaient une indication a l'instauration d’un traitement [132].

A linverse des études précédemment citées, une seule étude de registre
allemand rapporte une diminution de la prévalence de I'ostéoporose, définie par le
clinicien, chez les patients atteints de PR (age moyen de 63 ans et 75 % de femmes)
passant de 20 % en 2007 a 15 % en 2017 (p<0,001) [133].

ii. Prévalence des fractures ostéoporotiques dans la PR

Dans une méta-analyse de 23 études de cohortes publiées entre 1993 et
2017, lincidence des fractures ostéoporotiques dans la PR était de 15,3 (IC
95 % 10,4-22,5) pour 1 000 personnes-années en tenant compte de I'hétérogénéité
importante entre les études (12=99,3 %, p<0,001)[134]. Les patients atteints de PR
étaient plus a risque de présenter des fractures comparés aux témoins (risque relatif
[RR] de 1,61; IC 95 % 1,44-1,79). L’incidence cumulée des fractures vertébrales
radiographiques était de 42,4 (IC 95 % 32,5-55,4) pour 1 000 personnes-années et
4,29 (IC 95% 1,69-10,89) pour 1000 personnes-années pour les fractures
vertébrales cliniques. Dans cette méta-analyse, lincidence des fractures
ostéoporotiques était stable au cours du temps allant de 15,83 (IC 95 % 10,48-23,90)
pour 1 000 personnes-années en 1993 a 15,31 (IC 95 % 10,43-22,47) pour 1 000

personnes-années en 2016[134].

35



Dans une étude longitudinale espagnole ultérieure a la méta-analyse
précédente, les auteurs ont inclus 6657 fractures de hanche survenues chez des
patients atteints de PR pendant 17 ans. Il était observé une augmentation de 3,2 %
(IC 95 9% 2,1-4,0; p<0,001) de lincidence annuelle du taux d’hospitalisation pour
fractures de hanche entre 1999 et 2015. Dans l'analyse en sous-groupe, cette

augmentation était observée chez les patients agés d’au moins 60 ans [135].

iii. Facteurs de risque d’ostéoporose dans la PR

I. Facteurs liés aux patients

Dans I'étude d’Hauser et al. ou étaient inclus 304 patients avec une PR, les
patients ayant une ostéoporose étaient significativement plus agés que les patients
sans ostéoporose[127]. Il en était de méme pour I'’étude coréenne de 1322 patientes
ménopausées atteintes de PR avec un Odds Ratio (OR) a 2,28 (IC 95 % 1,40-3,58;
p<0,001) pour les patientes ageés de 70 ans ou plus [128]. Le sexe féminin est aussi
classiquement associé a l'ostéoporose. Dans I'étude d’Hauser et al., les patientes
étaient plus fréquemment ostéoporotiques que les patients [127]. Dans une étude
coréenne de 479 patients atteints de PR, le sexe féminin était significativement
associé au risque de développer des fractures ostéoporotiques (OR= 4,22; IC
95 % 1,8-9,9; p = 0,001) [132].

Un IMC faible est également un facteur retrouvé dans les études. Dans I'étude
d’Hauser et al., 'IMC était significativement faible chez les patients ostéoporotiques
[127]. De méme, un petit poids était significativement associé a une diminution de la
densité minérale osseuse (DMO) [126]. Le tabagisme, facteur classique de
'ostéoporose post-ménopausique, n’était pas associé a l'ostéoporose chez les

patients atteints de PR dans la majorité des études [127,135].
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II. Facteurs liés ala PR

L’influence des caractéristiques de la PR elle-méme est plus contrastée dans
I'ostéoporose selon les études. Une durée d’évolution 210 ans était un facteur de
risque d’ostéoporose chez les 1322 patientes coréennes ménopausées (OR=1,46;
IC 95 % 1,07-2,00; p=0,032) [128]. La durée de la maladie était associée a la
probabilité de survenue des fractures ostéoporotiques majeures selon le
score FRAX® [132]. Au contraire, plusieurs études ne retrouvaient pas d’association
entre l'ostéoporose et la durée de maladie chez les patients atteints de PR

[126,127,129].

La présence de facteurs rhumatoides était associée a une perte osseuse dans
I'étude d’Haugeberg et al. [126] contrairement a d’autres études [127-129]. Aucune
étude ne retrouvait d’association entre la présence d’ACPA et I'ostéoporose [127—
129]. La présence d’érosion radiographique ne semblait pas non plus associée a

I'ostéoporose [127,129].

Concernant les indices d’activité, les données sont rares. Dans I'étude des
1322 patientes coréennes ménopausées, le Disease Activity Score 28 utilisant la
vitesse de sédimentation (DAS 28-VS) n’était pas associé a I'ostéoporose [128]. La
VS et la CRP étaient significativement plus élevées chez les patients atteints
d’ostéoporose dans une étude de 304 patients écossais [127] contrairement a I'étude
des 1322 patientes coréennes ménopausées ou il n’était retrouvé aucune

association statistique entre la CRP ou la VS et 'ostéoporose [128].
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iii. Facteurs liés aux traitements

. Corticothérapie

La corticothérapie est un facteur de risque d’ostéoporose bien connu chez les
patients atteints de PR. Dans une méta-analyse de 15 études, la DMO au rachis
lombaire et au col fémoral des patients atteints de PR traités par corticothérapie était
significativement plus basse que chez des patients sans corticothérapie [136]. Dans
une étude anglaise rétrospective utilisant la base de données des médecins
généralistes, les 13 770 patients atteints de PR traités par corticothérapie avaient un
risque plus élevé d’ostéoporose par rapport aux 20 280 sans corticothérapie
(OR=1,41; IC 95 % 1,25-1,59) ainsi qu’un risque plus élevé de fractures (OR=1,14 ;
1C95 % 1,01-1,29) [137].

La dose et la durée de la corticothérapie sont également a prendre en compte.
Dans une autre étude utilisant la méme base de données des médecins généralistes,
le risque de fracture était le plus élevé dans le premier mois chez les patients atteints
de PR traités par corticothérapie par rapport a ceux sans corticothérapie : HR entre 1
jour et 1 mois=1,66 (IC 95 % 1,27-2,16) et HR entre 1 et 3 mois= 1,11 (IC 95 % 0,79-
1,57). Seule une posologie supérieure a 5 mg par jour était associée a un risque de
fracture [138].

Il reste toujours un débat sur l'utilisation de la corticothérapie a faible
posologie et a courte durée en début de traitement. Les recommandations
européennes maintiennent cette position en arguant qu'une corticothérapie a faible
posologie pour lutter contre I'inflammation systémique délétere pour I'os pourrait
contrebalancer ses effets indésirables et avoir méme des effets positifs sur la
santé osseuse [31]. Les recommandations américaines proposent plutdt d’éviter, si

possible, la corticothérapie au vu de ses effets indésirables osseux [139].

38



[I. Autres traitements

Il existe d’autres traitements associés a un risque fracturaire chez les patients
atteints de PR. Dans une étude longitudinale de 6 899 patients américains, la prise
d’opioides et d’inhibiteurs de la recapture de la sérotonine était associée a un risque
fracturaire, avec respectivement un HR=1,26 (IC 95 % 1,01-1,72) et un HR=1,86 (IC
95 9% 1,32-2,62). La durée était importante, puisque le surrisque fracturaire n’était
observé que dans le premier mois de prise d’opioides (HR=1,48 ; IC 95 % 1,00-2,20)
et aprés un mois de prise d’inhibiteurs de la recapture de la sérotonine (HR=1,96; IC
95 % 1,29-2,98) [140]. Le surrisque fracturaire sous opioides était également

retrouve dans une étude québécoise [141].

d. Facteurs influencant le microenvironnement osseux dans la PR

Comme écrit précédemment, le microenvironnement osseux peut étre
perturbé dans la PR et aboutir a une ostéoporose secondaire. Nous détaillerons les
facteurs impliqués dans cette partie.

i. Inflammation

Dans le cadre de la PR, le microenvironnement osseux est inflammatoire. Le
TNFa et I'lL-6 stimulent I'activité des ostéoclastes, donc la résorption osseuse, via
laugmentation de l'expression de RANKL. Le TNFa peut également diminuer
'expression de I'ostéoprotégérine, augmentant le ratio RANKL/ostéoprotégérine
[142]. Il inhibe l'expression de Runx2 [143-146] et stimule I'expression de
Dickkopf protein-1 (DKK-1), ce qui régule négativement la formation ostéoblastique.
En effet, DKK-1 est un antagoniste de la voie de signalisation Wingless Integration

site (Wnt)/B-caténine qui est essentielle dans la formation ostéoblastique [147].
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A I'heure actuelle, aucune étude publiée ne s’est intéressée a I'adiposité
médullaire dans la PR. Cependant, il est décrit en IRM un cedéme
osseux périarticulaire [148] notamment des mains et des pieds. Dans une étude
autrichienne monocentrique de 12 patients atteints de PR, I'cedéme osseux visualisé
en IRM sur les articulations métacarpo-phalangiennes et interphalangiennes
proximales correspondait a un infiltrat inflammatoire remplagant I'adiposité médullaire
périarticulaire en histologie [149]. Les cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa
et I'lL-6 sont décrites comme inhibant la différenciation adipocytaire, notamment

médullaire [150-153].

ii. ACPA

Ces anticorps pourraient jouer un role délétére sur le microenvironnement
osseux. Dans une étude cas-témoin, 96 patients atteints de PR avec ACPA, 84
patients atteints de PR sans ACPA et 96 témoins ont bénéficié d’'une évaluation de la
DMO volumique et de la microarchitecture osseuse au radius ultradistal par
microscanner périphérique a haute résolution. A partir d’'un modéle utilisant I'analyse
d’éléments finis provenant de cette évaluation, la présence d’ACPA était associée
significativement (p=0,007) a des propriétés biomécaniques diminuées (rupture de
charge et rigidité osseuse) [154].

D’un point de vue physiopathologique, un groupe de chercheurs a observé
'expression de protéines citrullinées membranaires et cytoplasmiques pour les
ostéoclastes. L’'ajout de sérums de patients atteints de PR ACPA+ stimulait
également Il'ostéoclastogenese par rapport a des sérums de patients ACPA-.

Cependant, ces résultats n’ont pas réussi a étre reproduits par un autre groupe [155].

40



iii. Corticothérapie

A dose physiologique, les corticoides ont des effets anaboliques sur I'os, en
promouvant I'ostéogenese. lls sont nécessaires pour 'homéostasie osseuse [156].
Cependant a des doses plus élevées, les corticoides exogénes diminuent la
prolifération [157] et la différenciation des Ob [158] via l'inhibition de facteurs de
croissance tels que les protéines Wnt et les protéines morphogénétiques osseuses
(BMP) [159,160], et induisent et I'induction des protéines inhibitrices comme DKK-1
[160,161]. Les corticoides induisent aussi l'autophagie et I'apoptose des Ob
[136,162] et stimulent les ostéoclastes [163], notamment via l'augmentation de
'expression de RANKL et la diminution de I'expression d’ostéoprotégérine chez les

Ob [164,165].

e. Influence des traitements de la PR sur 'ostéoporose

i. csDMARDs

Les csDMARDs diminuant l'activité inflammatoire de la maladie, il serait
logique d’espérer une prévention de I'ostéoporose. Malheureusement, les données
sur I'action du méthotrexate sur la prévention de I'ostéoporose sont peu hombreuses
et anciennes [166—173]. La plupart des études ont un petit nombre de patients. Dans
une étude rétrospective italienne, 485 patientes atteintes de PR n’ayant jamais été
traitées par méthotrexate ont été comparées a 246 patientes atteintes de PR traitées
par méthotrexate depuis au moins 6 mois. Le T-score au rachis lombaire et au col
fémoral était comparable entre les groupes, apres ajustement sur I'age, le statut
ménopausique, I'IMC, le Health Assessment Questionnaire (HAQ) et la

corticothérapie [168].
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Dans une autre étude longitudinale comprenant 117 patientes japonaises
suivies pendant 4 ans, aucune différence n’était retrouvée pour le risque fracturaire
vertébral entre les patientes traitées par méthotrexate et les autres [173]. Le
méthotrexate ne semble donc pas apporter un bénéfice osseux.

Les études sur l'influence des autres csDMARDs sur I'os sont limitées et il
n’est pas possible d’en tirer de conclusion.

ii. Biothérapies

l.  Anti-TNFa

Il existe plus de données sur l'influence des anti-TNFa sur l'os. Les études
prospectives évaluant l'infliximab avec un suivi allant de 1 a 3,3 ans notent dans la
majorité une stabilité de la DMO au rachis lombaire et a la hanche [174-178]. Seule
une étude de 52 patients atteints de PR suivis pendant 3,3 ans notait une
augmentation de la DMO au rachis lombaire sous infliximab [178]. Concernant
'adalimumab, une étude prospective sur un an retrouvait une stabilité de la DMO au
rachis lombaire et au col fémoral chez 46 patients [179]. Une autre retrouvait une
diminution de la DMO de 0,90 % a la hanche et de 0,7 % aprés un an de traitement
par adalimumab chez 41 patients non traités par bisphosphonates [180]. Concernant
les autres anti-TNFa, une étude prospective d’'un an retrouvait une stabilité de la
DMO a la hanche et au rachis lombaire chez 20 patients traités par étanercept et 16
par certolizumab [181]. Il n’'y a pas d’étude spécifique évaluant linfluence du
golimumab sur l'os. Dans le registre CORRONA, I'anti-TNFa en monothérapie était
associé a une diminution du risque fracturaire par rapport a des patients traités par

méthotrexate en monothérapie [182].
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II. Autres biothérapies

Les données sont beaucoup plus limitées pour les autres biothérapies. Les
études prospectives (n=76 a 88 et suivis de 1 a 2 ans) évaluant l'influence du
tocilizumab sur I'os notent une stabilité de la DMO au rachis lombaire et a la hanche
[183-185]. Une étude prospective a comparé 50 patients sous abatacept a 115
patients sous anti-TNFa (infliximab, étanercept, adalimumab et golimumab) ou
tocilizumab. La variation de la DMO a 1 an au rachis lombaire était comparable entre
les 2 groupes. Au contraire, il y avait un gain significatif de la DMO au col fémoral
des patients sous abatacept [186]. Concernant le rituximab, dans une étude
prospective de 36 patients, une stabilité de la DMO au rachis lombaire et une Iégére
diminution a la hanche étaient retrouvées aprés 1 an [187].

f. Tofacitinib et os

i. Voie de signalisation JAK/STAT dans la différenciation
ostéoblastique

La voie JAK/STAT, cible du Tofa, joue un rdle important dans le
développement du squelette. Les souris ayant une mutation activatrice de JAK1
présentent des 7 semaines une diminution du volume cortical fémoral, prouvant le
réle de JAK1 dans le développement osseux [188]. Les souris KO pour JAK2
meurent d’anémie a 12 jours de développement avant le développement osseux
[189]. JAK2 est activée par I'hormone de croissance, essentielle pour
'embryogenese osseuse normale. Par la suite, JAK2 phosphorylée active STAT5
[190]. L’inhibition de STAT5B par un petit ARN interférent induit une diminution de
I'expression génique de Runx2 [191]. STATS peut s’associer avec Runx2 pour former
un complexe de transcription afin d’augmenter I'activité transcriptionnelle de Runx2

et 'expression de génes impliqués dans la différenciation ostéoblastique [192].
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L’inactivation de STAT1 induit un phénotype ostéopétrotique chez la souris
KO avec une augmentation de la masse osseuse, mais sans anomalie du
développement osseux. STAT1 diminue I'activité transcriptionnelle de Runx2 [193].
Les souris KO pour STAT1 ont une accélération de la formation du cal osseux dans
un modéle de fracture corticale [194].

STAT3 est également essentiel pour le développement embryonnaire puisque
les souris KO pour STAT3 meurent vers le 7¢ jour de développement embryonnaire
[195]. L'inactivation spécifique de STAT3 chez les Ob entraine un poids et une
masse osseuse plus faibles chez les souris [196]. Chez 'homme, les mutations de
STAT3 entrainent un phénotype ostéoporotique fracturaire [197,198]. La délétion de
STAT3 spécifiqguement dans les ostéocytes murins entraine une limite d’élasticité et
un module de Young (module d’élasticité longitudinale) plus faible. STAT3 s’associe
aussi a Runx2 pour se lier a un site du promoteur de Runx2 afin de favoriser ses
activités transcriptionnelles [199].

ii. Voie de signalisation JAK/STAT dans la différenciation
adipocytaire

Les premieres études sur le rble des STAT dans le développement
adipocytaire ont été publiées il y a plus de 20 ans. Stephens et al. ont observé que le
niveau d’expression des protéines STAT1, 3, 5A et 5B était augmenté durant la
différenciation adipocytaire des préadipocytes 3T3-L1[200].

La voie JAK2/STAT3 joue un rble prépondérant dans la différenciation
adipocytaire. Elle est activée dans les tout premiers stades de différenciation
adipocytaire précoce via la régulation du facteur de transcription C/EBPB chez des
pré-adipocytes 3T3-L1[201,202]. Lors de la différenciation adipocytaire des 3T3-L1,
on constate une augmentation transitoire de la phosphorylation de STAT3 pendant

les 24 premieres heures de différenciation [203,204].
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L’inhibition de JAK2 ou de STAT3 via des inhibiteurs ou des petits ARN
interférents entraine une diminution de I'adipogenése chez des pré-adipocytes 3T3-
L1 [202,204]. De plus, I'ajout d’'un agoniste de PPARYy restaure I'adipogenése des
cellules 3T3-L1 inhibée par des petits ARN interférents de STAT3, prouvant que
STAT3 régule et active PPARy [202]. Par ailleurs, I'expression de PIASS3, une
protéine inhibitrice de STAT3 activée, est diminuée au cours de la différenciation
adipocytaire dans les 3T3-L1 [205]. STAT3 pourrait aussi promouvoir la
differenciation adipocytaire via I'expansion clonique mitotique dans les
préadipocytes 3T3-L1, les adipocytes sous-cutanés de rats et les adipocytes issus
des coussinets adipeux interscapulaires de chiots nouveau-nés [203,206—-208].

STATS5 est également impliquée dans la différenciation adipocytaire. La
délétion de STAT5A, STATS5B ou des 2 chez les souris entraine un développement
altéré du tissu adipeux. L’inhibition de STATS5A par des petits ARN interférents
empéche la difféerenciation adipocytaire des 3T3-L1. Au contraire, l'inhibition de
STAT5B par des petits ARN interférents n’entraine qu’une diminution de la
différenciation adipocytaire [209]. STAT5 est phosphorylé trés précocement, dés 30
minutes apres l'induction adipocytaire dans les pré-adipocytes 3T3-F442A [210].

STAT 1 ne semble pas jouer un rdle prépondérant dans la différenciation
adipocytaire en conditions physiologiques. Son expression est augmentée au cours
de l'adipogenése [200], mais son inactivation chez les souris n’entrainait pas de
modifications de poids, donc du tissu adipeux, par rapport a des contréles [211].
Cependant, dans une étude plus récente, des souris KO pour STAT1 présentaient
une dépense énergétique plus importante. Leur tissu adipeux sous-cutané avait une

masse et un nombre d’adipocytes plus importants [212].
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iii. Effet du Tofa sur le microenvironnement osseux

Nous disposons de peu de données dans ce domaine et les résultats sont
contrastés. In vivo, une seule étude précliniqgue dans le modéle du rat avec arthrite
induite a 'adjuvant s’est intéressée a I'effet du Tofa [213]. Dix rats recevaient le Tofa
a 10 mg/kg/jour équivalant chez 'homme a 50 mg/jour pendant 4 jours aprés
'induction de la maladie et étaient sacrifiés au bout de 22 jours de maladie. Il y avait
une réduction du remodelage osseux (diminution du C-terminaux du collagéne de
type | [CTX] et du Propeptide N-Terminal du procollagene de type | total [P1NP]) et
une augmentation de I'épaisseur corticale et trabéculaire en microscanner des rats
sous Tofa par rapport au groupe contréle. Cependant, la perte osseuse corticale et
trabéculaire liée a l'inflammation n’était pas prévenue et il y avait une diminution du

nombre d’Ob sous Tofa [213].

Deux études fondamentales publiées récemment ont retrouvé une action
positive du Tofa sur I'os [214,215]. Dans la premiere, une augmentation de la masse
osseuse trabéculaire chez des souris C57BL/6 traitées pendant 6 semaines par Tofa
(50 mg/kg/jour) était notée par rapport aux souris contrdles. Il n’y avait pas de
différence pour les parametres osseux corticaux ni pour le nombre d’Ob. Par la suite,
les auteurs ont évalué l'effet du Tofa dans un modele murin mimant la PR (modéle
d’arthrite induite par transfert de sérum arthritogéne provenant de souris K/BxN). Une
augmentation de la DMO trabéculaire et de I'épaisseur corticale chez les souris
traitées par Tofa était observée par rapport a celles non traitées. Il n’y avait pas de

différence concernant le nombre d’Ob.
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Une augmentation de I'expression de I'ostéocalcine sous 200 et 500nM de
Tofa était notée également dans des cellules souches mésenchymateuses murines
placées pendant 1 jour dans un milieu de différenciation ostéogénique et dans des
Ob matures (issus de calvaria a 21 jours de différenciation). Ces résultats
d’expression génique étaient confirmés par une augmentation de la minéralisation
des Ob sous Tofa par rapport aux contréles en coloration Rouge Alizarine a 5 jours
de différenciation. En revanche, I'expression génique de Runx2 n’était pas modifiée
sous Tofa pour les Ob & 1 jour de différenciation [214].

A Tlinverse, dans la 2% étude, une augmentation de I'expression génique de
Runx2 et de collagéne la sous Tofa était observée uniquement en conditions
hypoxiques dans des cellules souches mésenchymateuses, issues de la moelle
osseuse de patients bénéficiant d’'une prothése totale de hanche, placées dans un
milieu de différenciation ostéogénique pendant 7 jours. Cette augmentation de
'expression génique était corrélée a 'augmentation des concentrations de Tofa (de
250 a 500nM) [215].

iv. Effet du Tofa sur I’os en recherche clinique

Il existe trés peu de données sur I'influence des JAKi sur I'os. Une seule étude
prospective de 26 patients atteints de PR sous Tofa (la moitié sous Tofa 5mgx2 par
jour et la moitié sous Tofa 10mgx2 par jour) est disponible. Il existait une stabilité des
chiffres densitométriques au rachis lombaire et au col fémoral apres 1 an de
traitement. Au microscanner périphérique a haute résolution au radius ultradistal, les
DMO volumétrigues totale, trabéculaire et corticale étaient également stables, aux 2
posologies. Il y avait par ailleurs une augmentation de I'ostéoprotégérine, a 1 an
chez I'ensemble des patients. Seuls les patients traités par Tofa 10 mg 2/jour avait

une diminution des CTX sériques a 12 mois [216].
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[ll. Lasarcopénie et les modifications de la composition
corporelle dans la PR

Dans ce chapitre, nous reprendrons le texte de notre revue sur le sujet, écrite
dans le cadre de cette these d’Université [217] (Annexe V).

a. Pourquoi s’intéresser a la composition corporelle dans la PR ?

Depuis 20 ans, les patients atteints de PR présentent des formes moins
séveres avec une moindre prévalence des manifestations extra-articulaires séveéres.
On observe aussi une diminution de la mortalité [218,219]. Cependant, il existe
toujours une surmortalité par rapport a la population générale, notamment
cardiovasculaire [220]. Une meilleure évaluation des comorbidités et du risque
cardiométabolique reste essentielle chez ces patients [221,222].

En plus de destructions articulaires et des comorbidités, une modification de la
composition corporelle est décrite chez les patients atteints de PR [223,224].
L’inflammation systémique est le principal facteur impliqué dans cette altération de la
composition corporelle, mais d’autres facteurs peuvent y contribuer comme la
dénutrition, le handicap physique, les comorbidités, la corticothérapie, les
biothérapies [225,226]. Les données actuelles suggerent que la répartition des
masses grasse et maigre dans I'organisme a des implications importantes pour la
santé. Une masse maigre faible et un exces de masse grasse sont prédicteurs de
mauvaise santé dans la population générale [227]. La forme la plus extréme de faible
masse maigre, appelée cachexie, peut entrainer faiblesse, handicap et
anomalies métaboliques [228—-230]. Un exces de masse grasse est associé au risque
de développer une obésité, un diabete, une hypertension artérielle et des

maladies cardiovasculaires [220,231-233].
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Une meilleure compréhension des modifications de la composition corporelle
chez les patients atteints de PR, y compris ceux sous DMARDSs, est nécessaire du
fait des implications potentielles sur différents paramétres tels que le handicap et le

risque cardiométabolique.

b. Mesures de la composition corporelle dans la PR

i. Définition de la composition corporelle

Concernant la composition corporelle, le modéle des 3 compartiments inclut
deux compartiments majeurs (la masse grasse et la masse non grasse) et un
compartiment mineur [234]. La composition corporelle n’est pas stable. Elle est
dynamique et variable avec des modifications répondant aux stimuli internes et
externes [235]. La composition corporelle est une « mémoire vivante » de ce que
Nous avons mangeé ou expérimente.

Les expériences qui peuvent influencer la composition corporelle comprennent
les traumatismes, les infections et linflammation systémique chronique [236].
L’évaluation de la composition corporelle permet de mieux comprendre a la fois I'état
nutritionnel et la capacité fonctionnelle du corps humain [237]. Différentes techniques
sont utilisées pour mesurer la composition corporelle. Nous allons détailler celles qui

permettent une évaluation de la composition corporelle globale.
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ii. Techniques de mesure de la composition corporelle

. Absorptiométrie biphotonigue a rayons X

L’absorptiométrie biphotonique a rayons X (DXA) était utilisée initialement
pour mesurer la DMO et diagnostiquer l'ostéoporose [238]. La DXA mesure
I'atténuation de deux faisceaux de rayons X d’énergie différente a travers les tissus,
ce qui permet de différencier I'os, la masse grasse et la masse non grasse (Fat Free
Mass ou FFM), qui est aussi appelée masse maigre [239]. La DXA est considérée
comme la méthode de référence pour mesurer la composition corporelle (Tableau 2)
[240]. Elle peut étre évaluée avec une faible exposition aux radiations (1 uSv, moins
gu’une radiographie standard a 100 uSv) et rapidement [239]. Les autres avantages
de cette technique comprennent sa simplicité, son faible codt, sa disponibilité et sa
précision. La DXA est également utilisée pour mesurer I'adiposité viscérale (Visceral
Adipose Tissue VAT) qui est associée au risque cardiométabolique [241-243].
Cependant, il existe des limites a cette technique. Par exemple, les muscles du tronc
sont difficiles a évaluer. Par conséquent, si les mesures de la masse grasse et de la
masse maigre sont dérivées des membres, elles risquent de surestimer ou de sous-
estimer la masse musculaire totale et de I'obésité. En outre, 'cedéme ou la

déshydratation peuvent biaiser les mesures des muscles et de la graisse [244].

II. Analyse d’impédance bioélectrique

L’analyse d’impédance bioélectrique (BIA) est aussi utilisée pour mesurer la
composition corporelle en faisant passer un courant électrique de faible intensité
(500-800 mA) et de haute fréquence (50 kHz) a travers le corps, puis de mesurer
divers parametres électriques (résistance, réactance, impédance et angle de phase).
Les mesures obtenues fournissent des estimations indirectes de la composition

corporelle globale (Tableau 2).
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La BIA évalue I'eau corporelle totale et peut prédire la quantité de FFM. Son
utilisation se base sur plusieurs hypothéses, a savoir que (1) le corps humain est
divisé en cing cylindres, & savoir le tronc et les extrémités supérieures et inférieures,
avec une conductivité électriqgue uniforme; (2) la FFM contient pratiguement toute
'eau et les électrolytes de conduction dans le corps; (3) I'hydratation du FFM est
constante et (4) la longueur conductrice est égale a la stature [245]. La BIA peut étre
utilisée pour évaluer la composition corporelle chez les personnes agées et les
obéses, ainsi que chez les patients atteints de cancer ou d’infections [245-247]. Les
avantages de la BIA sont la facilité d'utilisation, le prix abordable de I'appareil,
I'absence d’exposition aux radiations et le caractére non invasif de la technique. Elle
semble présenter une bonne corrélation avec la DXA [243,248]. Cependant, la BIA a
trois limites : (1) il s’agit d’'une méthode indirecte (2) elle ne peut pas étre utilisée
pour évaluer la DMO et la VAT et (3) chaque évaluation d’'une population spécifique
nécessite sa propre équation [248].

i. Parameétres mesurés par la DXA

En 2019, I'International Society for Clinical Densitometry (ISCD) a publié une
mise a jour de sa position sur I'évaluation de la composition corporelle avec la
DXA[249]. Selon I'ISCD, en ce qui concerne les adultes, tous les comptes rendus
doivent mentionner obligatoirement les valeurs suivantes : I'IlMC, la masse corporelle
totale (TBM), la masse maigre totale (TLM), la masse grasse totale (FM) et le
pourcentage de graisse corporelle (PBF) (Tableau 3). De plus, il existe d’autres
mesures facultatives de I'adiposité et de la masse maigre dont la VAT (cm?), l'indice
de masse grasse (FMI: FM/taille?), la masse maigre appendiculaire (ALM, kg),
I'indice de masse maigre appendiculaire (ALMI : ALM/taille?) et I'indice de muscle

squelettique (SMI : TLM/taille?).
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Tableau 2: Avantages et inconvénients des

composition corporelle globale

méthodes évaluant

la

Méthodes Avantages Inconvénients
DXA e Différencie la Non transportable
masse grasse, la Les procédures
masse maigre et la d’étalonnage des
masse 0sseuse instruments, le
e Haute précision et matériel et les
exactitude logiciels varient
e Rapide et non d’un fabricant a
invasif l'autre.
e Faible exposition L’épaisseur du
aux radiations corps et I'état
e Possibilité d’obtenir d’hydratation
des mesures peuvent influencer
régionales les mesures
Contre-indiqué
pendant la
grossesse
BIA e Transportable Méthode indirecte
e Faible colt Limité par I'état
e Pas d’exposition d’hydratation :
aux radiations hydratation de la
e Rapide et non masse non grasse
invasive fixée a 73 %
e Trés simple Equation spécifique
pour chaque
population

BIA : analyse d’impédance bioélectrique DXA : absorptiométrie biphotonique a rayons X
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Concernant la VAT, peu détudes s’intéressent a sa variation. En effet,
l'utilisation de la DXA pour mesurer la VAT est une pratique récente. Tous les
densitometres ne sont pas congus pour la mesurer. La FFM et l'indice de FFM
(FFMI : FFM/taille?) sont parfois rapportés. L'utilité clinique de ces derniéres mesures

(FFM et FFMI) est actuellement incertaine.

c. Sarcopénie

La sarcopénie est une condition qui est communément associée au
vieillissement. Elle se caractérise par la perte de masse et de force musculaires, ce
qui entraine une altération de la fonction musculaire. Une évaluation quantitative
n'est pas suffisante pour établir un diagnostic de sarcopénie. Une évaluation
complete des muscles, c’est-a-dire de la force musculaire et de la fonction
musculaire, est également nécessaire.

La sarcopénie est caractérisée par une perte de masse maigre entrainant une
altération de la fonction musculaire [250]. Elle peut également entrainer un handicap
physique, des chutes, des fractures et méme des maladies cardiovasculaires
[251,252]. Bien que de nombreuses définitions de la sarcopénie ont été proposées,
la définition la plus communément acceptée est celle publiée en 2010 par le groupe
de travail européen sur la sarcopénie chez les personnes agées (EWGSOP) [240].
En 2019, TEWGSOP2 a publié une mise a jour de cette définition (Figure 7). La
sarcopénie est désormais considérée comme une maladie musculaire (insuffisance
musculaire), avec une faible force musculaire remplacant une faible masse
musculaire comme principal déterminant. S’il y a une suspicion de sarcopénie, il faut

évaluer la force musculaire [227].
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Tableau 3 : Parametres de la composition corporelle évalués par la DXA

Parametres Unité
Masse corporelle totale (TBM) kg
Masse maigre totale (TLM) kg
Masse grasse totale (FM) kg
Pourcentage de graisse corporelle (PBF) %
Adiposité viscérale (VAT) cm?
Indice de masse grasse (FMI) kg/m?2
FMI est le rapport de FM/taille?
Masse maigre appendiculaire (ALM) kg
ALM est la somme de la masse maigre des 4 membres
Indice de masse appendiculaire (ALMI) kg/m?2
ALMI est le rapport ALM/taille2
Indice de muscle squelettique (SMI) kg/m?2

SMI est le rapport TLM/taille2
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La sarcopénie est probable si une faible force musculaire est établie (c’est-a-
dire une force de préhension <26 kg pour les hommes et <16 kg pour les femmes

OU test de lever de chaise, c’est-a-dire 5 levers de chaises, >15 s).

Le diagnostic est confirmé s’il existe une faible masse musculaire (c’est-a-dire
ALMI <7,0 kg/m?) pour les hommes et <5,5 kg/m? pour les femmes, OU ALM <20 kg
pour les hommes et <15 kg pour les femmes). La sarcopénie est considérée comme
sévere en cas d’altération de la performance physique (c’est-a-dire une vitesse de
marche <0,8 m/s, OU Short Physical Performance Battery [SPPB] <8 points, OU test
«Get up and Go» > 20 s ou non réalisable, OU test de marche de 400 m >6 min)

[227].
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Suspicion clinique ou
SARC-F positif

Pas de sarcopénie

Mesure de la force Normal w
. e —th Pas de sarcopénie
musculaire

Force de préhension, test de
lever de chaise

Faible

= En pratique clinique
Sarcopénie probable 1
Normal

Rechercher les causes et

Mesure de la qualité ou
de la quantité musculaire: =
BIA,CT, DXA, MRI

débuter la prise en charge

l Faible

Sarcopénie confirmée

Mesure de la
Vitesse de marche, SPPB,

TUG, Test de marche

Figure 7 Définitions de la sarcopénie

Adapté de Cruz-Jentoft et al. 2019 [227]. BIA : analyse diimpédance bioélectrique. CT :
tomodensitométrie. DXA : absorptiométrie biphotonique a rayons X. MRI= imagerie par
résonance magnétique. SARC-F= un autoquestionnaire a 5 items, utilisé pour dépister le

risque de sarcopénie. SPPB= short physical performance battery. TUG=timed up and go
test.
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Objectifs de lathése

Comme nous I'avons vu dans l'introduction, nous avons peu de données sur
I'effet du Tofa, traitement de la nouvelle classe thérapeutique des JAKI, sur les tissus
osseux et adipeux, que ce soit en recherche clinique ou en recherche fondamentale,
et plus particuliéerement sur I'effet du Tofa sur le microenvironnement osseux.

Le Tofa peut contréler I'inflammation systémique, principal facteur responsable
de l'ostéoporose secondaire et du surrisque cardiovasculaire chez les patients
atteints de PR. Il pourrait avoir des effets bénéfigues sur le tissu osseux,
possiblement liés a des effets directs sur le microenvironnement osseux et ne pas
reposer exclusivement sur le controle de l'inflammation systémique. L’'effet du Tofa
sur les Ad med reste méconnu. Par ailleurs, le Tofa pourrait avoir également un effet
sur la VAT, tissu associé au risque cardiovasculaire.

Le premier objectif était donc d’évaluer I'effet du Tofa sur le microenvironnement
osseux, via le couple Ob-Ad med et 'engagement précoce des CSMs humaines
(hCSMs).

Dans un deuxieme objectif, nous avons également évalué I'effet du Tofa sur
'adiposité médullaire, la DMO et la composition corporelle dans une étude pilote
prospective TOfacitinib FAT (TOFAT) chez des patients ayant une PR.

Dans un troisiéme objectif, nous nous sommes intéressés a la comparaison de
la composition corporelle et de I'adiposité médullaire entre des patients ayant une PR
et des témoins en présentant les résultats préliminaires de I'étude cas-témoins

Rheumatoid Arthritis FAT (RAFAT).
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Méthodes

. Expériences de culture cellulaire

a. Culture cellulaire et traitements

Les hCSMs utilisées pour les expériences sont commercialisées par la société
RoosterBio (Frederick, MD, USA). Ce modeéle cellulaire a été choisi, car plus
physiologique que les lignées établies. Les cellules de 3 donneurs ont été utilisées
dans cette étude (une femme agée de 20 ans et deux hommes agés de 22 et 25
ans). Les cellules ont été purifiees par la société Roosterbio (positives pour les
marqueurs de surface CD73, CD90 et CD105 a plus de 90 % et négatives pour les
marqueurs de surface CD14, CD34 et C45) et leurs capacités de difféerenciation
ostéogénique et adipogénique ont été verifiees par la société et validées au

laboratoire avant de débuter notre étude (Annexe V).

Les difféerentes expériences ont débuté lorsque les hCSMs ont atteint 90 % de

confluence (JO). Pour induire I'ostéogenése, les hCSMs ont été cultivées a JO dans

du milieu DMEM (Pan Biotech, Aidenbach, Allemagne) supplémenté de SVF 10 %
(Pan biotech, Aidenbach, Allemagne) et d’inducteurs ostéogéniques (50 uM d’acide
ascorbique, 10 mM de B-glycérophosphate et 10 M de vitamine D3 [Sigma-

Aldrich]). Pour induire I'adipogenése, les hCSMs ont été cultivées a JO dans du

milieu DMEM (Pan Biotech, Aidenbach, Allemagne) supplémenté de SVF 10 % (Pan
biotech, Aidenbach, Allemagne) et d’inducteurs adipogéniques (0,5 uM de
dexaméthasone, 0,5 mM d’isobutyl-1methylxanthine et 50 pM d'indométacine

[Sigma-Aldrich]).

58



Afin de déterminer I'effet du Tofa sur 'engagement précoce, les hCSMs ont
été différenciées en Ob ou en Ad med dans des milieux appropriés pendant 3 jours
avec du TNFa et du Tofa. L’effet du Tofa sur des Ad med pleinement différenciés a
été évalué selon un protocole similaire pendant 6 jours aprés 14 jours de
différenciation (Figure 8). 1 ng/mL de TNFa (Gibco, Carlsbad, CA, USA) a été ajouté
aux cultures afin de se placer dans les conditions inflammatoires, observées dans la
PR. Le TNFa humain recombinant a été acheté auprés de Gibco (Carlsbad, CA,

USA), dissous dans de 'eau stérile et stocké a -20 °C.

Le Tofa a été gracieusement fourni par Pfizer (New York, NY, USA), dissous
dans de I'eau stérile et conservé a -20 °C aprés sonication. Trois concentrations de
Tofa ont été utilisées : 200, 400 et 800 nM. A la suite des recommandations de
Pfizer, le Tofa a 400 nM a été considéré comme équivalent a la dose thérapeutique

de Tofa utilisée dans la PR (5 mg deux fois par jour).
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Figure 8 Schéma général des expériences de I’étude in vitro

Les hCSMis sont placées en milieux de différenciation ostéoblastique et adipocytaires plus ou moins en présence de tofacitinib et de TNFa. Le TNFa est ajouté
pour mimer les conditions inflammatoires de la polyarthrite rhumatoide. Ad med: Adipocytes médullaires. hCSMs : Cellules stromales humaines issues de la

moelle osseuse. Ob : Ostéoblastes. TNF : Tumour Necrosis Factor.
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b. Tests de la viabilité cellulaire

Le kit de dosage colorimétrique de prolifération cellulaire WST-1 a été utilisé
pour mesurer la viabilité cellulaire. Le sel de tétrazolium stable WST-1 est clivé en un
formazan soluble par un mécanisme cellulaire complexe qui se produit
principalement a la surface des cellules. Cette bioréduction dépend largement de
lactivité¢ des déshydrogénases mitochondriales dans les cellules viables. Par
conséquent, la quantité de colorant formazan formée est directement corrélée au
nombre de cellules métaboliquement actives dans la culture.

Pour cela, les Ob et les Ad med ont été incubés avec du Tofa et du TNF-a
dans des plagues a 96 puits et traités avec 10 yl de WST-1 (réactif de prolifération
cellulaire WST-1 ; Roche, Mannheim, Allemagne). Le mélange a ensuite été incubé
pendant 4 heures a 37 °C, aprés quoi I'absorbance a été mesurée a 450 nm. La

longueur d’onde de référence a été mesurée a 690 nm.

c. Mesure de ladensité des Ad med, de la surface des Ad med et de
leurs gouttelettes lipidiques

Apres 20 jours de mise en culture, les Ad med différenciées ont été fixées
dans du paraformaldéhyde a 2 % pendant 15 min, lavées a I'eau, incubées avec de
isopropanol a 60 % pendant 5 min et colorées avec une solution Oil Red O, utilisée
pour visualiser les triglycérides et les lipides, nouvellement filtrée pendant 10 min a
température ambiante. Aprés la coloration, les cellules ont été rincées a I’eau avant
d’étre contre-colorées avec une solution d’hématoxyline, Gill no.3 (Sigma Aldrich, St
Louis, MO, USA), utilisée pour visualiser les noyaux cellulaires, pendant 5 min a

température ambiante.
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Puis, la densité des Ad med a été évaluée en comptant le nombre de Ad med
par rapport au nombre de cellules totales dans 12 images (6 par donneur) pour
chaque condition. La surface des gouttelettes des Ad med a été évaluée a partir de
60 Ad med (30 par donneur), et la surface des Ad med a été évaluée a partir de 100

Ad med (50 par donneur) en utilisant le logiciel ImageJ (version 1.45).

d. Mesure de I'expression d’ARNm

i. Isolement des ARN

Les ARNm ont été extraits des Ob et des Ad med a l'aide du kit RNeasy®
Micro comprenant une étape de digestion par la DNase | (Qiagen, Hilden,
Allemagne), conformément aux instructions du fabricant, et quantifié par Nanodrop a
une longueur d’onde de 260 nm. Les rapports d’absorbance 260/280 et 260/230 ont

eté mesurés pour vérifier la qualité des échantillons.

ii. Analyse de ’expression des ARNm

Apres dosage, une étape de transcription inverse a été réalisée sur une
quantité d’ARN allant de 0,6 & 1 ug a l'aide du kit de synthése d’ADNc Maxima First-
Strand (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) afin d’obtenir I’ADN
complémentaire (ADNc). Ensuite, ’ADNc a été soumis a une PCR quantitative en
temps réel sur le systeme StepOnePlus® (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) en utilisant le master mix SYBERgreen (POWER SYBR® Green PCR Master
Mix, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA) et des amorces spécifiques
concues a l'aide du logiciel Oligo 6 (MedProbe) ou le mixte Tagman (Tagman
Universal Master Mix Il, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) et des sondes

spécifiques (Tableau 4).
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Les niveaux d’expression relative des génes ont été normalisés par rapport
aux  transcrits YWHAZ (protéine d’activation de la  tyrosine 3-
monooxygénase/tryptophane 5-monooxygénase) et PPIA (peptidylprolyl isomérase
A) pour les Ob et, RNAPol2 (ARN polymérase IlI) et YWHAZ pour les Ad med et

déterminés par la méthode 2 -AACt.

e. Dosage et quantification des protéines par Western Blot

Les Ad med ont été lavés par du PBS glacé (Pan Biotech, Aidenbach,
Allemagne) et lysés dans un tampon de lyse [HEPES, MgCI2, Glycérol, KCI, EDTA,
DTT] complété par un cocktail d’inhibiteurs de protéase a usage unique Halt (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA USA) et de I'orthovanadate de sodium. Apres la lyse
des cellules, les débris cellulaires ont été éliminés par centrifugation. Pour ajuster la
concentration en protéines, les extraits ont été quantifiés a l'aide du DC Protein
Assay Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) conformément aux instructions du fabricant
et dénaturés dans un échantillon 4X Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).

Les extraits de protéines ont été séparés sur des gels de SDS-polyacrylamide
a 8 % (20 pg par puits) et transférés sur des membranes de nitrocellulose de 0,2 um
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a l'aide d’un systeme Trans-Blot Turbo (transfert semi-
sec) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Les membranes ont été bloquées dans de
albumine de sérum bovin a 5 % (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) pour les
protéines phosphorylées ou dans du lait écrémé a 5 % pour les autres protéines
dans une solution saline Tris-buffered avec 0,05 % de Tween 20 (Acros Organics,

Morris Plains, NJ, USA) pendant 1 heure.
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Tableau 4 Séquences d’amorces et conditions de la PCR

_ _ Th | Produit
ADNCc GenBank Amorces directes et inverses .
(°C) | (pb)
NM_0009 F : 5- CCAAGCAGGACGTAATAGAGG
RNAPoI2 -3 55 | 193
37 R: 5- GCGGTCTAGCAACTCGTTCT -
3’
NM_1456 | F: 5- GGTCATCTTGGAGGGTCGTC -
Ywhaz 3’ 55 245
90 | R 5- GTCATCACCAGCGGCAAC -3
NM_0211 | F: 5- ACCGTGTTCTTCGACATTGC -3
PPIA 30 R: 5- CAGGACCCGTATGCTTTAGGA | 95 274
_3’
NM_ 0158 F : 5 CAAACCCCTATTCCATGCTGTT
PPARy? -3 53 | 135
69 R: 5- AATGGCATCTCTGTGTCAACC -
3’
NM_0043 F : 5 - ACTGGGACCCTCAGCCTTG -
C/EBPa 3 55 75
64 R: 5 - TGGACTGATCGTGCTTCGTG -
3!
F: 5- CAATGAGGAGACTTGCCTGG -
NM_0006 | 3’
IL-6 00 R: 5- GCACAGCTCTGGCTTGTTCC -| 93 113
3!
NM_0026 | F: 5- GAGACACTGCGGAATTTGC -3’
PLIN 1 66 R: 5- ATCGAGAGAGGGTGTTGGTC - | 98,2 | 222
3!
AF00145 | F: 5- GCTGTTATGAAAAACCAAGT -
Runx2 3’ 60 108
0 R: 5- GGGAGGATTTGTGAAGAC -3’
NM_1991 F: 5- ATGAGAGCCCTCACACTCCTC -
ocC 3 55 | 293
73 R: 5'- GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC
_3’
B8C00622 | T 5~ CCAGAGAAAGAAGTGACCGA -
DIx5 3 55 | 190
6 R: 5- CCTGTGTTTGTGTCAATCCC -
35

Les séquences d’amorces, les températures d’hybridation (Th), les longueurs des produits PCR
correspondants et les numéros d’accession GenBank sont indiqués. C/EBPa : CCAAT/enhancer-binding
protein alpha. DIx5 : Distal less homeobox 5. F: Forward. IL-6: Interleukine 6. OC : Ostéocalcine.
PLIN1: Périlipine 1. PPARy2 : Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 2. PPIA :
peptidylpropyl isomerase. R: Reverse. RNAPol2: ARN polymérase Il. Runx2 : Runt-related transcription
factor 2 ; Ywhaz : Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein.
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Les membranes ont été sondées avec des anticorps contre les cibles
suivantes pendant la nuit : anti-phospho-STAT3 (Tyr705 ; Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA), anti-STAT 3 (D3Z2G ; Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA), anti-Actin (A2066, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) et anti-Perilipin (D1D8 ;
Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). L'immunoglobuline G conjuguée a la
peroxydase de raifort (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) a été utilisée
comme anticorps secondaire.

Les membranes ont été développées en utilisant le substrat du réactif de
détection Amersham ECL Prime Western Blotting (GE Healthcare, Chicago, IL, USA)
dans un imageur a chimioluminescence (Amersham Imager 600, GE Healthcare,
Chicago, IL, USA). L’'intensité des bandes a été mesurée en utilisant ImageQuant TL
(GE Healthcare, Chicago, IL, USA). L’actine a été utilisee comme contrble interne

pour la normalisation.

f. Analyses statistiques

Les variables catégorielles sont exprimées sous forme de nombres
(pourcentage) et les variables continues sont exprimées sous forme de moyennes
(écart type, ET ou erreur type de la moyenne, ETM). La normalité des résidus du
modéele a été évaluée graphiquement et a I'aide du test du K2 de D’Agostino

Toutes les expériences ont été répétées au moins trois fois. Le test de
Wilcoxon-Mann Whitney et le test t de Student ont été utilisés en fonction de la
distribution des données. Tous les tests statistiques seront bilatéraux avec un risque
de premiére espéce de 5 %. Les données ont été analysées a l'aide du progiciel

GraphPad Prism, version 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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ll.  Recherche clinique
a. Schéma des études et patients

L’étude TOFAT est une étude clinique pilote et prospective de 12 mois
(NCT04175886) évaluant l'effet du Tofa sur l'adiposité médullaire, la DMO et la
composition corporelle chez des patients atteints de PR.

Les principaux criteres d’inclusion sont : (i) les patients remplissant les criteres
de classification ACR/EULAR 2010 de la PR[253], (i) age = 18 ans et (iii) une
indication a initier le Tofa.

Les principaux critéres de non inclusion sont : corticothérapie > 10 mg/jour ;
patients ayant été traités par plus de 3 anti-TNFa ; patients ayant été traités par plus
de 3 biothérapies (non anti-TNFa compris) ; patients ayant déja éteé traités par JAKi ;
patients suivant ou envisageant de suivre un régime restrictif pendant la période
d’étude ; patients entreprenant ou prévoyant d’entreprendre un programme
d’exercice physique intense ; antécédents de traitement a action osseuse tels que
les bisphosphonates ; poids > 160 kg et toute contre-indication a 'lRM. Chez les
patients qui recevaient des biothérapies, une période d’élimination de 5demi-vies
était requise entre l'interruption des biothérapies et I'inclusion dans I'étude.

L’étude TOFAT devait inclure 38 patients, mais a été interrompue
prématurément en raison des résultats de I'étude ORAL Surveillance [63]. Seuls 10
patients ont été inclus et un participant a interrompu son traitement par Tofa avant 6
mois. Une évaluation a 6 mois a été possible pour 9 patients et une a 12 mois pour 2

patients.
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L’étude cas-témoins RAFAT a ainsi succéde a I'étude TOFAT. Elle vise a
comparer les patients atteints de PR a des témoins appariés pour le sexe, I'age,
'IMC et le statut ménopausique. Les criteres d’inclusion et de non inclusion étaient
identiques a ceux de TOFAT a I'exception d’'un point. Si les patients étaient traités
par une biothérapie, celle-ci n’était pas interrompue avant l'inclusion dans I'étude
RAFAT.

b. Aspects éthiques et réglementaires

Le protocole des études TOFAT et RAFAT a été approuvé par un comité de
protection des personnes (respectivement 2019-001159-37, 2021-A03187-34), et les
procédures des études étaient conformes aux normes éthiques des comités
d’éthique de [I'expérimentation humaine institutionnels et nationaux concernés
(référence CPP 40/19 et 2021/0845). Tous les patients ont fourni un consentement
eclairé écrit. Les études TOFAT et RAFAT ont été financées par une bourse de
recherche de Pfizer. Le laboratoire Pfizer n’est pas intervenu dans la conception des
études, la collecte des données, les analyses, l'article publié et la rédaction de ce
manuscrit.

c. Evaluation clinique

Les caractéristiques démographiques et clinigues ont été relevées,
notamment le score d’activité DAS28-CRP, I'utilisation actuelle de csDMARDSs, d’'une
biothérapie (pour I'étude RAFAT) et d'une corticothérapie, ainsi que l'activité
physique a l'aide de I'International Physical Activity Questionnaire-Short Form (IPAQ-
SF), la force musculaire par le test de préhension, la sarcopénie par le score de
dépistage SARC-F et les performances musculaires par le SPPB et le test du « Get
up and Go ». L'utilisation antérieure de DMARDs a également été enregistrée dans
ces 2 études. Le statut sarcopénique a été défini selon les criteres de TEWGSOP2

datant de 2019 [227].
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d. Mesures de la DMO et de la composition corporelle par DXA

La DMO des patients atteints de PR et des témoins a été mesurée au niveau
du rachis lombaire (L1-L4) et a la hanche non dominante avec le méme appareil
(HOLOGIC Horizon W S/N 300869M) pour les études TOFAT et RAFAT.

Tous les patients atteints de PR ont eu une mesure de la composition
corporelle sur la méme machine (HOLOGIC Horizon W S/N 300869M). Les masses
graisseuse, maigre et osseuse pour le corps total et par région (bras, jambes et
tronc) ont été mesurées et analysées a l'aide du logiciel validé par le fabricant
(version 13.6.0.5). Le pourcentage de graisse corporelle (PBF, %) a été calculé tout

comme la masse maigre appendiculaire (ALM, en kg) et la VAT (cm?).

e. Mesures des parametres biologiques

Des échantillons de sang a jeun (au moins 8 heures) ont été obtenus avec
dosage du bilan lipidique. Les CTX sériques ont été mesurés par dosage par
chimioluminescence a l'aide de I'analyseur automatisé multidisciplinaire IDS- iISYS
(Immunodiagnostic Systems, Inc., Fountain Hills, AZ). Les concentrations
plasmatiques de leptine ont été mesurées par ELISA en utilisant le kit EO7 fourni par

Mediagnost (Reutlinger, Allemagne).
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f. Mesures de I'adiposité médullaire par IRM

i. Acquisition des images

Tous les sujets des études TOFAT et RAFAT ont bénéficié d’'une IRM 3 Tesla
(Ingenia ; Philips Healthcare, Best, Pays-Bas) en utilisant 'antenne body intégrée (12
canaux) et une antenne torso antérieure (16 canaux), sous la supervision d’un
radiologue ostéoarticulaire. Un protocole d’'imagerie conventionnel a été réalisé dans
un premier temps, comprenant des acquisitions Dixon-2point TSE (turbo-spin écho)
pondérées en T1 et T2 et obtenues dans le plan sagittal, suivies d’'une acquisition
optionnelle pondérée en T2 TSE dans le plan axial en fonction des renseignements
cliniques et des constations initiales.

Immédiatement apres cette exploration morphologique, la quantification de
'adiposité médullaire ou fraction graisseuse (Proton Density Fat Fraction, PDFF) a
ete réalisée a l'aide d’'une séquence d’écho de gradient tridimensionnelle a six échos
(mDixon-Quant ; Philips Healthcare, Best, Pays-Bas), permettant une séparation
eau-graisse basée sur le codage du déplacement chimique au niveau du rachis
lombaire (acquisition primaire dans le plan sagittal). Les parametres dimagerie
étaient les suivants: temps de répétition (TR)/temps d’écho (TE) ATE:
11/1,43/1,1 ms ; champ de vision (FOV): 220 x220 mm ; taille du voxel : 1,8 x
1,8 mm ; épaisseur de la tranche: 3 mm ; nombre d’excitations: 1 ; pas
d’accélération SENSE ; direction de repli: cranio-caudale ; largeur de bande:
1563 Hz et durée du balayage : 1 min 41 s. Dans les deux cas, un faible angle de

bascule de 3° a été utilisé pour minimiser le biais T1 [254].
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ii. Quantification de I’adiposité médullaire

Un radiologue ostéoarticulaire a revu tous les examens sur une station de
travail dédiée (IntelliSpace Porta ; Phillips Healthcare, Best, Pays-Bas). Une
évaluation morphologique systématique a d’abord été effectuée, a la recherche de
vertebres de transition lombosacrées, de changements dégénératifs et de Iésions de
remplacement de la moelle osseuse. Sur la base des 3 coupes sagittales les plus
importantes acquises a l'aide de la séquence mDixon-Quant, des régions d’intérét
polygonales (ROI polygonales) ont été dessinées dans le corps vertébral de L1 a L4,
en évitant I'os sous-chondral, les lésions de remplacement, les changements
dégénératifs seéveres et la veine basivertébrale (Figure 9). Pour chaque sujet, une
PDFF moyenne a été calculée comme une moyenne de toutes les valeurs mesurées

dans la colonne lombaire, de L1 a L4.

70



Figure 9 Contourage de la fraction graisseuse aux vertéebres lombaires

en IRM
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g. Analyses statistiques

Les variables qualitatives sont décrites par les effectifs et les pourcentages. Les
variables quantitatives sont décrites par la moyenne et I'écart type en cas de
distribution gaussienne, ou par la médiane et linterquartile (c.-a-d. 25e et 75e
percentiles) dans le cas contraire. La normalité des distributions a été testée par un

test du K2 de D’Agostino et vérifiée graphiqguement par des histogrammes.

Pour I'étude TOFAT, les changements des variables ont été examinés au cours
du traitement en comparant les valeurs de base et les valeurs a 6 mois a l'aide d’'un
test t apparié. En cas d’écart a la normalité, les comparaisons entre les cas et les

témoins appariées ont été réalisées par un test des rangs signées de Wilcoxon.

Pour I'étude RAFAT, la comparaison des variables entre les patients avec une PR
et les sujets témoins appariés a éteé réalisée a I'aide d’'un test de Student apparié. La
difference moyenne (cas versus témoins) a été calculée comme taille d’effet avec
son intervalle de confiance bilatéral & 95 %. En cas d’écart a la normalité, les
comparaisons entre les cas et les témoins appariées ont été réalisées par un test de

Wilcoxon-Mann-Whitney.

Tous les tests statistiques sont bilatéraux avec un risque de premiere espece de

5%. Les données ont été analysées a l'aide du progiciel GraphPad Prism,

version 5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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Résultats et Discussion
|. Evaluation de I’effet du tofacitinib sur les tissus osseux et
adipeux dans la PR
a. Résultats

i. Effet du Tofa sur la viabilité cellulaire des ostéoblastes et
des adipocytes médullaires

Dans le cadre de cette étude exploratoire, nous avons, tout d’abord, évalué si
la viabilité cellulaire des Ob et des Ad med a 3 jours de différenciation était affectée
par la concentration de Tofa utilisée dans cette étude (200, 400 et 800 nM). Chez les
Ad med, aucune différence de viabilité cellulaire en conditions non inflammatoires et
inflammatoires n'a été observée, quelle que soit la concentration de Tofa testee.
Chez les Ob en conditions non inflammatoires, le Tofa n’a pas non plus entrainé de
modifications de la viabilité cellulaire par rapport a I'Ob contréle (Ctrl). Par contre, en
condition inflammatoire, le TNFa seul, a entrainé une diminution de la viabilité
cellulaire des Ob par rapport a I’'Ob Ctrl. Cette diminution de la viabilité cellulaire n’est
plus observée aprés l'addition du Tofa dans le milieu de culture, suggérant une
action positive du Tofa sur la viabilité des ostéoblastes en conditions inflammatoires

(Figurel0).

73



95

97
94 96 -e- Ad med 94 93
g 94 90 98 2 | o4
g 50 g 504 %
S S
0 T T T T 0 T T T T T
& o RN N & «‘\Qo’ S
< @ @ LT Y i
<9 <0 <0 ¥ A P
& & &
2\ A\ N\

Figure 10 : Effet du tofacitinib et du TNFa sur la viabilité cellulaire des hCSMs.

Les hCSMs ont été mis en milieu de différenciation adipocytaire et ostéoblastique avec du Tofa (200,
400, 800 nM) et du TNFa (1ng/mL). La viabilité cellulaire a été évaluée par la méthode WST-1 et le
pourcentage de viabilité est indiqué au-dessus et en dessous des points qui représentent les
moyennes avec les écarts-types a partir de 4 expériences. Ad med : Adipocytes médullaires. Ctrl :
contréle. hCSMis : Cellules stromales humaines issues de la moelle osseuse. Ob : ostéoblastes. *p<0,05
par rapport au groupe contréble (test de Wilcoxon-Mann-Whitney).
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ii. Effet du Tofa sur les différenciations ostéoblastique et
adipocytaire en condition non inflammatoire

Pour déterminer l'effet du Tofa sur I'engagement cellulaire, I'analyse de
'expression génique de marqueurs spécifiques des différenciations adipocytaire et
ostéoblastique a été réalisée. Les résultats de I'analyse de RT-PCR en temps réel
sont présentés en expression relative du niveau d’ARNm dans le groupe traité par
Tofa par rapport au contrdle (groupe non traité).

En condition non inflammatoire, le Tofa diminue significativement le niveau
d’expression de Runx2 a des concentrations de 400 et 800 nM et DIX5 a toutes les
concentrations de Tofa utlisées (deux facteurs de transcription clés de la
différenciation ostéoblastique) par rapport aux Ob Ctrl (p<0,05) (Figure 11A). En
revanche, aucun effet du Tofa n’a été observé sur les niveaux d’expression génique
de l'ostéocalcine (Figure 11A).

Au contraire, les Ad med traités par Tofa présentent une augmentation de
I'expression génique de PPARY2, C/EBPa (deux facteurs de transcriptions clés de la
différenciation adipocytaire) et de PLIN1 (Périlipine 1, un marqueur spécifiqgue des
gouttelettes lipidiques), par rapport aux Ad med contrbles. Cette augmentation a été
observée des 200nM de Tofa pour chague marqueur analysé (Figure 11B). Cette
augmentation de I'expression de PLIN1 a été confirmée au niveau protéique chez
des Ad med a 9 jours de différenciation adipocytaire, quelle que soit la concentration
de Tofa utilisée.

En condition non inflammatoire, le Tofa a un effet limité sur la différentiation

ostéoblastique et un effet stimulant sur la différenciation adipocytaire.
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Figure 11 : Effets du Tofa sur la différenciation adipocytaire et ostéoblastique
en condition non inflammatoire.

Les Ob et les Ad med ont été différenciés a partir d’hCSMs traités par Tofa (200, 400, 800nM) pendant
3 jours. Ctrl : Ob et Ad med non traités. (A, B) Analyse en RT-PCR quantitative de I’expression de génes
spécifiques des Ob (A) et des Ad med (B) a 3 jours de différenciation. Les données sont présentées par
moyenne et erreur standard de la moyenne. La significativité statistique a été calculée a I'aide du test
de Wilcoxon-Mann-Whitney (*p<0,05). (C) Analyse protéique de Périlipine par western blot d’hCSMs a
9 jours différenciation adipocytaire traités par le Tofa a 200, 400 et 800 nM. L’actine correspond au
témoin de charge. La quantification protéique a été calculée par le rapport Périlipine/Actine. Ad med :
Adipocytes médullaires. Ctrl: contréle. hCSMs : Cellules stromales humaines issues de la moelle
osseuse. Ob : ostéoblastes. OC : ostéocalcine. PLIN : Périlipine.
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iii. Effet du Tofa sur les différenciations ostéoblastique et
adipocytaire en condition inflammatoire

Comme attendu, l'ajout du TNFa stimule I'expression de cytokines pro-
inflammatoires chez les Ad med et les Ob. L’expression génique d’IL-6 est augmenté
de plus de 300 fois chez les Ad med traités par TNFa et de 9 fois chez les Ob traités
par TNFa, comparés aux Ctrl (non traités par TNFa) (Figure 12A).

Le TNFa a également un effet sur la différenciation ostéoblastique et
adipocytaire, avec une diminution significative de Runx2 (40 %), DIxX5 (62 %),
I'ostéocalcine (62 %) (Figure 12B) et de PPARYy2 (83,5 %), C/EBPa (80 %) et PLIN1
(97 %) (Figure 12C). L’ajout du Tofa au TNFa dans le milieu de culture n’a pas
modifié le profil d’expression des Ob comparés aux Ob traités seulement par TNFa
(Figure 12B). Au contraire, I'analyse de I'expression génique de PPARY2 a montré
que I'ajout du Tofa limitait I'effet négatif du TNFa sur la différenciation adipocytaire
(Figure 12C). En effet, des niveaux d’expression de PPARy2 de 4, 2,5 et 1,3 fois ont
été mesurés chez les adipocytes traités respectivement par le Tofa a 200, 400 et

800 nM, par rapport aux adipocytes traités seulement par le TNFa.
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Figure 12 : Effet du Tofa sur la différenciation ostéoblastique et adipocytaire en

condition inflammatoire.

Les Ob et les Ad med ont été différenciés a partir d’hCSMs traitées par Tofa (200, 400, 800nM) et
TNFa (1 ng/mL) pendant 3 jours. Ctrl : Ob et Ad med non traités (A-C) Analyse en RT-PCR quantitative
d’IL-6 (A), et de génes spécifiques des Ob (B) et des Ad med (C) a trois jours. Les données sont
présentées par moyenne et erreur standard de la moyenne. La significativité statistique a été calculée
a l'aide du test de Wilcoxon-Mann-Whitney (*p<0,05). Ad med : Adipocytes médullaires. Ctrl :
contréle. hCSMS : Cellules stromales humaines issues de la moelle osseuse. Ob : ostéoblastes.
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iv. Effet du Tofa sur les adipocytes médullaires matures en
condition inflammatoire

Compte tenu des résultats précédents, nous avons choisi d’évaluer I'action du
Tofa chez des Ad med apres 14 jours de différenciation (adipocytes matures) suivis
de 6 jours de traitement par TNFa et du Tofa. Auparavant, I'effet du TNFa et du Tofa
sur la viabilité cellulaire a été étudié et aucune différence n’a été observée par
rapport a des Ad med traités seulement par TNFa (Figure 13A).

Afin d’évaluer l'effet du Tofa, les images de microscopie optique d’Ad med
traités par TNFa et du Tofa a 200, 400, 800nM ont été analysées et la densité des
Ad med a été déterminée (nombre d’Ad med/nombre de cellules totales). Tout
d’abord, nous avons observé une modification du phénotype avec une diminution de
la densité adipocytaire en réponse au traitement par TNFa. En effet, le TNFa
induisait une conversion phénotypique des Ad med vers un phénotype de type
fibroblastique avec une diminution drastique de la surface adipocytaire (p<0,001) et
de la surface des gouttelettes comparés aux Ad med Ctrl (Figure 13B). L’addition du
Tofa au milieu de culture a limité la conversion phénotypique et a maintenu une
densité adipocytaire proche de celle des Ctrl (Ad med non traités) avec un effet dose-
dépendant (Figure 13C). La surface des Ad med a été également mesurée et une
diminution a été observée a 200 nM (p<0,01), mais pas a 400 ou a 800nM de Tofa

(Figure 13D).
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Figure 13 : Effet du Tofa sur des Ad med matures en condition inflammatoire

Les Ad med ont été différenciés a partir d’hCSMs pendant 14 jours puis ont été traités par TNFa avec plus ou moins du Tofa pendant 6 jours. (A) La viabilité cellulaire
a été évaluée par la méthode WST-1 et le pourcentage de viabilité est indiqué au-dessus et en dessous des points qui représentent les moyennes avec les écarts-types
a partir de 4 expériences. (B) Images représentatives de I'effet du TNFa sur I'adipogénése, visualisé par la présence d’Oil Red O dans les vacuoles lipidiques (rouge).
Quantification de la surface adipocytaire et de celle des gouttelettes (um?) aprés traitement par TNFa. (C) Quantification du nombre d’Ad med (nombre d’Ad
med/nombre de cellules totales) et (D) de la surface adipocytaire apreés traitement par TNFa et Tofa. (B-D) La significativité statistique a été calculée par un test de
Wilcoxon-Mann-Whitney pour les variables non paramétriques et un test de Student pour les variables paramétriques (**p<0,01; **** p<0,0001). Ad med :
Adipocytes médullaires. Ctrl : contréle. hCSMs : Cellules stromales humaines issues de la moelle osseuse. Ob : ostéoblastes.
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v. Effet du Tofa sur la phosphorylation de STAT3 chez les
adipocytes médullaires

Bien que le Tofa soit un inhibiteur préférentiel de JAK1 et JAK3 et inhibe la
phosphorylation de STAT1 et STAT3, nous nous sommes intéressés specifiquement
au profil de phosphorylation de STAT3 (pSTAT3) apres trois jours de différenciation
des hCSMs. En effet, la voie de signalisation JAK3/STAT3 est activée lors de la
différenciation adipocytaire et est associée a une activation du profil d’expression de
pSTAT3 (Figure 14A). Le niveau d’expression de JAK1/STAT1 est lui stable pendant
la différenciation et est similaire a celui retrouvé chez les hCSMs (Annexe VI). En
revanche, I'étude par western-blot du niveau d’expression protéique de pSTATS,
apres traitement des Ad med matures par le Tofa, a montré une forte diminution de
son expression chez les Ad med comparés aux Ctrl (cellules non traitées), suggérant
un role potentiel de STAT3 dans I'expansion du tissu adipeux médullaire (Figure

14B).
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Figure 14 : Analyse du profil de pSTAT3 chez les Ad med

Analyse en RT-PCR quantitative de JAK3 et STAT3 (A) pendant la différenciation adipocytaire par
rapport au jour O (confluence des hCSMs). L’activité de STAT3 (pSTAT3) durant la différenciation
adipocytaire a été analysée par western blot. Les Ad med ont été différenciés pendant 48 heures dans
un milieu de différenciation adipogénique et comparés a des hCSMs. (B) L’analyse des western blot a
été utilisée pour déterminer I'expression relative pSTAT3/STAT3 chez les Ad med apres 48 heures de
différenciation et traitement pendant 3 jours par Tofa (200, 400, 800 nM). L’actine a servi de témoin
de charge. Les données sont représentatives de 3 expériences indépendantes. Ad med= Adipocytes
médullaires. Ctrl : contréle. hCSMs : cellules stromales humaines Ob : ostéoblastes.

82



b. Discussion

Plusieurs études ont rapporté un risque accru de perte osseuse et de fractures
chez les patients atteints de PR[255]. Le Tofa pourrait avoir des effets bénéfiques sur
le tissu osseux, qui pourraient étre dus a des effets directs sur le
microenvironnement osseux et ne pas reposer exclusivement sur sa fonction anti-
inflammatoire. Dans l'ostéoporose, de nombreuses études in vitro et cliniques ont
démontré que la perte osseuse était liée a une augmentation de I'adiposité
médullaire qui pourrait s’expliquer par une différenciation privilégiée des hCSMs vers
la voie adipocytaire au détriment de la voie ostéoblastique [256—261]. Dans notre
étude, nous nous sommes intéressés a la capacité du Tofa a favoriser 'engagement
des hCSMs vers I'une ou l'autre des voies de différentiation afin de déterminer un
effet positif ou non du Tofa sur le tissu osseux.

Tout d’abord, le manque de données sur ce sujet nous a conduits a explorer
l'influence du Tofa dans des conditions non inflammatoires. Les résultats aux niveaux
cellulaire et moléculaire ont révélé que le Tofa favorise la différenciation adipocytaire,
méme a de faibles concentrations, mais inhibe la différenciation ostéoblastique apres
3 jours de traitement. Le Tofa a un début d’action rapide, puisque I'effet du Tofa sur
les Ad med et la différenciation des Ob a été observé des 3 jours de traitement.

De facon concomitante a notre travail, un effet stimulant du Tofa sur les Ad
med différenciés a également été rapporté sur des cellules primaires de moelle
osseuse humaine isolées de patients subissant une chirurgie orthopédique [262].
Dans cette étude, Russell et al. ont rapporté une augmentation du nombre d’Ad med

issus des hCSMs a 14 ou 21 jours de différenciation traités par Tofa [262].
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Au vu de ces résultats, révéelant un effet positif du Tofa sur 'engagement des
hCSM vers la voie adipocytaire, nous avons recherché I'origine de I'expansion du
tissu adipeux traité par Tofa. Cette question, également soulevée par Russell et al., a
trouvé une réponse dans les expériences menées dans notre étude. Pour cela, nous
nous sommes intéressés a la surface des Ad med et aux nombres d’Ad med puisque
I'expansion du tissu adipeux résulte soit d’'une augmentation de la taille des Ad med
différenciés (hypertrophie adipocytaire) et/ou soit d’'une augmentation de la formation
de nouveaux Ad med (hyperplasie adipocytaire). Ainsi, les mesures de la surface des
Ad med n’ont pas montré d’augmentation de la surface des cellules sous Tofa, mais
en revanche le nombre d’Ad med a été augmenté pour les plus fortes concentrations
de Tofa (400 et 800 nM). Ces nouveaux résultats confirment que le Tofa participe a
'expansion du tissu adipeux en recrutant davantage de préadipocytes et en activant
leur différenciation. Par conséquent, nous pouvons eégalement conclure que
'augmentation de I'expression de la protéine PLIN observée par western blot est
donc liée a I'apparition de nouveaux Ad med plutét qu’a 'augmentation du nombre

de gouttelettes lipidiques dans les Ad med déja formés.

Cet effet du Tofa sur les Ad med pourrait étre médié par l'inactivation de
STATS3, une des principales cibles du Tofa. Cependant, il a ét¢é démontré dans
différentes études que STAT3 était plutdt un facteur pro-adipogénique [263,264].
Toutefois, son inactivation a un stade trés précoce de la différenciation adipocytaire
pourrait retarder I'arrét de la prolifération cellulaire et donc augmenter le nombre de

préadipocytes.
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Dans un autre modéle in vitro, un traitement de cellules par le Tofa a
également entrainé une action hors cible, ce qui sous-entend une grande complexité
dans sa signalisation [265,266]. Par conséquent, des études supplémentaires sont
donc nécessaires pour comprendre le mécanisme qui induit une augmentation de
I'adipogenése sous Tofa.

Deuxiemement, pour se rapprocher le plus possible des conditions
inflammatoires de la pathologie, nous avons ajouté au milieu de culture du TNFa. De
nombreuses études se sont intéressées a l'effet du TNFa sur le phénotype
ostéoblastique et ont montré I'effet délétére de cette molécule sur la différenciation,
caractérisé par une diminution drastique des facteurs de I’Ob tels que Runx2 ou DIx5
[267]. Cependant, méme lorsque les niveaux d’expression génique de Runx2/DIx5
étaient abaissés par I'effet du TNFa, le Tofa n’était pas en mesure de limiter I'action
du TNFa et de stimuler Runx2 ou DIx5 comme dans les conditions non
inflammatoires. Ces résultats confirment ceux tres recemment publiés et s’opposent
a l'effet anabolique osseux décrit antérieurement dans la littérature [214,268]. En
effet, Russell et al. ont observé que le Tofa n’affectait pas la différenciation
ostéoblastique a 14 jours, évaluée par lactivité ALP et l'accumulation de
calcium[262]. De méme, les expériences de Gaber et al. n‘ont pas révélé de
changements dans I'expression génique des marqueurs ostéoblastiques dans les
hCSMs traitées par Tofa aprés 7 jours de différenciation ostéoblastique, cultivées
dans des conditions standard. Une augmentation de I'expression de Runx2 a été
observée uniqguement dans des conditions hypoxiques [268]. Les auteurs précisent
que I'hypoxie favorise I'ostéogenése dans leur modele via I'expression du Hypoxia-

inducible factor (HIF-1)[269].
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Cependant, le Tofa semble atténuer 'effet délétere du TNFa sur la viabilité
cellulaire des hCSMs placées en milieu ostéogénique. Dans une étude récente et
dans un contexte différent, I'effet protecteur du Tofa sur la viabilité cellulaire a
également été rapporté [270]. Les auteurs ont utilisé un modéle de cellules
épithéliales de lintestin gréle de rat normal induit par la privation d’oxygéne-
glucose/réoxygénation (OGD/R) pour simuler I'environnement physiologique de la
Iésion I/R intestinale, traité ou non par Tofa. Les résultats ont montré que le Tofa
exercait des effets protecteurs sur le stress oxydatif et I'inflammation dans ces
cellules, mais aussi sur I'apoptose au cours de 'OGD/R. Cet effet pourrait étre médié
par I'action du Tofa sur le stress oxydatif et I'inflammation. Il pourrait &tre aussi induit
par I'inhibition de la voie JAK/STAT3 puisque I'utilisation d’un agoniste de cette voie

a partiellement abrogé I'effet bénéfique du Tofa.

Une des limites de notre étude in vitro est l'utilisation de hCSMs obtenues a
partir de donneurs sains et traitées avec du TNFa, ce qui ne reflete que partiellement
la pathologie. Il serait intéressant de valider ces résultats en utilisant des hCSMs

collectées chez des patients atteints de PR.

86



Il. Effet du Tofa sur I’adiposité médullaire, la densité minérale

osseuse et la composition corporelle
a. Résultats

Les caractéristiques initiales des patients inclus dans TOFAT sont dans le
Tableau 5. Cette étude a inclus 10 patients, dont 9 avec un suivi disponible a six
mois. Deux patients ont bénéficié d’'une évaluation & 12 mois (données non
présentées). L’age moyen de ces 10 patients inclus était de 56,1 + 11,3 ans et la
durée moyenne d’évolution de la maladie était de 5,7 + 5,7 ans. Six patients étaient
sous prednisone avec une posologie inférieure a 10 mg/jour (moyenne de 6,5 +
2,7 mg/jour). Deux patients avaient bénéficié antérieurement d’une biothérapie (une
avait recu de I'abatacept et l'autre patient de I'adalimumab puis du tocilizumab). Six
patients avaient au moins deux facteurs de risque cardiovasculaire. D’un point de
vue 0sseux, Six patients avaient un antécédent de corticothérapie prolongée et une
patiente un antécédent familial de fracture de I'extrémité supérieure du fémur chez
un apparenté du 1° degré. La majorité des patientes incluses étaient ménopausées
(4/5).

Apres six mois de traitement par Tofa, il n’était pas noté de différence
significative concernant les indices d’activité de la maladie (NAD, EVA activité, DAS
28-CRP et CRP). La diminution du nombre d’articulations gonflées était a la limite de
la significativité (p=0,06). Le nombre de patients sous corticoides diminuait a 6 mois
avec 4 patients sur 5 ayant pu étre sevrés (Tableau 6).

Il n’était pas noté de modification significative aprés 6 mois de traitement par
Tofa pour la DMO a la hanche (col fémoral et hanche totale). La DMO au rachis
lombaire tendait a diminuer (p=0,057). Il n’était pas observé également de
modification significative pour le Trabecular Bone Score (TBS) ni pour les CTX

sériques (Tableau 7).
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Tableau 5 : Caractéristiques initiales des patients

Patients N=10
Age, ans 56,1 + 11,3
Genre, femme (%) 5/10 (55,5)
Indice de Charlson 12+15
Présence de Facteurs rhumatoides, n (%) 7/10 (70)
Présence d’Anticorps anti-Peptides Citrullinés, n (%) 6/10 (60)
Présence d’érosions, n (%) 6/10 (60)
Durée d’évolution de la maladie, ans 5757
Corticothérapie actuelle, n (%) 6/10 (60)
Dose actuelle de la corticothérapie, mg/jour 6,5+2,7
Prise actuelle de méthotrexate, n (%) 2/10 (20)
Patients traités antérieurement par biothérapies, n (%) 2/10 (20)
Antécédents familiaux de fracture de I’extrémité supérieure 1/10 (10)
du fémur chez un apparenté du 1°" degré
Antécedent de diabete 0/10
Tabagisme, n (%)
Actif 3/10 (30)
Sevré 4/10 (30)
Jamais 3/10 (30)
Consommation d’alcool excessive 0
(22 unités/j chez la femme et = 3 unités chez ’homme)
Ménopause 4/5 (80)
Antécédent d’'une corticothérapie prolongée (= 7,5 mg/j 7/10 (70)
d’équivalent prednisolone et = 3mois)
Apports calciques, mg/jour 607,3+197,1
Antécédents familiaux au ler degré de maladie 6/10 (60)
cardiovasculaire
Hypertension artérielle, n (%) 3/10 (30)
Dyslipidémie, n (%) 2/10 (20)

Les résultats sont exprimés en moyenne * écarts-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la
variable. Antécédents familiaux au ler degré de maladie cardiovasculaire, c’est-a-dire un infarctus du
myocarde ou mort subite du pére ou d’un frére avant 55 ans, ou de la mére ou d’une sceur avant 65
ans ; un accident vasculaire cérébral d’un parent du premier degré avant 45 ans.
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Tableau 6 : Variations des paramétres inflammatoires chez les patients atteints

de PR apres 6 mois de traitement par Tofa

Patients MO M6 Différence |p-value
N=9 N=9 absolue
Nombre d’articulations 51+6,4 22+272 -2,9 0,11
douloureuses
Nombre d’articulations gonflées 7,1+5,6 2,734 -4.4 0,06
EVA maladie 444 +£259 [32,2+19,7| -12,2 0,28
DAS 28-CRP 381+1,19 ([2,83+1,16| -0,98 0,10
CRP, mg/L 56+6,1 4.4 +472 -1,2 0,37
Nombre de patients sous 5/9 (55,5) 1/9 (11,1) -4 0,049
corticothérapie

Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la
variable. DAS : Disease Activity Score. CRP : Protéine C Réactive

Tableau 7 : Variations des parameétres osseux chez les patients atteints de PR
apres 6 mois de traitement par Tofa

Patients MO M6 Différence |p-value
N=9 N=9 absolue
DMO du rachis lombaire, g/cm? 1,011 + 0,996 + -0,015 0,057
0,142 0,146
T-score au rachis lombaire, D.S -0,3+1,5 -04+£15 -0,1 0,30
DMO du col fémoral, g/cm? 0,728 0,713 + -0,015 0,27
0,108 0,095
T-score au col fémoral, D.S -1,2+1,0 -1,4+£0,9 -0,2 0,12
DMO de la hanche totale, g/cm? 0,902 + 0,891 + -0,011 0,52
0,130 0,105
T-score a la hanche totale, D.S -06+1,1 -0,7+£0,9 -0,1 0,39
Trabecular Bone Score (TBS) 1,393 1,389 + -0,004 0,91
0,111 0,085
CTX, pmol/L 2619 + 1830 [2712 + 2196 -93 0,91

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la

variable. CTX : Cross laps. DMO : Densité Minérale Osseuse. D.S : Ecart-type.
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Aprés 6 mois de traitement par Tofa, il était noté une amélioration significative
de la force de préhension (p=0,01) et des performances physiques évaluées par le
test « Get up and Go » (p=0,02). Il n’était pas observé de modification significative de
la quantité musculaire. Deux patientes étaient sarcopéniques dont une sévere selon
les criteres de TEWGSOP2 [227] a l'initiation du traitement par Tofa. Aprés 6 mois de
traitement par Tofa, ces deux patientes n’étaient plus considérées comme

sarcopéniques (Tableau 8).

I n’était pas retrouvé de différence significative pour les parameétres
anthropomeétriques (IMC, tour de taille, tour de hanche), ni pour les parametres
adipeux mesurés en composition corporelle (masse grasse totale, pourcentage de
graisse corporelle, indice de masse corporelle), ni pour la leptine ou le bilan lipidique
apres 6 mois de traitement par Tofa. Seul le HDL-cholestérol tendait & augmenter.
Au contraire, le PDFF était significativement augmentée passant de 46,3 + 7,0 % a

53,2+ 9,2 % a 6 mois (p=0,008) (Tableau 9 et Figure 15).
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Tableau 8 : Variations des paramétres musculaires chez les patients
atteints de PR aprés 6 mois de traitement par Tofa

Patients MO M6 Différence |p-value
N=9 N=9 absolue
Force de préhension, kg 225+8,9 [279+14,0| +54 0,01
Short Physical Performance 10,8+24 11,1 +1,5 +0,3 0,59
Battery (SPPB), c6té sur 12
SARC-F 1,72 08x14 -0,9 0,14
Activité physique en score continu 6203 7110 £ +907 0,49
selon IPAQ-SF, MET- 8461 4111
minute/semaine
Activité physique en score 0,53
catégoriel selon IPAQ-SF, n (%)
Faible 2/9 (22,2) 0/9 (0) -2
Modéree 3/9 (33,3) 3/9 (33,3) 0
Forte 4/9 (44.5) 6/9 (66,7) +2
Test « Get up and Go », secondes 9,6 +4,6 79+33 -1,7 0,02
Maintien de la station unipodale 9/9 (100) 8/9 (88,9) -1 1
Masse maigre totale, kg 40,9 + 9,8 41,8+10,1| +0,9 0,15
Indice de muscle squelettique, 143+1,1 148 +1,7 +0,5 0,20
kg/m?2
Masse maigre appendiculaire, kg 16,6 £4,5 16,7+4,9 +0,1 0,50
Indice de masse appendiculaire, 57%0,9 59+1,0 +0,2 0,28
kg/m?2
Patients sarcopéniques, n (%) 2/9 (22,2) 0/9 (0) -2 0,47

Les résultats sont exprimés en moyenne + écarts-type ou en valeur absolue et pourcentage
selon la variable. SARC-F : questionnaire pour évaluer la sarcopénie. IPAQ-SF : International Physical
Activity Questionnaire - Short Form. MET : Metabolic Equivalent of Task.
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Tableau 9 Variations des parametres adipeux et du bilan lipidique chez

les patients atteints de PR aprés 6 mois de traitement par Tofa

Patients MO M6 Différence |p-value
N=9 N=9 absolue
Indice de masse corporelle, kg/m? 259+ 3,4 26,1 +6,3 +0,2 0,64
Tour de taille, cm 91,2+12,6 (92,7 +135 +1,5 0,39
Tour de hanche, cm 98,9+8,4 [100,3+£9,2| +14 0,36
Masse grasse totale, kg 284+92 [295+11,0 +1,1 0,41
Pourcentage de graisse corporelle,| 39,4+85 39,4+9,0 0 0,46
%

Indice de masse grasse, kg/m? 10,3+3,5 10,7 £4,3 +0,1 0,45
Adiposité viscérale, cm? 150 + 81 173 + 88 +23 0,18
Leptine, ng/L 149+19,7 119,4+249| +4)5 0,30
PDFF au rachis lombaire (%) 46,3+7,0 53,2+9,2 +6,9 0,008
Cholestérol total, g/L 2,18+0,49 [2,17+0,59| -0,01 0,82

HDL cholestérol, g/L 0,61+0,18 |0,71+0,28] +0,10 0,056
LDL cholestérol total, g/L 1,39+0,18 (1,29+0,46| -0,10 0,19
Triglycérides, g/L 1,05+0,67 |0,87+0,18]| -0,18 0,37

Les résultats sont exprimés en moyenne * écarts-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la
variable. HDL : High Density Lipoprotein. LDL : Low Density PDFF: PDFF : Proton Density Fat Fraction.
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Figure 15 : Variations de I’adiposité médullaire apres 6 mois de Tofa

L’adiposité médullaire est quantifiée en fraction graisseuse (Proton Density Fat Fraction PDFF),
mesurée en IRM au rachis lombaire et exprimée en pourcentage.
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b. Discussion

Notre étude TOFAT conforte les résultats de notre étude in vitro en montrant
une augmentation de l'adiposité médullaire aprés un traitement par Tofa. Cette
augmentation a été détectée malgré un faible effectif et une durée de suivi courte. Au
vu de notre étude, le Tofa pourrait avoir une action stimulatrice préférentielle sur
'adiposité médullaire sans modification des autres compartiments adipeux évalués
par la composition corporelle.

Comme nous l'avons indiqué en introduction, il n'existe pas d’étude publiée
sur l'effet des DMARDs sur l'adiposité meédullaire dans la PR, ce qui souligne
I'originalité de cette étude pilote.

D’un point de vue osseux, les parametres évalués (DMO, TBS ou CTX
sériques) n’étaient pas modifiés aprés 6 mois de traitement par Tofa. Ces résultats
confortent également les résultats de notre étude in vitro, puisque le Tofa ne modifiait
pas le profil d’expression génique des Ob en condition inflammatoire. Néanmoins,
’'étude TOFAT présente des limites avec un faible effectif, entrainant un manque de
puissance statistigue pour détecter des différences avant et aprés 6 mois de
traitement. Ce manque de puissance statistique explique probablement que la
diminution de la DMO au rachis lombaire n’était pas statistiquement significative,
mais tendait a la significativite.

Par ailleurs, la période d’évaluation de 6 mois reste courte pour détecter des
variations des parametres osseux, notamment densitométriques. L’absence de
groupe contréle avec un traitement de référence comme un anti-TNFa est également
une limite importante. Enfin, le remodelage osseux n’a été évalué que par mesure
des CTX sériques. Le dosage de P1NP1, marqueur de formation osseuse, aurait été

intéressant.
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Comme nous l'avons mentionné en introduction, les données restent limitées
sur I'effet des DMARDSs sur le tissu osseux dans la PR. La majorité des études
concernent les anti-TNFa et montrent une stabilité des chiffres densitométriques
aprés 1 an de traitement [174-178]. La population de I'étude TOFAT différait des
études précédemment publiées avec un sex-ratio plus équilibré, une durée
d’évolution plus courte (a I'exception de deux études [183,185]) et une activité de la
maladie plus faible. La majorité des patients avaient une corticothérapie, ce qui était
en accord avec la majorité des études publiées. En revanche, la dose moyenne
guotidienne de corticoides était plus faible.

Au vu des limites de I'étude TOFAT, il est difficile de conclure sur les effets du
Tofa sur les paramétres osseux. Dans une analyse post-hoc récemment publiée,
incluant le programme de développement du Tofa dans la PR et I'étude ORAL
Surveillance, il n’était pas retrouvé de différence significative pour le risque
fracturaire entre le Tofa et le placebo, mais aussi entre le Tofa et les anti-TNFa
(étanercept et adalimumab) [271]. La limite principale de cette étude reste la période
d’évaluation courte (de 3 a 6 mois) pour comparer le Tofa au placebo concernant le
risque fracturaire.

Concernant la composition corporelle, seules les performances physiques et
la force musculaire étaient améliorées apres 6 mois de traitement par Tofa. Il n’y
avait pas de modification des autres parametres de la composition corporelle.

Cette amélioration des parameétres musculaires peut étre expliquée soit par
une amélioration des parametres inflammatoires, ce qui est le plus probable, soit par
une action directe du Tofa au niveau musculaire. Cette derniére hypothése semble
moins probable, comme les autres parametres quantitatifs de la composition

corporelle sont restés inchangés.
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A TI'heure actuelle, aucune étude n'a été publiée a propos de l'effet des
csDMARDs sur la composition corporelle dans la PR. Les études se sont focalisées
sur I'effet des biothérapies sur la composition corporelle dans la PR [272-279]. Sous
anti-TNFa, la composition corporelle est peu modifiée [226,273,274,276]. Une
augmentation de la masse grasse apres 2 ans de traitement par infliximab a été
décrite dans une étude [272]. La masse maigre était augmentée aprés 1 an de
traitement par anti-TNFa (étanercept, adalimumab et golimumab) dans I'étude avec
le plus gros effectif jusqu’a ce jour (n=47) [279].

Dans deux études prospectives ouvertes avec un suivi d’'un an, le traitement
par tocilizumab a été associé a un gain de masse maigre, mais sans changement de
la masse grasse [277,278]. Il 'y a pas de données disponibles sur I'effet des autres
biothérapies (tels que I'abatacept ou le rituximab) sur la composition corporelle des
patients atteints de PR.

En comparaison des études précédemment citées, les patients de I'étude
TOFAT ont un age moyen similaire, mais une durée d’évolution plus courte.

L’évaluation des tissus adipeux a été réalisée par dosage de la leptine. Il
n’était pas retrouveé de différence significative entre les deux groupes. Nous n’avons
pas pu réaliser le dosage de l'adiponectine lors de I'étude TOFAT faute de
financements pour cette analyse. Ces deux adipokines sont associées dans la PR au

risque cardiométabolique et a I'activité inflammatoire [280-282].
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Dans une étude prospective de 30 patients traités par Tofa (15 par Tofa 5mg
2/jour et 15 par Tofa 10mg 2/jour), les taux sériques d’adiponectine ne variaient pas
significativement, au contraire des taux sériques de leptine qui augmentaient
significativement a 6 et 12 mois [216]. Les patients de cette étude avaient une durée
d’évolution de la maladie plus longue ainsi qu’un IMC plus élevé que les patients de
TOFAT. La trées grande majorité des patients de cette étude étaient des femmes
(27/30).

Les limites de I'étude TOFAT soulevées pour les parameétres osseux sont
egalement valables pour la composition corporelle. La période d’évaluation est
courte et l'effectif est faible. De plus, il manque un groupe de contrble avec un
traitement de référence comme un anti-TNFa. L’hypothese d’'une action stimulatrice
préférentielle du Tofa sur I'adiposité médullaire est a prendre avec précaution au vu
de ces limites. Néanmoins, 'augmentation de I'adiposité médullaire sous Tofa malgré
ces limites est un résultat intéressant qui nécessite d’étre validé.

L’ensemble des résultats de I'’étude TOFAT et I'étude in vitro ont été publiés

dans un article que nous présentons en Annexe VII [283].
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[ll. Comparaison des parameétres osseux et de la composition
corporelle dans I'étude RAFAT

a. Résultats

L’étude RAFAT qui a succédé a I'étude TOFAT est en cours. Au moment de
I'écriture de ce manuscrit, nous avons pu inclure 8 patients atteints de PR et 8
témoins.

Les caractéristiques des patients atteints de PR sont décrites dans le
Tableau 10. Le sex-ratio était équilibré et I’age moyen était de 57,8 + 12,7 ans contre
57,4 + 14,3 ans pour les témoins (p=0,96). La durée moyenne d’évolution de la PR
était de 2,5 £ 1,8 ans. Une seule patiente était sous méthotrexate. Les 7 autres
patients issus de lI'étude TOFAT avaient arrété le méthotrexate pour cause
d’intolérance et allaient débuter le Tofa, ce qui explique ce nombre aussi bas de
patients sous méthotrexate. Le DAS 28-CRP était de 3,9 £ 1,5, témoin d’'une activité
modérée de la maladie. La CRP moyenne était de 5,3 = 6,9 mg/L.

D’un point de vue osseuy, il n'y avait pas de différence significative entre les
patients atteints de PR et les témoins pour la DMO aux 3 sites (rachis lombaire, col

fémoral et hanche totale), le TBS ou les taux sériques de CTX (Tableau 11).
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Tableau 10 : Caractéristiques des paramétres inflammatoires chez les patients
atteints de PR dans I’étude RAFAT

Patients Témoins p-value
_ N=8 N=8
Age, ans 57,8 +12,7 57,4 +14,3 0,96
Genre, femme (%) 4/8 (50) 4/8 (50) NA
Indice de Charlson 1,4+13 1,1+13 0,70
Présence de facteurs rhumatoides, n 5/8 (62,5) NA NA
(%)
Présence d’Anticorps anti-Peptides 5/8 (62,5) NA NA
Citrullinés, n (%)
Présence d’érosions, n (%) 5/9 (62,5) NA NA
Durée d’évolution de la maladie, ans 25+18 NA NA
Corticothérapie actuelle, n (%) 5/8 (62,5) NA NA
Dose actuelle de la corticothérapie, 54+29 NA NA
mg/jour
Prise actuelle de méthotrexate, n (%) 1/8 (12,5) NA NA
Patients traités antérieurement par 1/8 (12,5) NA NA
biothérapies, n (%)
Nombre d’articulations douloureuses 4,6 +4,9 NA NA
Nombre d’articulations gonflées 79%6,1 NA NA
EVA activité de la maladie 55+ 29,6 NA NA
DAS 28 -CRP 3,88+1,45 NA NA
CRP, mg/L 5,3+6,9 NA NA

Les résultats sont exprimés en moyenne * écarts-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la

variable. N.A : non applicable
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Tableau 11 : Comparaison des parametres osseux dans I’étude RAFAT

Patients Témoins |Différence |p-value
N=8 N=8 absolue

DMO au rachis lombaire, g/cm? 0,980 + 0,918 + +0,062 0,41
0,131 0,160

T-score au rachis lombaire, D.S -06+£1,6 -1,2+1,3 -0,6 0,40

DMO au col fémoral, g/cm? 0,700 % 0,719 + -0,019 0,70
0,102 0,088

T-score au col fémoral, D.S -1,5+0,9 -1,4+£0,6 +0,1 0,90

DMO a la hanche totale, g/cm? 0,861 + 0,899 + -0,011 0,56
0,118 0,134

T-score a la hanche totale, D.S -0,9+0,9 -0,7+0,8 -0,2 0,59

Trabecular Bone Score (TBS) 1,382 + 1,386 -0,004 0,96
0,118 0,122

CTX, pmol/L 2991 + 1820 (3445 + 1639  -454 0,61

Les résultats sont exprimés en moyenne * écarts-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la
variable. CTX : Cross laps. DMO : Densité Minérale Osseuse. D.S : Déviation standard.
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D’'un point de vue musculaire, les patients atteints de PR avaient un score
SARC-F significativement plus élevé (p=0,001) par rapport aux témoins. Les
performances physiques évaluées par le test «Get up and Go» était
significativement plus faible dans le groupe PR (p=0,03). Il n’y avait pas de différence
significative pour le test SPPB, la station unipodale, I'activité physique évaluée par le
score IPAQ-SF ou pour les parametres musculaires quantitatifs (masse maigre
totale, indice de muscle squelettique, masse maigre appendiculaire, indice de masse
maigre appendiculaire). Une patiente était considérée comme sarcopénique selon les
crittres EWGSOP2 [227] dans le groupe PR, a linverse du groupe témoins dans
lequel aucun n’était sarcopénique (Tableau 12).

D’'un point de vue adipeux, il n'y avait pas de difféerence significative
concernant les parametres anthropomeétriques (IMC, tour de taille, tour de hanche), ni
pour ceux mesurés en composition corporelle (masse grasse totale, pourcentage de
graisse corporelle, indice de masse corporelle), ni pour la leptine ou l'adiposité
médullaire entre les deux groupes (Tableau 13). Cing patients atteints de PR et 6

témoins avaient au moins 2 facteurs de risque cardiovasculaires.
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Tableau 12 : Comparaison des parametres musculaires dans I’étude

RAFAT
Patients Témoins |Différence |p-value
N=8 N=8 absolue
Force de préhension, kg 247+126 |36,9+13,0| -12,2 0,08
Short Physical Performance 109+25 11,8 +£0,5 -0,9 0,84
Battery (SPPB), c6té sur 12
SARC-F 23+19 0 +2,3 0,001
Activité physique en score continu 4575 + 5983 * -1408 0,24
selon IPAQ-SF, MET- 6482 4420
minute/semaine
Activité physique en score 0,13
catégoriel selon IPAQ-SF, n (%)
Faible 3/8 (37,5) 0/8 (0) +3
Modérée 1/8 (12,5) 4/8 (50) -3
Forte 4/8 (50) 4/8 (50) 0
Test « Get up and Go », secondes 9,6 4,9 6,3+1,3 -3,3 0,03
Maintien de la station unipodale 9/9 (100) 9/9 (100) 0 1
Masse maigre totale, kg 38,5+9,6 398+112| -1,3 0,81
Indice de muscle squelettique, 141+14 144+24 -0,3 0,81
kg/m?
Masse maigre appendiculaire, kg 154+4,6 16,8 £5,1 -1,4 0,55
Indice de masse maigre 56+0,9 6,0+1,2 +0,4 0,43
appendiculaire, kg/m?
Patients sarcopéniques, n (%) 1/8 (12,5) 0/8 (0) +1 0,26

Les résultats sont exprimés en moyenne * écarts-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la
variable. SARC-F : questionnaire pour évaluer la sarcopénie. IPAQ-SF : International Physical Activity
Questionnaire - Short Form. MET : Metabolic Equivalent of Task.
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Tableau 13 : Comparaison des parameétres adipeux dans la population de

’étude RAFAT

Patients Témoins |Différence |p-value
N=8 N=8 absolue
Indice de masse corporelle, kg/m? 24,2+ 2,2 24,1+ 3,0 +0,1 0,89
Tour de taille, cm 87,1+10,1 [86,8+13,9| +0,3 0,95
Tour de hanche, cm 95,3+7,6 96,4 +9,1 -1,4 0,79
Masse grasse totale, kg 23,8+5,9 23,6 +7,8 +0,2 0,98
Pourcentage de graisse corporelle,| 37,2+7,6 |35,2+10,6 +2,0 0,68
%
Indice de masse grasse, kg/m? 90+26 8,4+28 +0,6 0,67
Adiposité viscérale, cm? 112 +£40 125 + 58 -13 0,60
Leptine, ng/L 12,9+ 10,1 6,9+59 +0,9 0,79
PDFF au rachis lombaire (%) 50,0+ 7,6 475+13,4| +2,5 0,65

Les résultats sont exprimés en moyenne * écarts-type ou en valeur absolue et pourcentage selon la
variable. HDL : High Density Lipoprotein. LDL : Low Density PDFF: PDFF : Proton Density Fat Fraction.
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b. Discussion

Dans notre étude cas-témoins RAFAT, il n’y avait pas de différence
significative entre les patients atteints de PR et les témoins appariés pour le tissu
osseux (DMO, TBS, CTX sériques), la composition corporelle et Il'adiposité
médullaire. Le seul parametre qui différait significativement entre les deux groupes
était la performance physique évaluée par le test du « Get up and Go ».

Nos patients atteints de PR avaient en moyenne une durée d’évolution de la
maladie relativement précoce (moins de 3 ans). Il existe quelques études dans la
littérature qui se sont intéressées aux modifications de la composition corporelle chez
des patients atteints de PR a un stade précoce. En 2009, Book et al. [223] ont
compare 132 patients atteints de PR précoce (femmes : 72 %, age moyen =60 ans,
durée de la maladie <1 an) avec des témoins appariés pour I'age et le sexe. Tous
les patients qui avaient été traités par des corticoides ou des csDMARDs, avant
I'inclusion, avaient été traités pendant moins de 30 jours. La composition corporelle a
été évaluée par DXA. La masse maigre appendiculaire était inférieure chez les
patients atteints de PR par rapport aux témoins, tant chez les femmes que chez les
hommes (femmes: 16,8 contre 17,6 kg, p=0,007 ; hommes : 23,0 contre 25,8 kg,
p<0,001). La masse maigre totale était significativement plus faible chez les hommes
atteints de PR (54,4 contre 58,3 kg, p=0,012), ce qui n’était pas le cas pour les
femmes. Le poids, 'IMC et la masse grasse totale étaient significativement plus
élevés chez les femmes atteintes de PR (68,1 contre 64,0 kg, p=0,016 ; 25,1 kg/m?
contre 23,7 kg/m?, p=0,012; et 26,1 contre 23,0 kg, p=0,012). Il n’y avait pas de

différence chez les hommes pour ces paramétres entre les patients et les témoins.
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Dans un suivi longitudinal de leur étude précédente, Book et al. [284] ont
comparé 63 patients atteints de PR avec 63 témoins sains appariés pour I'age et le
sexe. Aprés 2 ans, les changements observés dans le groupe RA étaient
généralement moins prononcés que ceux observés dans le groupe témoin.
Cependant, en raison de la taille relativement modeste de I'échantillon et de la durée
courte du suivi, aucune conclusion définitive ne peut étre tirée. Par ailleurs, cette
étude a été menée avant I'ére des biothérapies. L’apparition de modifications de la
composition corporelle a un stade précoce de la PR a été confirmée dans trois autres
études [285-287].

L’absence de différence entre les patients et les témoins dans notre étude
RAFAT sur les parameétres osseux, la composition corporelle et I'adiposité médullaire
peut étre liée a un manque de puissance, puisque l'effectif est petit. Les résultats
définitifs de cette étude pourraient étre difféerents, puisque I'étude doit inclure au total
42 patients et 42 témoins.

Les forces de I'étude RAFAT sont une étude originale sur I'’évaluation de
ladiposité médullaire dans la PR, ce qui n’a jamais été fait auparavant. Cette
évaluation est faite chez des patients avec une durée d’évolution de la maladie
relativement précoce. La composition corporelle est évaluée de maniere quantitative,
mais également qualitative avec [I'évaluation de la force musculaire et des
performances physiques. L’age moyen des patients de cette étude correspond a
celui des patients des études précédemment publiées sur l'effet de la PR sur la

composition corporelle.
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Les limites des résultats actuels de I'étude RAFAT sont: l'effectif de taille
relativement modeste et le sex-ratio équilibré qui n’est pas représentatif des patients

atteints de PR ou il existe une forte prédominance féminine.

L’absence de différence de l'adiposité médullaire, de la DMO et de la
composition corporelle entre les patients atteints de PR et les témoins dans cette
étude cas-témoins pourrait indiquer que la PR a un stade précoce n’entraine pas de
modification de ces différents parametres. Les résultats finaux de I'étude RAFAT

avec un effectif de plus grande taille pourront infirmer ou confirmer cette hypothese.
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Conclusion et Perspectives

L’étude in vitro menée, nous a permis de mettre en évidence un effet positif du
Tofa sur la différenciation adipocytaire avec une implication de STAT3 qui reste a
confirmer. Pour cela, nous pourrions utiliser un inhibiteur spécifique de STAT3 (par
exemple le C188-9 [288] ou le BP-1-102 [289]) afin de confirmer que I'effet du Tofa
sur les Ad med est liée en partie a l'inhibition de la phosphorylation de STATS3.
D’autre part, des effets hors cibles du Tofa ont été mis en avant dans d’autres études
in vitro afin d’expliquer un effet pro-adipogénique du Tofa non dépendant de la voie
JAK/STAT [265,266]. Une analyse plus globale du transcriptome des Ad med traités
par le Tofa par rapport a des controles devrait nous permettre de mieux caractériser
les modifications induites par le Tofa dans ces cellules.

Enfin, notre laboratoire a montré que les produits de sécrétion des Ad med
avaient un effet négatif sur la différenciation des Ob. Il serait intéressant de comparer
I'effet des produits de sécrétions obtenus a partir d’Ad med traités par le Tofa par
rapport & des Ad med non traités sur la différenciation Ob. Si un effet majoré était
observé sous Tofa, I'effet négatif du Tofa sur I'os serait conforté.

L’étude pilote TOFAT a renforcé les résultats in vitro en montrant une
augmentation de I'adiposité médullaire aprés 6 mois de traitement par Tofa. Les
paramétres osseux n’étaient pas modifiés, de méme que ceux mesurés pour la
composition corporelle, indiquant, peut-étre, une action stimulatrice préférentielle du

Tofa sur I'adiposité médullaire.
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En perspective, une étude avec un effectif plus conséquent et une durée de
suivi plus importante (un an minimalement) serait intéressante pour confirmer nos
résultats concernant I'adiposité médullaire et évaluer avec un suivi suffisant les
modifications potentielles sur la DMO. La comparaison des résultats avec un groupe
contréle est également indispensable.

L’étude TOFAT était initialement prévue pour une évaluation a 12 mois, mais
les résultats préliminaires de I'étude ORAL Surveillance [290] nous ont obligé a
modifier I'’étude prospective TOFAT en étude cas-témoins transversale RAFAT. Il n’a
donc pas été possible d’évaluer les variations de la DMO a 12 mois de traitement par
Tofa. Notre faible effectif a probablement entrainé un manque de puissance pour
détecter des différences avant et apres six mois.

L’évaluation d’autres JAKi ayant 'AMM dans la PR comme le baricitinib
(inhibiteur de JAK1 et 2), le filgotinib (inhibiteur de JAK1), 'upadacitinib (inhibiteur de
JAK1) et le deucravacitinib (inhibiteur de TYK2) dans une étude translationnelle
comme celle que nous avons conduite pourrait mettre en évidence que [Ieffet
stimulant sur 'engagement et la différenciation des Ad med est retrouvée chez tous
les JAKI, ou uniqguement avec le Tofa. L’utilisation d’inhibiteurs spécifiques de JAK1
comme l'upadacitinib et le filgotinib pourrait nous indiquer si I'effet stimulant sur les
Ad med est spécifique de JAKS.

Nous pourrions également évaluer I'adiposité médullaire au fémur qui est un
autre site classique de mesure [291]. Nous pourrions ainsi confirmer que
laugmentation de [l'adiposité médullaire observée n’est pas spécifiguement
rachidienne, mais concerne également le fémur. Nous pourrions ainsi évaluer les
corrélations entre les valeurs densitométriques et les PDFF aux différents sites de

mesure.
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L'utilisation d’autres techniques de mesure de l'adiposité médullaire pourrait
étre intéressante afin de confirmer nos résultats avec la spectro-IRM, le scanner
double énergie ou la 2-deoxy-2-[fluorine-18] fluoro- D-glucose (**F FDG)
tomographie par émission de positrons couplée a I'lRM [292].

Cependant, les dernieres recommandations de I’Agence européenne des
médicaments sur les JAKi qui limitent l'utilisation de cette classe thérapeutique,
rendent probablement difficiles de réaliser une telle étude a court terme [64].
L’Agence européenne des médicaments recommande [utilisation des JAKI
seulement en cas d'impossibilité d’alternative thérapeutique chez les patients ages
de 65 ans ou plus, a haut risque cardiovasculaire, fumeurs ou ayant fumé pendant
une longue période et ceux a risque de cancer. La posologie devrait étre réduite
chez ces patients.

L’inclusion de patients pourrait prendre un temps beaucoup trop important
puisgu’'un nombre non négligeable de patients ne pourraient pas étre inclus, car
fumeurs actifs ou ayant eu une exposition tabagique prolongée. Comme nous I'avons
vu dans lintroduction, les patients atteints de PR ont également un surrisque
cardiovasculaire. Par ailleurs, le potentiel surrisque néoplasique des JAKi peut
effrayer a juste titre les patients qui refuseraient de prendre ce traitement. Un recul
est nécessaire pour avoir une vision plus claire sur les surrisques cardiovasculaire et

néoplasique de cette classe thérapeutique avant de pouvoir réaliser a nouveau des

études académiques prospectives.
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Les résultats intermédiaires de notre deuxiéme étude clinigue RAFAT n’ont
pas démontré de différence significative entre les patients et les témoins sur les
parametres osseux, l'adiposité médullaire et la composition corporelle. Cette
absence de différence statistiquement significative peut étre liée a un manque de
puissance également. En perspective, les résultats finaux de I'étude RAFAT avec un
effectif plus important (42 patients et 42 témoins) permettront de confirmer ou
d’infirmer ces résultats intermédiaires avec un intérét tout particulier concernant

I'adiposité médullaire en raison de son originalité et des conséquences potentielles.
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Annexes

Annexe | Facteurs derisques de la PR

l.  Génétique

La PR est une maladie hétérogéne avec une présentation clinique et une
sevérité variable selon les individus. Il existe un terrain génétique avec une
héritabilité d’environ 60 % selon les études de jumeaux [293]. Cette héritabilité est
surtout vraie pour les patients séropositifs pour les ACPA [294], au contraire des
patients séronégatifs ou le lien est plus faible [295]. La concordance des jumeaux
monozygotes n’est seulement que de 12 %, indiquant le réle important de facteurs
non-codants dans la susceptibilité de développer cette maladie.

L’épitope partagé correspond a une séquence d’acides aminés avec une forte
association a la PR [296]. Elle est encodée par certains alleles du locus Human
Leukocyte Antigen (HLA) -antigen D related (DR), particulierement HLA-DRB1* 01 et
HLA-DRB1* 04. Ainsi, une part importante des populations amérindiennes possedent
I’'épitope partagée expliquant la forte prévalence de la PR dans ces populations
[297,298]. D’autres locus a risque ont été identifiés, mais les associations sont plus
faibles. La majorité concerne des voies de signalisation immunes ou inflammatoires
[299,300]. Les études d’association pangénomique ont identifié une centaine de
locus ayant des variants de susceptibilité a la PR [301]. La majorité des alléles a une
association faible avec la PR. Néanmoins, un effet cumulatif modéré a été observé

lorsque plusieurs alléles a risque étaient présents [302].
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De plus, il existe des différences génétiques entre les patients immunopositifs
pour les ACPA et ceux immunonégatifs. Par exemple, les variants des génes
HLA DRB1, PTPN22, BLK, ANKRD55 et IL6ST sont associés a la PR quel que soit le
statut sérologique tandis que les variants des genes AFF3, CD28 et TNFAIP3 ne
sont retrouvés que chez les patients séropositifs et PRL et NFIA chez les

patients séronégatifs [303,304].

Il. Epigénétique

Les études ont montré que les variants associés a la PR étaient enrichis en
marqueurs épigénétiques de chromatine active dans des lymphocytes T CD4 [305].
Chez les jumeaux homozygotes discordants pour la PR, le niveau de méthylation de
I’ADN du géne EXOSC1 (codant pour une protéine impliqguée dans la dégradation de
’ARN) différait entre le jumeau atteint et le jumeau sain [306]. La plus importante
étude sur la méthylation de ’ADN dans la PR chez des individus non apparentés a
identifié neuf clusters avec un patron de méthylation différent dans la région HLA
compareés aux contréles sains, suggeérant que I'effet génétique des variants a risque
HLA agit, en partie, en raison du niveau de méthylation de ’ADN [307]. Le niveau de
méthylation d’ADN peut étre influencé par des facteurs environnementaux. Par
exemple, chez les fumeurs, les niveaux de méthylation sont plus élevés chez les
individus atteints de PR et séropositifs pour les ACPA qui sont porteurs de l'alléle a
risque HLA-DRB1 que ceux qui n‘ont pas cet allele. Cette difféerence de méthylation

de ’ADN n’était pas observée chez les non-fumeurs [308].
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Deux études ont également rapporté une différence de patrons de méthylation
d’ADN et de transcription dans les synoviocytes fibroblastiques de différentes
articulations de patients atteints de PR. Cette observation pourrait expliquer pourquoi

la PR atteint plus séverement certaines articulations comme celles des mains [309].

lll.  Legenre

Les femmes ont généralement deux a trois fois plus de risque de développer
une PR que les hommes[310]. Le risque cumulé au cours de la vie de développer
une PR est estimé a 3,6 % pour les femmes et a 1,7 % pour les hommes [311]. La
fréquence plus élevée chez les femmes a été attribuée en partie aux effets stimulants
de l'cestrogéne sur le systéme immunitaire. Cependant, le rble des facteurs
hormonaux dans le développement de la PR reste controversé. La nulliparité
augmente souvent le risque de PR, tandis que la grossesse est associée a la
rémission de la maladie et le post-partum a un risque de poussées. La plupart des
femmes présentent des symptémes vers I'age de 50 ans et a la ménopause. Les
hommes ont un début dans la maladie plus tardif et sont plus a risque d’étre

séropositifs pour le facteur rhumatoide et d’avoir des titres plus élevés d’ACPA [312].
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IV. Letabac

Le tabagisme augmente le risque de développer une PR de maniére
graduelle. Le risque est doublé chez les fumeurs actifs ayant une consommation de
20 paquets-années par rapport a des non-fumeurs [313,314]. L'association entre le
tabagisme et la PR est la plus forte ou méme limitée a la maladie ACPA-positive
chez les personnes ayant au moins une copie de I'épitope partagé [315]. En effet,
l'interaction entre I'épitope partagé et le tabagisme peut augmenter le risque de 20
fois ou plus par rapport aux non-fumeurs qui ne sont pas porteurs de
I’'épitope partagé [315]. Le tabagisme actif est associé a des niveaux accrus de
cytokines pro-inflammatoires et a une activité plus élevée de la maladie [316]. Le
risque augmenté de PR associé au tabagisme pourrait étre lié a des modifications
epigénétiques, car le tabagisme est significativement associé a I’hypométhylation de
certaines regions de I’ADN, alors que les traitements de fond (Disease-Modifying
AntiRheumatic Drugs ou DMARDS) induisent une hyperméthylation de ces mémes

régions [317].

V. Inhalation de poussiére

L’exposition professionnelle a la silice, notamment chez les mineurs, est un
facteur de risque environnemental connu de la PR [318]. Une étude des pompiers et
autres intervenants d’'urgence exposeés a la poussiére sur le site de I'effondrement du
World Trade Center a révélé un risque accru de maladies auto-immunes
systémiques, dont la PR [319]. La poussiere contenait du ciment pulvérisé, de la

silice, de 'amiante, des fibres de verre et d’autres matériaux.
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L’exposition professionnelle a la poussiére textile s’est également avérée étre
associée de maniére significative a un risque accru de développer une PR dans une
population de femmes malaisiennes [320], quel que soit le statut sérologique pour les

ACPA.

VI. Le microbiote

Les parodontopathies sont également associées au risque de développer une
PR [321]. Bien que ce soient deux entités distinctes, la PR et les parodontopathies
présentent des similarités avec une inflammation chronique et des érosions
osseuses. L’association entre ces deux entités est en partie médiée par le microbiote
oral, par exemple Porphyromonas gingivalis [322] et
Aggregatibacter actinomycetemcomitans [20].

Outre le microbiote parodontal, le microbiote intestinal pourrait jouer un roéle
important dans la maladie. La diversité du microbiote intestinal est réduite chez les
personnes atteintes de PR par rapport a la population générale. En effet, des taxons
rares, tels que les actinobactéries, se développent chez les personnes atteintes de
PR, tandis que la diversité des taxons abondants est réduite [323]. Il est intéressant
de noter que les taux intestinaux de Prevotella copri semblent marquer le début de la
maladie, car cette bactérie est plus fréquente chez les patients atteints de PR
d’apparition récente non traités que chez ceux dont la PR est établie ou chez les
témoins sains [324]. Par ailleurs, des auto-antigénes présentés par les molécules
HLA-DR de patients atteints de PR peuvent présenter une homologie de séquence
significative avec les peptides de Prevotella sp. et dautres especes de
bacilles intestinaux [325]. Ce dernier point soutient un lien entre I'environnement,

I'auto-immunité et la maladie.
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En ce qui concerne les virus, le réle de l'infection par le parvovirus B19 dans
la PR reste encore a élucider [326], mais l'infection par le virus Chikungunya, qui
entraine généralement des polyarthralgies aigués (peut parfois évoluer vers des
pathologies de type PR [327]. Il est intéressant de noter que l'infection par le virus
Epstein-Barr (EBV) est associée a la PR et a d’autres troubles auto-immuns depuis

de nombreuses décennies[328].

VIl.  Autres

Certains facteurs de risque associés a la PR sont modifiables, car liés au
mode de vie. Par exemple, I'obésité est associée a un OR de 1,25 pour les
personnes ayant un indice de masse corporelle 230 kg/m?2 par rapport a celles ayant
un IMC de <25 kg/m? [329]. Le stress post-traumatique peut étre aussi associé a un

risque accru de développer une PR [330].
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Annexe Il Modéle physiopathologique actuel sur ’initiation et la
progression de la PR

I.  Acteurs cytokiniques

A la suite de la citrullination et d’autres modifications post-traductionnelles (par
exemple lacétylation ou la carbamylation), les peptides modifiés se lient a
I’hétérodimére du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), surtout ceux ayant
I'épitope partagé, entrainant une présentation de ces antigénes aux lymphocytes T
qui vont stimuler les lymphocytes B, qui vont, a leur tour, produire une gamme
d’autoanticorps dont les facteurs rhumatoides et les ACPA (Figure Annexe llIb)
[331-333].

La présence d’ACPA, de facteurs rhumatoides, de cytokines et de chimiokines
pro-inflammatoires peut étre détectée dans le sérum de patients jusqu’a 10 ans avant
I'apparition de signes cliniques [334,335]. La présence d’ACPA n’est pas suffisante
pour entrainer I'apparition de synovites cliniques caractérisées par 'augmentation de
la perméabilité vasculaire et I'afflux de cellules inflammatoires dans la synovie. Un
deuxieme acteur doit participer, comme par exemple, la formation de complexes
immuns, I'activation du complément ou I'atteinte microvasculaire (Figure Annexe Il

c,d) [336].
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[I. Acteurs articulaires

Au niveau de I'articulation, un des principaux acteurs du développement de la
PR est la membrane synoviale. A I'état physiologique, la membrane synoviale a deux
réles : la production de lubrifiant pour le coulissement des surfaces articulaires (le
liquide articulaire) et I'apport en nutriments au cartilage qui n’est pas vascularisé. La
membrane synoviale tapisse la face interne des articulations diarthrodiales (dont la
fonction principale est de permettre la locomotion), des gaines de tendons et des
bourses.

Elle est formée de deux couches : une intimale ou bordante et la sous-intima,
tissu conjonctif lache sous-jacent. La couche intimale est composée d’'une a quatre
couches cellulaires enchevétrées dans un réseau de matrice extracellulaire. Il existe
deux populations de synoviocytes composant cette couche intimale, les synoviocytes
dérivéees des macrophages (synoviocytes macrophagiques) et les synoviocytes
provenant des fibroblastes (synoviocytes fibroblastiques) [337].

Au cours de la physiopathologie de la PR, on observe deux modifications
principales de la membrane synoviale. Tout d’abord, il y a une hypertrophie de la
membrane synoviale liée a une prolifération des synoviocytes qui produisent des
cytokines et des protéases entrainant la formation d’'un tissu synovial inflammatoire
au contact du cartilage appelé pannus [1]. Les synoviocytes macrophagiques
produisent alors des cytokines pro-inflammatoires dont I'interleukine (IL)-1, I'lL-6 et le
Tumour Necrosis Factor alpha (TNFa). Les synoviocytes fibroblastiques produisent
de I'lL-6, mais surtout des métalloprotéases matricielles et des médiateurs tels les
prostaglandines et les leucotrienes [338]. Les synoviocytes fibroblastiques ont
également un phénotype invasif participant a la dégradation du cartilage et peuvent

migrer vers d’autres articulations pour propager la maladie [339].
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La seconde modification est l'infiltration des cellules de I'immunité adaptative
dans la membrane synoviale avec la présence de lymphocytes T CD4 mémoire, de
lymphocytes B qui peuvent proliférer, se différencier et produire des anticorps
notamment des facteurs rhumatoides et des ACPA [1]. Il existe également des
cellules de limmunité innée (cellules dendritiques folliculaires présentatrices

d’antigéne, macrophages et mastocytes).
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progression de la polyarthrite rhumatoide (D’aprés Smolen et al. 2018 [1]).
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(a) les modifications post-traductionnelles, comme la citrullination ou la carbamylation,
peuvent créer des néo-épitopes dans la muqueuse qui vont étre reconnus par le systéeme
immunitaire adaptatif.

(b) ces peptides modifiés sont présentés aux cellules présentatrices d’antigénes, entrainant
une réponse immune adaptative dans les tissus lymphoides et la production d’auto-
anticorps.

(c) les cellules stromales comme les synoviocytes fibroblastiques, les cellules présentatrices
d’antigénes et les macrophages peuvent étre activées localement et produire un certain
nombre de facteurs pro-inflammatoires. La réponse auto-immune nécessite un deuxieme
acteur comme la formation de complexes immuns ou I'activation du complément pour
induire ou augmenter la production de cytokines et la perméabilité vasculaire synoviale.

(d) I'action autocrine et paracrine des cytokines associée a une réponse immunitaire
adaptative persistante peut installer la maladie et entrainer a la destruction du cartilage
et de l'os.

APCAs : anti-citrullinated protein antibodies. CCL19 : CC- chemokine ligand 19. CCL21: CC-chemokine
ligand 21. GM-CSF : granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; CMH: complexe majeur
d’histocompatibilité. RF : Rheumatoid Factors. miRNA: microRNA. MMP: matrix metalloproteinase.
RANKL: receptor activator of nuclear factor-kB ligand. TCR: T cell receptor; TNFa: tumour necrosis
factor alpha
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Annexe |l Développement pharmaceutique du Tofacitinib

Le composé CP-690,500 ou Tofa représenté par 1 sur la Figure Annexe llla
est un inhibiteur des JAK produit par le laboratoire Pfizer. Il inhibe principalement
JAK1 et JAK3. Initialement, Pfizer voulait inhiber spécifiquement JAK3 [340], car son
déficit chez ’'Homme entraine un déficit immunitaire combiné sévere [341]. Les
patients ayant une mutation homozygote ont un déficit immunitaire profond sans
autre anomalie et peuvent étre traités par une allogreffe de cellules souches
hématopoiétiques. Ce rationnel génétique supportait le choix d’'une inhibition de
JAK3 comme modulation immune sélective du systeme hématopoiétique. Les
parents hétérozygotes des patients atteints de déficit immunitaire combiné sévere ne
présentent pas dimmunodépression, suggéerant que l'inhibition partielle pourrait étre
utilisée pour moduler la réponse immune [342]. Pfizer a donc criblé sa chimiotheque
d’environ 400 000 composeés pour inhiber le domaine catalytique de JAK3.

La firme pharmaceutique a identifié une série d’inhibiteurs représentés par 9
sur la Figure Annexe llla qui possédaient tous une sous-unité pyrrolo [2,3 -d]
pyrimidine. Cet hétérocycle azoté mime le noyau purine de I'adénosine. Il est
fondamental pour la liaison au domaine catalytigue de JAKS3. Les tentatives de
modification de ce noyau pyrrolo-pyrimidine par Pfizer ont entrainé une diminution de
linhibition de JAK3. L’avancée majeure fut I'évolution du groupe fonctionnel principal
amine modifié en fonction d’observations empiriques. En effet, les composés ayant
un groupement de téte N-méthycycloalkyle illustré par 10 sur la Figure Annexe llla
avaient une meilleure inhibition de la prolifération cellulaire des blastes lymphocytes
T IL2. Cette population cellulaire a été choisie, car JAK3 est nécessaire a la voie de
signalisation impliquant le récepteur de IL2. Par la suite, un groupe alkyl a été ajouté

a la position 2’ du groupement cyclohexyl (11 sur la Figure Annexe llla).
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Ce groupement méthyl sera reconnu plus tard comme contributeur a
'optimisation de la sélectivit¢ du kinome. Cette modification a permis aussi
d’augmenter le pouvoir d’'inhibition de JAK1. Afin d’'optimiser la stéréochimie, Pfizer
s’est inspiré des terpénoides naturels que sont les carvones. Le noyau cyclohexane
a été mis en configuration cis a partir du (S) carvone (12 sur la Figure Annexe llla).
Cependant, la lipophilie du noyau cyclohexane des analogues du carvone entrainait
des difficultés de pharmacocinétique. Les chimistes de Pfizer se sont tournés vers le
groupement pipéridine (14 sur la Figure Annexe llla). Finalement, c’est la chaine
latérale cyanoacétamine du Tofa qui a permis la meilleure combinaison de pouvoir
d’inhibition, de sélectivité et pharmacocinétique. Le développement prit en tout trois

ans avec plus de 1 000 molécules testées [62].

Le Tofa se lie au site de fixation de 'ATP par des liaisons hydrogénes avec la
région charniere. Dans la plupart des cas, il peut interagir directement avec une
boucle riche en glycine (boucle P). De plus, le groupement méthylpipéridine se lie a
une cavité hydrophobe dans le lobe C-terminal a la base du site actif, créant des
forces de van der Waals avec des résidus d’acides aminés clés (Figure Annexe
llIb). Ce degré élevé de complémentarité de forme explique la fine sélectivité dans le

kinome pour le Tofa [106].
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Figure Annexe llla Evolution de la structure des composés jusqu’au Tofa

(D’aprés Flanagan et al.[340])

Evolution des structures des composés, de la piste issue du criblage & haut débit (9) au Tofa (1). Ce
schéma des composés séminaux représente un effort de chimie pharmaceutique d’environ 3 ans au
cours duquel plus de 1000 analogues synthétiques de cette série de pyrrolopyrimidines ont été

préparés et évalués.
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Figure Annexe lllb Cristallographie montrant la liaison du Tofa au site de

fixation de I’ATP (D’apres Clark et al.[62])

Cette superposition illustre le comportement concurrentiel du Tofa (1) a I’ATP. L’hétérocycle pyrrolo-
pyrimidine de 1 se lie a la région charniére de la kinase ou la purine de I’ATP se fixe. La disposition du
groupement de téte pipéridine de 1 positionne le groupe cyanoacétamide vers la boucle riche en
glycine (boucle P) et le cycle méthyl dans une cavité hydrophobe vers le lobe C-terminal a la base du
site actif. Ce mode de liaison et la disposition des caractéristiques structurelles de I'inhibiteur sont
censés conférer le degré élevé de sélectivité dans le kinome observé pour la famille JAK.
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Annexe IV
@ Therapeutic Advances in Musculoskeletal Disease

Review

Body composition in patients with
rheumatoid arthritis: a narrative
literature review

Jean-Guillaume Letarouilly"*’, René-Marc Flipo, Bernard Cortet,
Anne Tournadre and Julien Paccou

Abstract

Thereisgrowinginterestinthealterationsinbodycomposition (BC)thataccompany
rheumatoid arthritis(RA). Thepurposeofthisreviewisto(i)investigatehowBCiscurrently
measured in RA patients, (ii) describe alterations in body composition in RA patients and (iii)
evaluate the effect on nutrition, physical training, and treatments; that s, corticosteroids and
biologic Disease Modifying Anti-Rheumatic Disease (bDMARDs), on BCin RA patients.

The primary-source literature for this review was acquired using PubMed, Scopus and
Cochranedatabasesearchesforarticles published uptoMarch2021. The Medical Subject
Headings (MeSH) terms used were ‘Arthritis, Rheumatoid’, ‘body composition’, ‘sarcopenia’,
‘obesity’, ‘cachexia’, '‘Absorptiometry, Photon’and ‘ElectriciImpedance’. Thetitlesand
abstracts of all articles were reviewed for relevant subjects.

Whole-BCmeasurementswereusually performed usingdualenergy x-ray absorptiometry
(DXA) toquantify lean-and fat-mass parameters. In RA patients, lean massislowerand
adiposityishigherthaninhealthycontrols, bothinmenandwomen.Theprevalenceof
abnormal BC conditions such asoverfat, sarcopeniaand sarcopenicobesityissignificantly
higherinRApatientsthaninhealthy controls; thesealterationsinBCareobserved evenatan
early stageofthedisease. Dataontheeffecttreatmentson BCin RA patientsarescarce. In
the few studies published, (a) creatine supplementation and progressive resistance training
induceaslightandtemporaryincreaseinlean mass, (b) exposuretocorticosteroidsinduces
againinfatmassand (c¢) tumournecrosisfactoralpha (TNFa) inhibitors mightbe associated
withagaininfatmass, whiletocilizumabmightbeassociatedwithagaininlean mass.

TheavailabledataclearlydemonstratethatalterationsinBCoccurinRApatients, butdataon
the effect of treatments, especially bDMARDs, are inconsistent and further studies are needed
in thisarea.

Keywords: body composition, body fat and lean mass, dual energy x-ray absorptiometry,
rheumatoid arthritis
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Background

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic, immune-
mediated disease, characterised by synovitis and/or
inflammation of periarticular structures and sys-
temic inflammation.! RA is the most prevalent
inflammatory rheumatic disease, with estimated

prevalence rates in European adults ranging from
3.1 to 8.5 cases per 10,000.2 Patients with RA
exhibit alterations in quality of life and a high prev-
alence of fatigue and depression.3* The disease also
constitutes a major global health burden, as meas-
ured in disability-adjusted life years (DALYS).5

Ther Adv Musculoskel Dis
2021, Vol. 13: 1-21

DOI: 10.1177/
1759720X211015006

© The Author(s), 2021.
Article reuse guidelines:
sagepub.com/journals-
permissions

Correspondence to:
Julien Paccou

MABlab ULR 4490,
Department of
Rheumatology, CHU Lille,
2,AvenueOscarLambret-
59037 Lille Cedex

Department of
Rheumatology, University
of Lille, CHU Lille, F-59000
Lille, France
julien.paccou@chru-lille.
fr

Jean-Guillaume
Letarouilly

Bernard Cortet
University of Lille F-59000
Lille, CHU Lille F-59000
Lille, France; University
of Littoral Cote d’Opale
F-62200 Boulogne-sur-
Mer, France; Marrow
Adiposity and Bone Lab
- MABLab ULR4490Lille,
France

Department of
Rheumatology, University
of Lille, CHU Lille, F-59000
Lille, France

René-Marc Flipo
Department of
Rheumatology, University
of Lille, CHU Lille, F-59000
Lille, France

Anne Tournadre
University of Clermont
Auvergne, CHU Clermont-
Ferrand, UNH-UMR 1019,
INRA Department of
Rheumatology, F-63003
Clermont-Ferrand, France

journals.sagepub.com/home/tab

Creative Commons Non Commercial CCBY-NC: This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution-NonCommercial 4.0 License
(https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/) which permits non-commercial use, reproduction and distribution of the work without further permission
provided theoriginalworkisattributed as specified onthe SAGE and Open Access pages (https://us.sagepub.com/en-us/nam/open-access-at-sage).


https://uk.sagepub.com/en-gb/journals-permissions
https://uk.sagepub.com/en-gb/journals-permissions
mailto:julien.paccou@chru-lille.fr
mailto:julien.paccou@chru-lille.fr
https://journals.sagepub.com/home/tab

Therapeutic Advances in Musculoskeletal Disease 13

Twenty years ago, RA often led to joint destruc-
tion and considerable disability. Since then, sci-
entific progress has prompted major advances in
the treatment of the disease. Disease Modifying
Anti-Rheumatic Drugs (DMARDS), such as con-
ventional synthetic DMARDs (csDMARD:s, e.g.
methotrexate), biologic DMARDs [bDMARD:s,

e.g. tumour necrosis factor alpha (TNFa) inhibi-
tors] and targeting synthetic DMARDs [tsD-
MARD:s, e.g. janus kinase (JAK) inhibitors], can
control disease activity and thus prevent joint
destruction.®-° Moreover, in the last 20 years, RA
has become milder, with patients exhibiting fewer
severe extra-articular manifestations and lower
mortality rates.1® However, patients with RA
still exhibit excess mortality, especially from car-
diovascular disease.*? As such, for RA patients,
better evaluation of comorbidities and patients’
cardio-metabolic profiles is essential 1314

In addition to joint damage and comorbidities,
alterations in body composition have been
observed in patients with RA.151% Systemic
inflammation is the main factor underlying these
alterations, but several other factors, such as mal-
nutrition, physical disability, comorbidities, cor-
ticosteroids and bDMARDs, may also induce
alterations in  body composition in RA
patients.1”18 Evidence suggests that the propor-
tions and distribution of fat and lean mass
throughout the body have important implications
for health. Low lean mass and excess body fat are
predictors of poor health outcomes in the general
population.’® Low lean mass at its most extreme
(a condition known as cachexia) may lead to
weakness, disability and metabolic abnormali-
ties.20-22 Gains in fat mass may predispose to
obesity, diabetes, hypertension and risk of cardi-
ovascular disease.1223-25 A better understanding
of the alterations in body composition that occur
in RA patients (including those receiving
bDMARDS) is important because of the many
potential implications in terms of outcome, such
as disability and cardio-metabolic risk.

The purpose of this review is three-fold: (i) to
investigate how body composition is currently
measured in RA patients, and which parameters
are associated with abnormal body composition
conditions in those patients, (ii) to investigate
alterations in body composition in RA patients
compared with healthy controls and (iii) to inves-
tigate the effect of nutrition, physical training and

treatments (corticosteroids and bDMARDS) on
body composition in RA patients.

Methods

Data sources

For this manuscript, the authors searched the
PubMed, Scopus and Cochrane databases for
articles published up to March 2021. We also
searched for conference abstracts from selected
Rheumatology meetings: European League
AgainstRheumatism (EULAR) and the American
College of Rheumatology (ACR); and from
Nutrition meetings: International Congress of
Nutrition, European Nutrition Conference and
American Society of Nutrition, from 2018 to
2020. We manually reviewed them for inclusion.

Search terms

The Medical Subject Headings (MeSH) terms used
were ‘Arthritis, Rheumatoid’, ‘body composition’,
‘sarcopenia’, ‘obesity’, ‘cachexia’, ‘Absorptiometry,
Photon’ and ‘Electric Impedance’, in the following
combination: [‘Arthritis, Rheumatoid’ (Mesh)]
AND [‘Body Composition” (Mesh) OR ‘Electric
Impedance” (Mesh) OR ‘Obesity’ (Mesh) OR
‘Cachexia’ (Mesh) OR ‘Sarcopenia’ (Mesh)].

Inclusion/exclusion criteria

Searches were restricted to adults > 18 years old
and human studies in the English language. All
types of original studies, including clinical trials,
cohort studies, case-control studies, conference
abstracts and cross-sectional studies, as well as
meta-analyses and reviews were included and
analysed. As the definition of sarcopenia has
changed with time, we included studies in which
sarcopenia is fully described and publications in
which patients are reported as having sarcopenia
defined as low muscle mass. Protocols, case
reports and studies which did not assess whole-
body composition were excluded. The terms
‘bone assessment’ and ‘osteoporosis’  were
excluded from our search. Indeed, bone fragility
in patients with RA is beyond the scope of this
paper and a detailed discussion of this topic can
be found in excellent reviews elsewhere.?6-28

The results of the bibliographic search are shown
in Supplemental Figure 1.
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Measurement of body composition
in RA patients

Definition of body composition

The term ‘body composition’ does not refer to an
anatomic view of the body, with a description of
each tissue and its localization. Instead, it refers
to a description of the body from a chemical point
of view. For example, the three-compartment
model includes two major components (fat mass
and fat-free mass) and a minor component (min-
eral content).?° Body composition is not stable. It
is dynamic and variable, with changes occurring
in response to external or internal stimuli.3° Body
composition isa ‘living memory’ of what we have
eaten or experienced. Experiences that affect
body composition include trauma, infections and
chronic systemic inflammation.3! The assessment
of body composition provides insights into both
the nutritional status and functional capacity of
the human body.3? Several techniques are used to
measure it. In this review, we focus on those tech-
niques that are used to assess whole-body compo-
sition, such as dual energy x-ray absorptiometry
(DXA) and bioelectrical impedance analysis
(BIA). Body parts assessment of body composi-
tion using computed tomography (CT), (high
resolution) peripheral quantitative CT, bedside
ultrasound (US), or magnetic resonance imaging
(MRI) is beyond the scope of thisreview.

Currently available techniques

(Supplemental Table 1)

Dual energy x-ray absorptiometry. Dual energy
x-ray absorptiometry (DXA) was primarily used
to assess bone mineral density (BMD) and to
diagnose osteoporosis.®® DXA measures energy
absorption at two X-ray photon energy levels. By
measuring the intensities of the absorbed energy
in this way, it is possible to differentiate between
bone, fat mass and fat-free mass (FFM), which is
also known as ‘soft tissue lean mass’ (i.e. non-
bone and non-fat soft tissue), as since these tis-
sues have different X-ray attenuation profiles.3*
Nowadays, DXA is recognized as the gold stan-
dard for assessing body composition.®®> It provides
a means of quantifying fat and lean masses, both
in a single body region (e.g. arms and legs) and at
the whole-body level.With the latest generation of
densitometers, body composition can be assessed
with a single whole-body scan, with low exposure
to radiation [1 pSv, less than a standard X-ray
(100 upSv)] and fast acquisition times.* Other
benefits of this technology include simplicity,

moderate cost, availability and accuracy. DXA is
also used to assess BMD and visceral adipose tis-
sue (VAT). VAT is associated with metabolic syn-
drome and cardiovascular risk.%6-3° However,
there are limitations to using DXA to assess body
composition: trunk muscles, for instance, are dif-
ficult to evaluate using DXA. Therefore, if DXA
fat mass and lean mass measurements are derived
from arms and legs, they might over- or under-
estimate the extent of low muscle mass and obe-
sity.*0 In addition, oedema or dehydration can
bias DXA muscle and fat measurements.*:

Bioelectrical impedance analysis. BIA is used to
assess body composition by passing a low inten-
sity (500-800 mA), high frequency (50 kHz) cur-
rent through the body and then measuring several
electrical parameters  (resistance, reactance,
impedance and phase angle). The measurements
obtained provide indirect estimates of whole-
body composition. BIA assesses total body water
and can predict the amount of FFM. Its use is
based on several assumptions, namely that (1) the
human body is divided into five cylinders, that is,
the trunk and the upper and lower extremities,
with uniform electric conductivity; (2) FFM con-
tains virtually all of the water and conduction
electrolytes in the body; (3) FFM hydration is
constant and (4) conductive length equates to
stature.*? BIA can be used to assess body compo-
sition in elderly and obese patients, as well as in
patients with cancer or infections.*>%* The bene-
fits of BIA include ease of use, affordability, por-
tability of the device, absence of radiation
exposure and non-invasiveness of the technique.
It appears to correlate well with DXA and CT.3845
The limitations of BIA as a means of assessing
body composition include the fact that (1) it is an
indirect method, (2) it cannot be used to assess
BMD and VAT and (3) every specific population
assessment requires its own equation.*®

Parameters measured by DXA

Of all the techniques used to assess body compo-
sition, DXA seems to be the best compromise
between accuracy and accessibility. As DXA is
the technique used in most of the studies included
in this review, it is important to explain the main
parameters of this technique.

In 2019, the International Society for Clinical
Densitometry (ISCD) published an updated offi-
cial position on whole-body composition assess-
ment with DXA.*6 According to the ISCD, where
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adults are concerned, total body (with head) val-
ues of body mass index (BMI), total body mass
(TBM), total lean mass (TLM), total fat mass
(FM) and percent body fat (PBF) should appear
on all reports (Supplemental Table 2). Moreover,
optional DXA measurements of adiposity and
lean mass include VAT (cm?), fat mass index
(FMI: FM/height?), appendicular lean mass
(ALM, kg), appendicular lean mass index (ALMI:
ALM/height?) and skeletal muscle index (SMI:
TLM/height?). Data are also lacking on changes
in VAT. Indeed, using DXA to measure VAT is a
recent practice, but not all DXA machines are
designed to do so. Fat-free mass and fat-free mass
index (FFMI: FFM/height?) are sometimes
reported. The clinical utility of these latter meas-
urements (FFM and FFMI) is currently uncer-
tain. As such, only the recommended DXA
parameters and optional DXA parameters, if
available, are reported from the studies included
in this review.

Categories of abnormal body

composition conditions

Overfat. The term ‘obesity’ is commonly used to
refer to a BMI > 30 kg/m2. However, in RA stud-
ies, the term ‘overfat’ is used to refer to excess
adiposity (PBF). For instance, in the criteria pro-
posed by Cesari et al.,*” people aged 60-79 years-
old were defined as ‘overfat’ if their PBF was
>31% in white men, >29% in African American
men,>29% in Asian men, >43% in white women,
>41% in African American women and >41% in
Asian women.

Sarcopenia. Sarcopenia is a condition that is
commonly associated with ageing. It is character-
ised by the loss of muscle mass and muscle
strength, leading to impaired muscle function.
However, in RA studies on body composition,
‘sarcopenia’ is generally used to refer to low lean
mass (ALM, ALMI or SMI) alone using various
cut-offs (Supplemental Table 3).19:3548-55 Fqr
instance, in the criteria proposed by Baumgartner
et al.”® the mean ALMIs of young male and
female reference groups, minus two standard
deviations (SDs), were defined as the gender-spe-
cific cut-offs for sarcopenia, that is, 7.26 kg/m? for
men and 5.5 kg/m?2 for women.

A quantitative assessment is not enough to estab-
lish a diagnosis of sarcopenia. A comprehensive
assessment of muscle, muscle strength and mus-
cle function are also required. Sarcopenia is

characterised by a loss of lean mass leading to
impaired muscle function.5¢ It could also lead to
physical disability, falls, fractures and even cardi-
ovascular diseases.>”*® While many definitions of
sarcopenia have been proposed, the most com-
monly accepted definition is the one published in
2010 by the European Working Group on
Sarcopenia in Older People (EWGSOP).35 In
2019, the EWGSOP published an update to the
definition (Supplemental Figure 2). Sarcopenia is
now considered a muscle disease (muscle failure),
with low muscle strength superseding low muscle
mass as a principal determinant. If there is a sus-
picion of sarcopenia, muscle strength must be
assessed.'® Sarcopenia is probable if low muscle
strength is established (i.e. grip strength <26 kg
for men and <16kg for women OR chair stand
>15s for five rises). The diagnosis is confirmed if
low muscle mass (i.e. ALM/heightz <7.0 kg/m?2
for men and <5.5kg/m2 for women, OR ALM
<20 kg for men and <15 kg for women:) or qual-
ity (i.e. gait speed 0.8 m/s, Short Physical
Performance Battery < 8 point score, Timed-up-
and-go test > 20s or non-completion or > 6 min
for completion of 400 m walk test) is also estab-
lished. When low muscle strength, low muscle
mass/quality and low physical performance are all
established, sarcopenia is considered severe.'®

Sarcopenic obesity. In RA studies on whole-body
composition, the term ‘sarcopenic obesity’ is used
to refer to a loss of lean mass concurrent with
excess adiposity (PBF). For instance, according
to Giles et al.,'¢ sarcopenic obesity was defined as
fulfilling the criteria for both sarcopenia (as pro-
posed by Janssen et al.*®) and overfat (as proposed
by Cesari et al.*’).

Rheumatoid cachexia. The term ‘classic cachexia’
is used to refer to the condition that is character-
ised by severe loss of weight, fat and muscle mass,
accompanied by an increase in protein catabolism
due to underlying disease(s).>®

Despite numerous publications on ‘rheumatoid
cachexia’ (RC), there is no consensus on the clin-
ical criteria for its diagnosis. RC is a dramatic
change in body composition characterised by the
loss of muscle mass with or without loss of fat
mass, resulting in no or limited changes in BMI.%°

The most used criteria for establishing RC are
those proposed by Engvall et al.,5! that is FFMI
below the 10th percentile and FMI above the
25th percentile. Data from a Swiss population
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sample of healthy adults (2986 men and 2649
women) were used to establish a body composi-
tion index that determines RC.

Sarcopenia and rheumatoid cachexia: two different
conditions!. As the loss of muscle mass is com-
monly evaluated in both RC and sarcopenia,
these syndromes are often confused with one
another. However, the diagnosis of sarcopenia is
established based on an assessment of muscle
alone, while the diagnosis of RC is based on an
assessment of both muscle and fat.

Alterations in body composition

in rheumatoid arthritis

Body composition in RA patients was assessed
(mainly by DXA) in several studies. We drew a
distinction between studies that included patients
with early RA and those that included patients
with established RA. Moreover, data on the prev-
alence of abnormal body composition conditions
(sarcopenia, overfat, sarcopenic obesity and RC)
are also reported, if available. Results are sum-
marized in Table 1.

Early rheumatoidarthritis

We found four case-control studies (n =105-317
cases) in which alterations in body composition
were assessed in patients with early RA.1562-65

In 2009, Book et al.*> compared with 132 early RA
patients (women: 72%; mean age: ~60 years old;
disease duration: <1 year) with controls matched
one-to-one for age and sex. All of the patients who
had been treated with corticosteroids or csD-
MARDs prior to inclusion had been treated for
fewer than 30 days. Fewer women (31%) than
men (38%) had been treated with corticosteroids,
with a mean daily dose of 6.5 and 8.0 mg, respec-
tively. Body composition was assessed by DXA.
Appendicular lean mass was lower in RA patients
compared with controls in both women and men
(women: 16.8 versus 17.6 kg, p =0.007; men: 23.0
versus 25.8kg, p <0.001). TLM was significantly
lower in RA men (but not RA women) (54.4 ver-
sus 58.3 kg, p = 0.012), whereas weight, BMI and
FM were significantly higher in RA women (but
not RA men) (68.1 versus 64.0kg, p=0.016; 25.1
versus 23.7 kg/m?, p=0.012; and 26.1 versus
23.0 kg, p =0.014, respectively).

In a longitudinal follow-up of their previous
study, Book et al.®? compared 63 RA patients

(women: 71%; mean age of women: 58.3 years;
mean age of men: 60.7 years; mean disease dura-
tion: 7 months) with 63 healthy controls matched
for age and sex. At 2 years, the changes observed
in the RA group were generally less pronounced
than those observed in the control group. In both
men and women, loss of TLM was significantly
less in RA patients compared with controls
(women: —0.29 versus —1.48 kg, p = 0.002; men:

0.09 versus —2.94 kg, p = 0.002) and gain in FM
was significantly less in female patients compared
with female controls (0.44 wversus 2.83 kg,
p = 0.002).62 However, due to the small sample
size and the modest follow-up time, no definitive
conclusions can be drawn and this study was con-
ducted in the pre-bDMARDs era.

The occurrence of alterations in body composi-
tion in early RA was confirmed in three stud-
ies.5365 In 105 Vietnamese women with RA
(disease duration < 3 years) compared with healthy
age-matched controls, mean weight and BMI
values were similar, but higher FM (19.1 versus
16.9 kg, p = 0.007) and lower ALM (12.9 versus
14.1 kg, p = 0.02) were observed.5® Moreover, the
prevalence of abnormal body com- position
conditions was significantly higher in RA patients
compared with controls (all p<0.001):

(i) sarcopenia (18.1 versus 9.5%, using the criteria
proposed by Hull et al.?*), (ii) overfat (41.9 versus
31.4%, using the criteria proposed by Gallagher
et al.®5) and (iii) sarcopenic obesity (12.4 versus
3.8%, using the criteria for both sarcopenia and
overfat).5% In another recent study, the cohort was
composed of 317 early arthritis patients (symp-
tom duration < 2 years; 84% RA according to 2010
ACR/EULAR criteria®) with no prior treat- ment
with DMARDs.%4 Mean age was 61 + 7 years and
mean BMI was 28.0 kg/m2. The cohort was
compared with 1268 non-arthritis controls from
the Rotterdam study, matched one-to-four for
age, gender and ethnicity (Caucasian, African or
Asian).8” Compared with controls, BMI and FMI
were higher (both p < 0.01) in arthritic women
(but not in men), ALMI was lower in both sexes
(p < 0.01) and sarcopenia was 4-5 times more
common in early arthritis patients than in con-
trols (women: 5.5 versus 1.3%; men: 8.2 versus
1.5%; both p < 0.01; using the criteria proposed
by Baumgartner et al.*®). Similar results (higher
PBF and lower ALM in RA patients) were found
in an Estonian study.® In that study, the authors
compared the DXA-acquired body composition
data of 91 early RA patients (72% women) with
those of 328 controls (54%) women. 41.8% of
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Table 1. Body composition in patients with early and established RA versus controls.

References

Patients (n)

Controls

Mean age in years Disease duration

Conclusion

Book etal.t5

Book etal.62

Daoetal.s3

Turketal.64

Mdlleretal.ss

Gilesetal.16

Reinaetal.s6

Elkanetal.s”

Lemmeyetal.s8

Delgado-Frias
et al.e®

132(95F/37M)

63 patients
(45F/18M)
63 controls

matched for sex

and age

105F

317 (219F/98M)

91 (66F/25M)

189(117F/72M)

89F

60 (50F/10M)

82 (53F/29M)

100F

132 (95F/37M) matched
for current smoking
when possible.

Early treatment with
DMARDs

105matchedforage

1268 (875F/393M) from
the Rotterdam Study
113 and matched for
ethnicity, genderandage

328matchedforsexand
age

189 matched for sex,
race and age

100 matched forage

Age-and sex-matched
European reference
population

85matchedforsexand
age

98matchedforage

58.4+15.8 (F)

64.5:9.7(M)

58.3+15.7inF
patients
66.2+11.5inM
patients

56.3+8.7

61.0£7.0

52+2

59.9+8.4

6218

7.5+2.8months(F)

7.3+2.7months(M)

Lower ALM, higher BMI, higher
FM and higher trunk fat mass in
Female RA patients

LowerTLMandlowerALMin
Male RA patients

7.2 +2.9 in F patients In both men and women TLM

7.6+£3.0inMpatients

21.6+2.8months

7 (3-22) months

215+24days

9(5-17) years

13.749.5years

F: 65.5(60.0-75.0) F:13.0(9.0-23.0)

M: 60.5
(55.0-67.0)

60.9+11.7

55.6%9.3

years
M: 15.5 (6.0-24.0)
years

23.8+19.0months

NR

decreased significantly less in
patients compared with controls,
p=0.002forwomenandp=0.002
for men

FM increased significantly lessin
female patientscomparedwith
female controls (p = 0.002)

Higher BMI, FM and PBF in RA
patients

Higher prevalence of sarcopenia,
overfat and sarcopenic obesity in
Female RApatients.

LowerALMI(bothinFand M),
higher BMIand FMI (F)

Sarcopenia4-5timesmore
commoninRApatientsthanin
controls

HigherPBFandlowerinRA
patients

Higher BMI, higher FM, higher
FMI, higher trunk fat mass,
higher PBF and lower TLM/FM in
Female RApatients

Higher prevalence of sarcopenia,
overfat and sarcopenic obesity in
Female RApatients.

Lower ALM in Male RA patients

ALM, ALMIand TLM lowerin RA
patients

Higher prevalence of sarcopenia
inRA patientsthanincontrols

HigherBMIandlower FFM/FFMI
in F RA patients.

HigherFMand FMIin RA patients
compared with reference
population

Higher PBF and FM and lower %
ALM in RA patients

No difference between the two
groups

(continued)

journals.sagepub.com/home/tab


https://journals.sagepub.com/home/tab

J-G Letarouilly, R-MFlipoetal.

Table 1. (continued)

References Patients (n) Controls Mean age in years Disease duration Conclusion

Ngeuleuetal.’0 123(107F/16M) No controls 52.3+13.2 9.8+8years 40% of patients diagnosed with
sarcopenia

Vliestraetal.’t 82 (60F/15M) 75 patients with 61.1(13.3) NR 17.1% of RA patients diagnosed

osteoarthritis (45F/30M) with sarcopenia versus 29.3% of
patients with osteoarthritis (non-
significant)
Higher prevalence of sarcopenic
obesity in patients with
osteoarthritis

Toriietal.”2 388F No controls 65 (54.3-72.0) 9(4.0-21.0) years 37.1% of patients classified as
having sarcopenia (14.7%: severe
sarcopenia, 22.4%: sarcopenia)

Linetal.”s 457 (378F/79M) 1860 nonmatched 49.5+13.1 54(24-118)months Lower ALMI in RA patients

Tadaetal.” 100 (78F/22M) No controls 68.0(59.0,76.0)  5.5(1.2,11.3)years 28%of patientsdiagnosed with
sarcopenia (F: 26.9%; M: 31.8%).

Mochizuki 240(189F/51) No controls 75.046.2 13.8£11.1 29.6% of patientsdiagnosed with

etal.’s sarcopenia.

Feklistov et al.7640F 40F controls 63+7 NR Sarcopeniaoccurredin 10 (25%)
RApatientsandin5(12.5%)
people without RA (p>0,05)

Kondrashov 110M 30 controls matched for ~ 59(53;65) NR Sarcopenia detectedin66 (60%)

etal.7”7 age andBMI of RA patients, whereasin the
control groupitwasabsent.

Casabella 55F 55 controls 58+12 NR Nineteen RA patients (35%)

et al.78 presented sarcopenia

Parketal.”® 294 Nocontrols NR NR 8.2% of 294 RA patients had
sarcopeniaatthetime of
enrolment

ElMaghraoui 178 (147F/31M) No controls 54.1+11.5 8.9+7.4years 53.9% of patients diagnosed with

et al.so RC(F:53.7%andM: 54.8%)

Engvall et al.6! 60 (50F/10M) No controls F: 66.0(63.0-69.0) F:13(9-23)years 38% of patients categorized as

M: 60.0 M:16.016(6-24) having RC
(51.0-70.0) years

Hugo etal.8! 57 (41F/16M) No controls 57.6+10.2 3.8+3.0years 18% of patients categorized as
having RC

Elkan et al.82 80(61F/19M) No controls F: 60.8(57.3-64.4) F:6.0(2.0-15.0) 18% of Fpatientsand 21% ofM

M: 63.4 M: 5.0 (3.0-9.0) patients categorized as having RC
(59.8- 66.9)
Santoetal.83 90 (78F/12M) No controls 56.5+7.3 8.5(3.0-18.0) years 13.3% of patients categorized as

having RC

Results are expressed as mean +* standard deviation or median (25th-75th percentile).
ALM, appendicular lean mass; ALMI, appendicular lean massindex; BC, body composition; BMI, body massindex; F, female; FFM, fat free mass;
FFMI, fat free massindex; FM, total fat mass; FMI, fat massindex; M, male; NR, not reported; PBF, body fat percentage; RA, rheumatoid arthritis;
RC, rheumatoid cachexia; TLM, total lean mass.
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the early RA patients and 19.8% of the controls
were classified as having sarcopenia and 68.1% of
the early RA patients and 47.3% of the controls
were overfat.

Compared with healthy controls, patients with
early RA exhibit alterations in body composition,
with higher fat mass and lower lean mass leading
to abnormal body composition conditions.

Established rheumatoid arthritis

We found five case-control studies (n = 60-189
cases) in which alterations in body composition
were assessed in patients with established
R .16,66-69

In 2008, Giles et al.*® reported alterations in body
composition in a cohort of 189 RA patients
(women: 62%; mean disease duration: 9 years; no
previous exposure to bDMARDSs: 55%). The RA
patients were compared with non-RA controls
matched for age, gender, weight and ethnicity.
Weight, BMI and FM were significantly higher in
women with RA (all p < 0.05), but not in men,
compared with controls. No significant differ-
ences were found between men with RA and con-
trols in any body composition parameter except
for ALM, which was lower (24.7 versus 26.1 kg,
p = 0.039). A significant association was found
between RA status and greater prevalence of
abnormal body composition conditions in
women, but not in men; (i) sarcopenia (21.4 ver-
sus 7.7%, p = 0.004, using the criteria proposed
by Janssen et al.*?), (ii) overfat (57.3 versus 35.0%,
p = 0.001, using the criteria proposed by Cesari
et al.*") and (iii) sarcopenic obesity (11.1 versus
2.6%, p=0.008).

These results were confirmed in most studies,6-68
but not all.5° Reina et al.®® reported alterations in
body composition in a case-control study of 89
women with RA (mean disease duration:
13.7 years). The control group was composed of
100 patients with non-inflammatory rheumatic
disorders. TLM and ALM were significantly
lower (p <0.001) in RA patients compared with
controls and no difference in FM was observed.
RA patients fulfilled the criteria for sarcopenia in
44% of cases versus 19% of controls (p <0.001,
using the criteria proposed by Janssen et al.*°). In
a study of 60 RA patients (women: 83%; mean
disease duration: 13 years; receiving DMARDs
such as methotrexate, sulfasalazine, leflunomide
and TNFo inhibitors: 68%). Elkan et al.®’

reported higher FM (p < 0.05) both in women
and men, and lower TLM (p < 0.001) in women
(but not in men) compared with the reference
population. In a case-control study, Lemmey
et al.®® compared 82 RA patients treated exclu-
sively with csDMARDs (mainly methotrexate) in
a treat-to-target (T2T) protocol with 85 matched
controls. Although the RA patients responded
well to the treatment (mean DAS28=2.8, with
49% in remission), they had lower ALM (—9.9%,
p <0.001) and higher FM (+26.5%, p < 0.001)
than controls.®®

Compared with controls, patients with estab-
lished RA also have higher fat mass and lower
lean mass leading to abnormal body composition
conditions. Moreover, the benefits of the T2T
strategy in reducing inflammation (i.e. disease
activity) failed to improve body composition
parameters.

Sarcopenia in patients with RA

We found ten cross-sectional studies (n = 40-457
RA patients) that specifically sought to evaluate
the prevalence of sarcopenia in established ra 70-
79

Although sarcopenia seems to be more frequent in
RA patients compared with controls,1516.63.6466 jt js
difficult to provide conclusive evidence since the
studies used different definitions for sarcopenia
and involved different populations. In a cross-sec-
tional study of 123 Moroccan RA patients (women:
87%; mean disease duration: 9.8 years; patients
receiving csDMARDSs: 90.2%; patients receiving
bDMARDs: 8.1%),° the prevalence of sarcopenia
was reported to be 39.8% (using the criteria pro-
posedbyBaumgartner et al.*®),butmusclestrength
and physical performance were not evaluated. In
another cross-sectional study involving 82 patients
with RA (women: 73.2%), Vlietstra et al.”* found
thatthe prevalence of sarcopenia (using thecriteria
proposed by Studenski et al.®) and sarcopenic
obesity (using the criteria proposed by Gallagher
et al.®®) were 17.1% and 15.9% respectively. On
the other hand, in a cross-sectional study of 388
consecutive women with RA, conducted by Torii
et al.,”® sarcopenia was defined as the presence of
low muscle massand either low muscle strength or
low physical performance, as per the consensus
report of the Asian Working Group for Sarcopenia
(AWGS)>* and 37.1% of the patients were classi-
fied as having sarcopenia.” In another cross-sec-
tional study, Lin et al.”® evaluated body composition
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by BIA in 457 Chinese RA patients (women:
82.7%; mean age: 49.5 years) and found that low
ALMI, with sarcopenia in 45.1% of the patients,
using the AWGS criteria,>was the main character-
istic of Chinese RA patients. In two other studies
using BIA and the same criteria for sarcopenia,’"®
the prevalence of sarcopenia among Japanese
patients with RA was found to be 28% (n = 100;
mean age: 66.1 years; women: 78%) and 29.6%

(n = 240; mean age: 75.0 years; women: 78.8%),
respectively.

The prevalence of sarcopenia in RA patients
ranged from 17.1% to 60%, depending on the
population that was evaluated and the assessment
technique and diagnostic criteria that were used.

Rheumatoid cachexia

We found four cross-sectional studies®®-83 (n = 57—
178 patients) that specifically sought to evaluate
the prevalence of RC using DXA and the criteria
proposed by Engvall et al.%*

As already mentioned, RC is another alteration in
body composition observed in RA. Engvall et al.
defined RC as FFMI < 10th percentile and FMI
> 25th percentile.®! The prevalence of RC ranged
from 18% to 53.9%, depending on the cohort. El
Maghraoui et al.®® found the highest prevalence
(53.9%), while Santo et al.® found the lowest
prevalence (13.3%). Since this alteration in body
composition is characterised by a loss of lean
mass, RC is also associated with physical dis-
ability and mortality.58

The effect of treatments on body
compositionin patients with RA

Since body composition depends on several fac-
tors that can be potentially modified, this raises
the question as to whether acting on these factors
modifies body composition in RA. In this section,
we investigate the effect of non-pharmaceutical
treatments (i.e. nutrition and physical activity)
and pharmaceutical treatments (i.e. corticoster-
oids and bDMARDS) on body composition in
patients with RA. The results are summarized in
Table 2.

Nutritional intervention

We found two small double-blind randomised
placebo-controlled trials (n = 35-40)8:8% in which
DXA was used to evaluate changes in body

composition in RA patients 12 weeks after an ana-
bolic nutritional intervention.

Wilkinson et al.® investigated whether anabolic
nutritional supplementation could increase ALM.
The participants were randomized to receive a
drink containing either supplementary creatine
(n = 15) or placebo (n = 20) for 12 weeks. A slight
increase in ALM (+0.52 £+ 0.13 kg) was observed
in the creatine supplementation group, while no
significant changes were observed in the placebo
group (between-group, p = 0.004). Twelve weeks
after cessation of the creatinine supplementation
regimen, no significant differences in ALM were
observed between the two groups. Other body
composition parameters, such as FM, were not
affected by creatine supplementation. Moreover,
anabolic nutritional supplementation had  no
effect on muscle strength and physical perfor-
mance, either immediately or 12 weeks after ces-
sation of supplementation. In another study,
Marcora et al.®® compared the efficacy on body
composition (with ALM as the primary outcome)
of a mixture of B-hydroxy-p-methylbutyrate, glu-
tamine and arginine (HMB/GLN/ARG) and a
mixture of other non-essential amino acids used
as placebo. At 12 weeks, the authors found no sig-
nificant differences in ALM, or in any of the
measured body composition parameters, between
the intervention group and the placebo group.

The findings reported in these studies suggest
that oral creatine supplementation induces a
slight and temporary increase in ALM, with no
changes in any of the other body composition
parameters. However, due to the limitations of
these studies (small number of patients and short
period of time), no definitive conclusions can be
drawn.

We found one small double-blind randomised
placebo-controlled trial (n = 70)% in which BIA
was used to evaluate changes in BFP in RA
patients 3 months after barberry extract (6 cap-
sules of 500 mg per day). The results showed a
slight decrease in BFP (—1.03 versus 0.37,
p =0.05) in the intervention group compared with
the placebo group. No lean mass measurements
were performed.

Physical training

We found three small randomised controlled tri-
als (n = 20-100)°+-%in which DXA was used to
evaluate changes in body composition in RA
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Table 2. Effect of nutrition, physical training and DMARDs on body composition in RA.

References Type of study Patients Treatment Mean age (years) Disease duration Conclusion

Wilkinson etal.s8 24-week, double- 35 (15 in treatment  Creatine 63.1+10.0yearsin 112.5+82.8monthsin Significant increase in
blind, randomized, groupand20inplacebo supplementation: creatine group creatine group ALMinthecreatine group
placebo-controlled group) 20grams (4x5g/day) for (0.52+0.13kg), withno

Marcora etal.s®

Aryaeian etal.%

Siqueiraetal.ot

Marcoraetal.??

Lemmey et al .93
Lemmeyetal.%*

Cooneyetal.®s

trial

Randomized
controlled trial

Double-blind,
randomized,
placebo-controlled
trial

Randomized,
blinded, prospective,
16-week controlled
trial

Randomized
controlledtrial

Randomized
controlled trial
Follow up of the
previoustrial

Prospectivestudy

20 patients in
supplementation group
20inplacebogroup

31patientsin
supplementation group
31in placebo group

100 female patients (33
inland-based exercise
group, 33 in water-

based exercise group,
and 34 in control group)

10patientsinhigh-
intensity progressive
resistance training
10patientsincontrol
group

13patientsinhigh-
intensity progressive
resistance training
15patientsincontrol
group

10patients(8F/2M)

theinitial 5days (loading
dose) followed by 3 g/
day for the remainder
of the 12-week period
(maintenance dose)

b-hydroxy-b-
methylbutyrate,
glutamine and arginine
for 12 weeks

1500mg barberry extract
for12weeks

Water-based aerobic
group

High-intensity
progressive resistance
training

High-intensity
progressive resistance
training

8weeksofexercise

57.26+10.4yearsin
placebogroup

54+10

48.61 +11.69 in
supplementation
group

47.1+10.75in placebo
group

55+6in water-based
exercise group
54+5.1inland-based
exercise group
53.2+7incontrol
group

53+13inintervention
group

54+10in control
group

55.6+8.3

64+6

141.46+160.1 months in
placebo group

NR

9.2+3.1yearsin water-
basedexercisegroup
7.7+2.9years in land-
basedexercise group
8.5+4yearsin control
group

8.9+5.7yearsin
intervention group
7.3+5.3years in control
group

74+76months

11+12years

changeintheplacebogroup
(0.05+0.13kg); between-
groupp=0.004). 12weeks after
cessation of supplementation,
nosignificantdifferencein ALM
orTLM between the two groups

At12weeks, nosignificant
difference between the two
groups

At 12 weeks, significant
decrease in PBF in the
supplementation group versus
placebo group

No significant differences
intotalbody composition
(including body weight, lean
orfatmass)inany ofthe
groupsduring the period of
intervention.

At 12 weeks, significant
increaseinTLMandsignificant
decrease in PBF in the
high-intensity progressive
resistance training group
compared with controls.

Significantincrease in TLM
(p=0.006)and ALM (p=0.004)in
the high-intensity progressive
resistance training group
compared with controls.

No difference between the two
groups after 3years of follow

up

Significant decrease in PBF

(continued)
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Table 2. (continued)

References

Type of study

Patients

Treatment

Mean age (years)

Disease duration

Conclusion

Konijnetal.o6

Engvalletal.1?

Resmini etal.®?

Engvalletal.o8

Marcoraetal.??

Serelisetal. 100

Toussirot etal.18

Metsiosetal.101

Ancillary study of
COBRA-light (non-
inferiority) trial

Controlled cross-
sectional study

Case-controlstudy

Ancillary study

of Swefot (open,
multicentre,
randomised study)

Randomizedphasell
controlledtrial

Prospective study

Single-centre,
prospective, open-
label study over
2 years

Prospective study

54 patients in COBRA-
light group

54 patients in COBRA
group

50 patients treated with
prednisolone

50 patients never
treated with
prednisolone

26 patientsinRA
78 non matched
controls

22 patients in MTX-SLZ-
HCQ group

18 patients in MTX-IFX
group

12 patientsinETN
group
12patientsinMTX
group

19F patients

EightpatientswithRA

20 patientsin treatment
group

12 controls matchedfor
age, sex and BMI

COBRA-light group
(prednisolone 30 mg/day,
taperedoffto7.5mg/day
in 8weeks)

COBRA group
(prednisolone 60 mg/day,
taperedoffto7.5mg/day
in 6weeks)

Prednisolone

Low doses of prednisone
(5mgeverydayori0Omg
every 2days)

To compare MTX-SLZ-
HCQ versus MTX-IFX

ETN

TNFainhibitors

TNFa inhibitors (IFX,
ADA, ETN)

TNFainhibitors

51+12in COBRA-light
group

54+13inCOBRA
group

63 (56-68) in
prednisolone group
64 (55-68)in control
group

62.0+10.1inRA
group

59.5 (58.0-67.0) in

MTX-SLZ-HCQ group
56.0 (42.0-73.0) in

MTX-IFX

54+11inETNgroup

50 +15 in MTX group

54+18

60.5+3.4inRAgroup

61.1+6.8

20(9-40) weeksin
COBRA-light group

16(9-33)weeksin
COBRA group

7.5 (4-12) years in
prednisolone group

8(5-18) yearsin control
group

NR

5.4+2.9monthsin MTX-
SLZ-HCQ group
4.9+3.4monthsin
MTX-IFX

<6months

9+7years

8.4+2.5yearsinRA
group

17.3t11.4years

Nodifferencebetweenthetwo
groups. Significant increase in
totalbody andfatmassesinall
patients. However, no change
intrunk/peripheralfatratio

Significantincreasein FMand
PBF in prednisolone group
comparedwith controlgroup
No difference in lean mass
between the two group

Significantdecreasein TLMin
RA group

Increase in fat mass (+3.77kg,
1.63-5.90; p=0.040) with
infliximab at 24 months.
Changes in lean mass did not
differ significantly between the
treatment groups

At 24weeks, only armlean
masswas significantly higher
with etanercept compared with
MTX

At 1year, nochangeinbody
composition

In RA group, significant
increaseinBMI(p=0.05),and
trend towards significance for
weight(p=0.07)and visceral fat
(p=0.059).

At 12weeks, no significant
change in body composition

(continued)
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Table 2. (continued)

References Type of study Patients Treatment Mean age (years) Disease duration Conclusion
Tournadreetal.l02  lyearopenfollow- 21patientswithRA Tocilizumab 57.8+10.5 8.5(1.7-21.5) years At 1year, significant gainin
up study 21 controls matched weight and BMI. In contrast,
forage,sex, BMIand TLM, ALM and FFMIincreased
criteria for metabolic at lyear.
syndrome No change in VAT
Toussirot etal.103 Multicentre open- 107patients(78F/29M) Tocilizumab 56.6+13.5 9.9+8.1years NochangeinFMandPBF

Vialetal.104

Chikugo etal.105

label study

1-year open
monocentric follow-
up study

3-monthprospective 8femalepatientswith
RA

study

52 RA patientsin TNFa

inhibitors
23RApatientsinnon
TNFoainhibitors
21RApatientsin
csDMARDs

TNFa inhibitor
NonTNFainhibitors
csDMARDs

Tofacitinib versus
bDMARDs

TNFa inhibitors:
56.9+11.2

Non TNFa. inhibitors:
56.9+11.2
csDMARDs:
57.9+10.8

TNFa inhibitors: 4.2
(1.6-12.0)

Non TNFa inhibitors: 5.4
(2.3-14.8)

c¢sDMARDs: 0.3(0.1-3.8)

Tofacitinib: 55.3+19.5 8.5+6.6yearsin

bDMARDs:57.0+14.7

tofacitinib group
5.8+10.8yearsin
bDMARDsgroup

during the study

TLM, FFMIand ALMIincreased
significantly in TNFainhibitors
group

No change in body composition
was observed in non TNFa
inhibitors group

No change in body composition
was observed in csDMARDs
group

At3months, body weightof
patients in tofacitinib group
tended toincrease (p=0.06).
Significantincreasein PBF
(p<0.05),butnochangein
TLM.

No change in body composition
in bDMARDsgroup

Results are expressed as mean + standard deviation or median (25th-75th percentile).
ADA, adalimumab; ALM, appendicular lean mass; ALMI, appendicular lean mass index; bDMARDs, biological disease-modifying anti-rheumatic drugs; BIA, bioelectrical impedance; BMI,

body mass index; COBRA, combinatietherapie bij reumatoide artritis; csDMARDs, conventional synthetic disease modifying anti-rheumatic drugs; DXA, dual X-ray absorptiometry; ETN,
etanercept; F, female; FFM, fat free mass; FFMI, fat free massindex; FM, total fat mass; FMI, fat massindex; HCQ, hydroxychloroquine; IFX, infliximab; M, male; MTX, methotrexate; NR,
notreported; PBF,bodyfatpercentage; RA,rheumatoidarthritis; SLZ,sulfasalazine; TLM, totalleanmass; TNFa, tumournecrosisfactoralpha; VAT, visceraladiposetissue.
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patients 12—-24 weeks after a physical training
intervention.

Siqueiraet al. randomized 100 women with RA to
three groups: one with land-based exercises, one
with water-based exercises and one without exer-
cise (control group). After 16 weeks, no significant
changesin body composition or in muscle strength
were observed between the groups.®® In a pilot
trial, 10 patients participating in a supervised pro-
gressive resistance training (PRT) program were
compared with 10 patients with no training pro-
gram. At 12 weeks, a significant gain in TLM (pri-
mary outcome) (+1.2 kg, p = 0.005) and a
significant loss of PBF (—1.1%, p = 0.047) were
observed.®2 Moreover, it was the increase in ALM
that accounted for the significant increase in lean
mass; changes in body composition were found to
be associated with improvements invarious physi-
cal function parameters.®? In a randomised con-
trolled trial involving 28 patients, Lemmey et al.
confirmed the efficacy of high-intensity PRT in
restoring muscle mass and function in patients
with RA.%2 At 24 weeks, the authors observed a
significant gain in TLM (+1.5 kg, p <0.01) and
ALM (+1.2 kg, p < 0.01) in the high-intensity
PRT group, but no changes in the control group
(home-based range of movement exercise).®® Ina
3-year follow-up study, the authors reported that
long-term resumption of normal activity resulted
in the loss of PRT-induced improvements in lean
mass and strength-related function.®* In a small
prospective non-controlled study assessing 8 weeks
of exercise (aerobic exercise followed by PRT 3
times per week) in 10 RA patients (eight women;
age 64 + 6 years; disease duration 11+ 12 years), a
significant decrease in PBF assessed by BIA was
found (—9%).%° No lean mass measurements were
performed.

The findings reported in these physical training
intervention studies demonstrate that PRT
improves lean mass and physical function.

Corticosteroids

Chronic exposure to corticosteroids is known to
induce cushingoid appearance and weight gain.1%
Despite this, corticosteroids are recommended at
the beginning of treatment for RA, but only as a
short-term treatment. They should be tapered off
as quickly as clinically feasible.10”

We found three studies (one prospective study
and two cross-sectional studies)'”%6:97 in which

DXA was used to evaluated changes in body
composition (particularly fat mass and redistribu-
tion) in RA patients following corticosteroid
treatment.

In a prospective study, Konijn et al. investigated
the effects of two different high-dose, step-down
prednisolone regimens on body composition in
early RA patients after 26 weeks of treatment.
This study was part of the larger multicentre
COBRA-light trial (Combinatietherapie Bij
Reumatoide Artritis), which assessed the non-infe-
riority of COBRA-light therapy (prednisolone
30 mg/day, tapered off to 7.5 mg/day in 8 weeks,
and methotrexate (MTX) escalated to 25 mg/
week in 8 weeks) versus COBRA therapy (predni-
solone 60 mg/day, tapered off to 7.5 mg/day in
6 weeks, MTX 7.5 mg/week and salazopyrine 2 g/
day). Overall, 108 patients were evaluated (n = 54
in each group). All patients exhibited a significant
increase in total body and fat mass (TBM + 1.6 kg, p
< 0.001 and FM + 1.3, p < 0.001 respectively).
Surprisingly, no changes in fat redistribution
(trunk/peripheral fat ratio) were observed.?® No
significant changes in lean mass (total and appen-
dicular) were observed in either group. In a cross-
sectional study, body composition was assessed
by DXA in 100 RA patients (50 women) with a
median [interquartile (IQR)] disease duration of
8 (4-15) years. Fifty had been treated with pred-
nisolone (5-7.5 mg) for at least 2 years and 50
gender- and age-matched patients had not. A sig-
nificant increase in FM and PBF was observed in
the prednisolone group compared with the con-
trol group, but no significant differences in fat
redistribution and TLM were observed between
the two groups.'” In another study, body compo-
sition was evaluated after endogenous (Cushing’s
syndrome) and exogenous (RA women, n = 26)
exposure to glucocorticoids (5 mg of prednisone
every day or 10 mg every 2 days).®” However, due
to the study design, no definitive conclusions
could be drawn.

The findings reported in these studies demon-
strate that exposure to corticosteroids increases
total body and fat mass but, surprisingly, induces
no changes in fat redistribution and lean mass.

Biologic disease modifying

anti-rheumatic drugs

Individually-tailored treatment strategies featur-
ing early and aggressive DMARDs use and fre-
guent monitoring of treatment response to
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achieve low disease activity (preferably clinical
remission) form the cornerstone of pharmacologi-
cal treatment in RA.1°7 Conventional synthetic
DMARDs are recommended as part of the first-
line treatment strategy.%”

To date, no studies have been published that have
specifically sought to investigate the effect of csD-
MARDs on body composition in RA patients.
Biologic DMARDs are considered if the response
to csDMARD:s is insufficient or if the latter are
contraindicated.'°” Most of the data on body com-
position were from studies on TNFa inhibitors.

We found two randomised controlled trials%-%°
and four small prospective studies!®100.101 jn
which the effect of TNFa inhibitors on body
composition in RA patients was assessed, mainly
using DXA.

Engvall et al. investigated 40 early-RA patients in
whom treatment with methotrexate (MTX) at a
dose of up to 20 mg/week for 3 months had failed.
The patients were randomised to an ‘addition of
sulfasalazine and  hydroxychloroquine’  group
(n = 22) or an ‘addition of TNFa inhibitors (inflixi-
mab)’ group (n = 18). At 24 months, a significant
increase in FM was observed in the infliximab treat-
ment group (+3.8 versus +0.4 kg, p = 0.04), while
changes in lean mass (both ALM and TLM) did
not differ significantly between the two groups.%

Marcora et al. conducted a study to assess the
effect of etanercept on body composition. Twenty-
four patients with early RA (disease duration <6
months) were randomized to two groups. In one
group, the patients were treated with etanercept (n
= 12) and in the other with MTX (n = 12). At 24
weeks, no significant changes in body
composition were found.®® Similar findings (i.e. no
significant changes in body composition) were
reported with TNFa inhibitors in three small
prospective  studies (n = 8-20) with various
follow-up  intervals (12 weeks to 2 years) and
without control groups.t8100.191 On the other hand,
in a 1l-year open follow-up study involving 83
RA patients (75% women; mean age 58.5 years;
median dis- ease duration 3.7 years), Tournadre et
al.*** found significant changes in lean mass
parameters in patients treated with TNFa
inhibitors. In that study, the body composition
parameters of 47 bDMARDs-naive  patients
(mainly etanercept, n = 35) with active RA were
compared with those of patients treated with
csDMARDs alone (n = 18)

or with non-TNFa inhibitor bDMARDs (n = 18
including 2 with tocilizumab, 10 with rituximab
and 6 with abatacept). No significant difference
in BMI changes over time was observed in any of
the treatment group. After 1 year of TNFa inhibi-
tors, lean mass as assessed by TLM (p = 0.015),
FFEMI (p = 0.013) and ALMI (p =0.010) increased
significantly and was associated with an improve-
ment in muscle function and strength. No change
in body composition was observed at 12 months
in patients treated with non-TNFo inhibitor
bDMARDs or csDMARDs.1%* However, due to
the lack of randomisation and the small sample
size of the controls, no definitive conclusions can
be drawn. Moreover, 45% of patients were on
steroids (median dose 6.5 mg/day) with a hetero-
geneous distribution between the groups (72.2%
in the non-TNF inhibitor bDMARDs group ver-
sus 38.3% in the TNF inhibitor groups versus
33.3% in the csDMARDSs group).

In two open, prospective 1-year follow-up stud-
ies, treatment with the interleukin-6 (IL-6) inhib-
itor, tocilizumab, was reported to be associated
with a gain in lean mass, but with no change in fat
mass'102,103

Tournadre et al.**? investigated the effect of tocili-
zumab on body composition in 21 patients with
RA.2 At baseline, the patients were compared with
21 controls matched for age, sex, BMI and meta-
bolic syndrome criteria. After 1 year of treatment
with tocilizumab, the authors observed a significant
gain in weight and BMI (+1.9 kg, p < 0.01and
+1.2 kg/m?, p < 0.01 respectively). Significant gains
in ALM and TLM were observed at 12 months
(+1.0 kg, p <0.001 and +1.1 kg, p < 0.05 respec-
tively). In contrast, no changes in FM were
observed.1%4 These findings in respect of lean mass
were recently confirmed in a French multicentric
study (the ADIPRAT study) conducted by
Toussirot et al.*% In that study, the authors assessed
107 RA patients who had begun treatment with
tocilizumab. BC was evaluated by DXA at baseline
and at 6 and 12 months. Significant increases in
TLM were observed at 6 and 12 months (+1.0 kg, p
= 0.01 and +1.3 kg, p = 0.02 respectively). Fat
parameters did not change over time.

IL-6 is a myokine (i.e. a cytokine produced and
released by myocytes under the action of contrac-
tile activity).1%® During exercise, its secretion
induces an increase in the production of hepatic
glucose, which serves as an energy source for con-
tracting muscles. IL-6 also mediates the crosstalk
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Tools used to assess
whole body composition:
DXA/BIA

Alterations in body composition

— > Abnormal body composition

MHigher fat mass M Lower lean mass

| e

. Sarcopenic obesity
Obesity

—— > Visceral fat
- Cardiometabolic risk

Sarcopenia

Figure 1. Body composition alterations in rheumatoid arthritis.

between insulin-sensitive tissues.'® However,
chronic exposure to IL-6 has been reported to be
associated with muscle atrophy.*% Inhibition of IL-
6 attenuates muscular atrophy and dystrophy in
several preclinical models.110.111

There are no data available on the effect of other
bDMARDSs (such as abatacept or rituximab) on
body composition in RA patients. Data on JAK
inhibitorsare too scarce to draw any definitive con-
clusions on their effect on body composition.1%

Patients with RA exhibit a significant loss of lean
mass and a significant gain in fat mass (Figure 1).
The use of TNF inhibitors might be associated
with a further gain in fat mass with no major
change in lean mass, while the use of the IL-6
inhibitor, tocilizumab, might be associated with a
gain in lean mass with no further change in fat
mass. However, there are limitations to the stud-
ies that sought to investigate the effect of tocili-
zumab, most notably the small number of
patients, no randomization and no assessment of
nutritional status and physical performance.

Limitations

Alterations in body composition in RA patients is
a growing field of interest. However, there are
several limitations to the studies we reviewed.
Firstly, only four studies focused on patients with
early RA. As a result, few conclusions can be
drawn. In addition, in three of the four studies,
the number of patients was small (less than 150).
Moreover, the prevalence of sarcopenia in RA
patients is difficult to estimate since different cri-
teria were used to define sarcopenia. Further

studies are needed with the new EWGSOP crite-
ria, which assess muscle function, mass and
strength.'® Interventional studies are also lacking,
especially on the effect of nutrition, exercise, cor-
ticosteroids and DMARDSs on body composition
in patients with RA. The studies assessing
bDMARDs also lack statistical power, as few
patients were included (less than 100 patients),
limiting the conclusions that could be drawn.

Conclusion

Inthisreview we identified several clinical studies
on the assessment of and alterations in whole-
body composition in patients with RA. However,
the studies had several methodological limitations
due to inconsistent definitions of altered body
composition conditions. The findings reported in
the studies demonstrate that (i) RA is character-
ized by alterations in body composition, and spe-
cifically a loss of lean mass and a gain in adiposity
compared with healthy controls, regardless of sex,
(i) the prevalence of abnormal body composition
conditions, such as overfat, sarcopenia, sarco-
penic obesity and RC, is significantly higher in
RA patients and (iii) these alterations in body
composition are observed even at an early stage of
the disease (i.e. before initiation of DMARDS).

Data on the effect of nutritional intervention, phys-
ical training and treatments (i.e. corticosteroids and
bDMARDS) on body composition in RA patients
are scarce. The findings reported in the studies
demonstrate that (i) creatine supplementation and
PRT programs induce a slight and temporary gain
in lean mass, (ii) exposure to corticosteroids
induces a gain in fat mass and (iii) the use of TNF
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inhibitors might be associated with a gain in fat
mass, while the use of tocilizumab might be associ-
ated with a gain in lean mass.

Longitudinal studies are needed to evaluate
whether alterations in body composition are more
pronounced in RA patients compared with con-
trols. There are still many gaps in our under-
standing of the alterations in body composition
that occur in RA patients, including their initia-
tion and progression, their determinants and out-
comes and their treatment.
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Annexe V Validation des différenciations adipocytaire et

ostéoblastique dans notre modéle
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La différenciation adipogénique des hBMSCs a été confirmée par (A) analyse Q-PCR des niveaux
d’ARNm de marqueurs adipogéniques (PPARy, C/EBPa, PLIN 1) réalisée sur une période de 14 jours a
partir de JO de linduction (hBMSCs contréles) et par coloration Oil Red O. La différenciation
ostéogénique des hBMSCs a été confirmée (B) par analyse Q-PCR des niveaux d’ARNm de marqueurs
ostéogéniques (RUNX2, OC) réalisée sur une période de 14 jours a partir de JO de I'induction (hBMSCs
contréle). L’activité ALP et la coloration rouge alizarine a été réalisée a 21 jours de différenciation. Les
données présentées sont représentatives de 3 expériences indépendantes.
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Annexe VI Niveau d’expression génique des couples
JAK1/STATL1 et JAK3/STAT3 au cours de la différenciation

adipocytaire

Niveaux d’ARNm de STAT1

Niveaux d'’ARNm de JAK1

Niveaux d'ARNm de JAK3
5
Niveaux d'ARNm de STAT3

Le niveau d’expression génique des couples JAK1/STATI1 et JAK3/STAT3 au cours de la différenciation
adipogénique des hBMSCs a été évaluée par analyse Q-PCR des niveaux d’ARNm réalisée sur une
période de 14 jours a partir de JO de I'induction (hBMSCs contréles). Les données présentées sont
représentatives de 3 expériences indépendantes.
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Background: Systemic inflammation is the main factor underlying secondary
osteoporosis in patients with rheumatoid arthritis (RA). Janus kinase inhibitors (JAKi),
such as tofacitinib (Tofa), can control systemic inflammation and may have beneficial
effects on bone in various models. This might be due to direct effects on the bone
microenvironment and not exclusively based on their anti-inflammatory function. Bone
marrow adipocytes (BMAds) are abundant in the bone microenvironment. The effect of
JAKi on BMAds is unknown, but evidence suggests that there is competition between
human bone marrow-derived stromal cell (hBMSC) differentiation routes towards BMAds
and osteoblasts (Ob) in osteoporosis.

Objectives: The aims of the study are to determine whether Tofa influences BMAds and
Ob derived from hBMSCs and to investigate the potential effects of Tofa on bone marrow
adiposity in RA patients.

Methods: To determine the effect of Tofa on cellular commitment, hBMSCs were
differentiated to BMAds or OBs for 3 days together with Tofa at 200, 400, or 800 nM
and TNFa. This study was also conducted using differentiated BMAds. The impact of Tofa
was determined by gene and protein expression analysis and cell density monitoring. In
parallel, in a pilot study of 9 RA patients treated with Tofa 5 mg twice a day
(NCT04175886), the proton density fat fraction (PDFF) was measured using MRI at the
lumbar spine at baseline and at 6 months.

Results: In non-inflammatory conditions, the gene expression of Runx2 and DIx5
decreased in Ob treated with Tofa (p <0.05). The gene expression of PPARg2, C/
EBPa, and Perilipin 1 were increased compared to controls (p <0.05) in BMAds treated

with Tofa. Under inflammatory conditions, Tofa did not change the expression profiles of
Ob compared to TNFa controls. In contrast, Tofa limited the negative effect of TNFa on
BMAd differentiation (p <0.05). An increase in the density of differentiated BMAds treated
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with Tofa under TNFa was noted (p <0.001). These findings were consolidated by an
increase in PDFF at 6 months of treatment with Tofa in RA patients (46.3 + 7.0% versus

53.2 + 9.2% p <0.01).

Conclusion: Together, these results suggest a stimulatory effect of Tofa on BMAd
commitment and differentiation, which does not support a positive effect of Tofa on bone.

Keywords: tofacitinib, rheumatoid arthritis, human bone marrow-derived stromal cells, bone marrow adipocytes,

osteoblasts, differentiation

1 INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic, immune-mediated
disease characterized by synovitis and/or inflammation of
periarticular structures and systemic inflammation with a
prevalence in the range of 0.5-1.0% in Western countries (1,
2). Osteoporosis is a common feature in patients with RA and
leads to an increased risk of fractures (3). In a meta-analysis,
patients with RA had a significantly higher risk of fractures
than patients without RA (relative risk = 2.25, 95% CI [1.76-
2.87]) (4).

Systemic inflammation is the main factor underlying this
secondary osteoporosis in RA patients. Cytokines such as tumor
necrosis factor alpha (TNFa) and interleukin 6 (IL-6) directly
stimulate the maturation of osteoclasts and inhibit the
differentiation of osteoblasts (Ob), leading to an imbalance in
bone resorption and bone formation (5).

Twenty years ago, RA often led to joint destruction and
considerable disability. Since then, scientific progress has
prompted major advances in the treatment of the disease
(2). Janus Kinase inhibitors (JAKIi), which inhibit the JAK/
STAT (signal transducer and activator of transcription)
pathway can control the disease activity and thus prevent
joint destruction (6-8). Moreover, JAKI, such as tofacitinib
(Tofa), can control systemic inflammation and may have
beneficial effects on bone. Tofa inhibits several STATs such
as STATL, STATS3, and STAT5 (9, 10). Two in vitro studies
showed that Tofa may enhance osteogenic differentiation (11,
12). One study showed an increase in osteocalcin (OC)
expression in murine bone marrow-derived stromal cells
treated with Tofa 1 day after osteogenic induction. In

Abbreviations: bDMARDS, Biological Disease-Modifying Antirheumatic Drugs;
BMAds, Bone Marrow Adipocytes; BMD, Bone Mineral Adiposity; C/EBPa,
CCAAT /enhancer-binding protein alpha; CRP, C Reactive Protein; csDMARDs,
Conventional Synthetic Disease-Modifying Antirheumatic Drugs; CTX, C-
terminal collagen crosslinks; DIx5, Distal-less homeobox 5; DMEM, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium; DXA, Dual-energy X-ray Absorptiometry; FCS, Fetal
Calf Serum; hBMSC, human bone marrow-derived stromal cell; IL, interleukin;
IPAQ-SF, International Physical Activity Questionnaire—Short Form; JAK, Janus
Kinase; JAKi, JAK inhibitors; MRI, Magnetic Resonance Imaging; Ob, Osteoblast;
PBS, Phosphate Buffered Saline; PCR, Polymerase Chain Reaction; PDFF, Proton
Density Fat Fraction; PLIN, Perilipin; PPARG2, Peroxisome Proliferator-activated
Receptor gamma 2; RA, Rheumatoid Arthritis; RNA, Ribonucleic Acid; Runx2,
Runt-related transcription factor 2; STAT, Signal Transducer and Activator of
Transcription; TNFa, Tumor Necrosis Factor alpha; Tofa, Tofacitinib; WST-1,
Water Soluble Tetrazolium Salts-1; Ywhaz, tyrosine 3-monooxygenase/
tryptophan 5-monooxygenase activation protein.

contrast, the expression of runt-related transcription factor
2 (Runx2), the key transcription factor in osteogenesis, was
not affected by Tofa (11). In the other study, Runx2 expression
only increased under hypoxic conditions in human bone
marrow-derived stromal cells (hnBMSCs) treated with Tofa 7
days after osteogenic induction (12).

In a one-year pilot study, no changes in bone mineral density
(BMD) by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) were observed
in RA patients under Tofa (n = 26) whereas C-terminal collagen
crosslinks (CTX) significantly decreased (13). Furthermore, Vidal
et al. analyzed how treatment intervention with Tofa prevents the
early disturbances of bone structure and mechanics in a rat model of
adjuvant-induced arthritis (14). Tofa could control the
inflammatory activity and, to increase cortical bone and
trabecular hardness measured by nanoindentation, but did not
reverse the effects of arthritis on the cortical and trabecular bone
structure and on mechanical properties (14).

More studies are needed to understand the impact of Tofa on
bone, as previous studies used different models and conditions.

This impact might be due to direct effects on the bone
microenvironment and not exclusively based on its anti-
inflammatory function. Bone marrow adipocytes (BMAds) are
abundant in the bone microenvironment (15) and have been
historically viewed as passive ‘fillers’ of bone marrow space that
are metabolically inert (16). An increasing number of studies
have shown that there is an association between decreased bone
mass and the accumulation of bone marrow adipose tissue,
suggesting a competition between hBMSCs differentiation
routes toward BMAds and Ob in osteoporosis (15)

The study aimed to determine whether Tofa influences the cells
of the bone microenvironment, such as BMAds and Ob derived
from hBMSCs, under inflammatory and noninflammatory
conditions. Then, in a prospective pilot study, we investigated the
potential effects of Tofa on bone marrow adiposity and bone
parameters in patients with RA.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Cell Culture Experiments

2.1.1 Cell Culture and Induction of Osteogenic

and Adipogenic Differentiation

Purified hBMSCs from 3 donors (1 female, 20 years; 2 males, 25
and 22 years) were purchased from RoosterBio (Frederick, MD,
USA). Cells were specified as >90% positive for CD73, CD90, and
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CD105, and <10% negative for CD14, CD34, and CD45 surface
marker expression.

Differentiation experiments were started when hBMSCs reached
confluence (D0). To induce osteogenesis, hBMSCs were cultured in
DMEM (Pan Biotech, Aidenbach, Germany) with 10% FCS (Pan
Biotech, Aidenbach, Germany) supplemented with osteogenic
inductors (50 mM ascorbic acid, 10 mM b-glycerophosphate, and
10 M vitamin D3 (Sigma-Aldrich)). For adipogenic
differentiation, hBMSCs were cultured in DMEM with 10% FCS
supplemented with adipogenic inductors (0.5 mM dexamethasone,
0.5 mM isobutyl-1methylxanthine, and 50 mM indomethacin
(Sigma-Aldrich)). hBMSCs were cultured with 1 ng/ml TNFa
(Gibco, Carlshad, CA, USA) to mimic the inflammatory
conditions in RA. The differentiation protocols were previously
validated, as presented in Supplementary Figure 1.

To determine the impact of Tofa at an early commitment,
hBMSCs were differentiated into Ob or BMAGdS in appropriate
media for 3 days with TNFa and Tofa. To evaluate the effect of
Tofa on fully differentiated BMAdSs, a similar treatment was
applied for 6 days after 14 days of differentiation (Figure 1).

2.1.2 Test Reagents

Tofa was graciously provided by Pfizer (New York, NY, USA),
dissolved in sterile water and stored at —20 °C after sonication.
Recombinant human TNFa was purchased from Gibco
(Carlshad, CA, USA), dissolved in sterile water and stored at
—20 °C. Three concentrations of Tofa were used: 200, 400, and
800 nM. According to Pfizer, Tofa at 400 nM was considered as
equivalent of the therapeutic dosage of Tofa used in RA (5 mg
twice a day).

2.1.3 Cell Viability Assay

In 96-well plates, Ob and BMAds were incubated with Tofa and
TNF-a before being treated with 10 ml of WST-1 (Cell
Proliferation Reagent WST-1; Roche, Mannheim, Germany).

The mixture was then incubated for 4 h at 37 °C, after which
the absorbance was measured at 450 nm. The reference
wavelength was measured at 690 nm.

2.1.4 Oil Red O Staining

After 20 days, differentiated BMAds were fixed in 2%
paraformaldehyde for 15 min, washed in water, incubated with
60% isopropanol for 5 min, and stained with newly filtered Oil
Red O solution for 10 min at room temperature. After staining,
the cells were rinsed with water before counterstaining with
hematoxylin solution, Gill no. 3 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) for 5 min at room temperature.

2.1.5 BMAd Density, BMAd Droplet Surface,

and BMAd Surface

After 20 days, differentiated BMAds were fixed in 2%
paraformaldehyde for 15 min, washed in water. BMAd density
was assessed by counting the number of BMAds and the total
number of cells in 12 images (6 per donor) for each condition.
The BMAd droplet surface was assessed in 60 BMAds (30 per
donor), and the BMAd surface was assessed in 100 BMAdSs (50
per donor) using ImageJ software (version 1.45).

2.1.6 RNA Expression Measurement

2.1.6.1 RNA Isolation

Total RNA was extracted from Ob and BMAd using an RNeasy®
Micro Kit including a DNase | digestion step (Qiagen, Hilden,
Germany), according to the instructions of the manufacturer,
and quantified by Nanodrop at 260 nm wavelength.

2.1.6.2 mRNA Expression Analysis

Total RNA was reverse transcribed using a Maxima First-Strand
c¢DNA Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) and subjected to quantitative real-time PCR on the
StepOnePIus® system (Applied Biosystems, Foster City, CA,
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TABLE 1 | Primer sequences and conditions of PCR.

cDNA GenBank Forward and reverse primers Ta (°C) Product (pb)

RNAPol2 NM_000937 F: 5-CCAAGCAGGACGTAATAGAGG-3’ 55 193
R: 5’-GCGGTCTAGCAACTCGTTCT-3’

PPIA NM_021130 F: 5’-ACCGTGTTCTTCGACATTGC-3’ 55 274
R: 5-CAGGACCCGTATGCTTTAGGA-3’

PPARg2 NM_015869 F: 5’-CAAACCCCTATTCCATGCTGTT-3’ 53 135
R: 5’-AATGGCATCTCTGTGTCAACC-3’

C/EBPa NM_004364 F: 5-ACTGGGACCCTCAGCCTTG-3’ 55 75
R: 5’-TGGACTGATCGTGCTTCGTG-3’

IL6 NM_000600 F: 5-CAATGAGGAGACTTGCCTGG-3’ 53 113
R: 5’-GCACAGCTCTGGCTTGTTCC-3’

PLIN 1 NM_002666 F: 5’-GAGACACTGCGGAATTTGC-3’ 58,2 222
R: 5’-ATCGAGAGAGGGTGTTGGTC-3’

Ywhaz NM_145690 F: 5-GGTCATCTTGGAGGGTCGTC-3’ 55 245
R: 5’-GTCATCACCAGCGGCAAC-3’

Runx2 AF001450 F: 5’-GCTGTTATGAAAAACCAAGT-3’ 60 108
R: 5’-GGGAGGATTTGTGAAGAC-3’

oc NM_199173 F: 5’-ATGAGAGCCCTCACACTCCTC-3’ 55 293
R: 5’-GCCGTAGAAGCGCCGATAGGC-3’

DIx5 BC006226 F: 5’-CCAGAGAAAGAAGTGACCGA-3’ 55 190

1 5’-CCTGTGTTTGTGTCAATCCC-3’

The primer sequences, annealing temperatures (Ta), lengths of the corresponding PCR products and GenBank accession numbers are shown. F, Forward; R, Reverse. IL6, Interleukin 6;

PLIN 1, Perilipin 1; C/EBPa, CCAAT/enhancer-binding protein alpha; PPARG2, Peroxisome proliferator-activated receptor gamma 2; PPIA, peptidylpropyl isomerase; Runx2, Runt-related
transcription factor 2; Ywhaz, Tyrosine 3-monooxygenase/ tryptophan 5-monooxygenase activation protein; OC, Osteocalcin; DIx5, Distal-less homeobox 5.

USA) using POWER SYBR® Green PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA USA) and specific primers
designed using Oligo 6 software (MedProbe), or Tagman
Universal Master Mix Il (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) and specific probes (Table 1). Relative gene expression
levels were normalized to YWHAZ (tyrosine 3-monooxygenase/
tryptophan 5-monooxygenase activation protein) and PPIA
(peptidylprolyl isomerase A) for Ob and RNAPol2 (RNA
polymerase 1) and YWAZ transcripts for BMAds and
determined using the 2 ~P°°t method.

2.1.7 Protein Sampling, Quantification, and

Western Blot Analysis

For sampling, BMAds were washed in ice-cold PBS (Pan Biotech,
Aidenbach, Germany) and lysed in lysis buffer [HEPES, MgClI2,
Glycerol, KCI, EDTA, DTT] supplemented with Halt Protease
Inhibitor Single-Use Cocktail (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) and sodium orthovanadate. Cellular debris was discarded
by centrifugation after cell lysis. To adjust the protein concentration,
extracts were quantified using the DC Protein Assay Kit (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) according to the instructions of the
manufacturer and denatured in 4x Laemmli Sample Buffer (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). Protein extracts were separated on 8%
SDS-polyacrylamide gels and transferred onto 0.2 um nitrocellulose
membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) using a Trans-Blot Turbo
System (semidry transfer) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The
membranes were blocked in 5% bovine serum albumin (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) for phosphorylated proteins or with
5% skimmed milk for the other proteins in Tris-buffered saline
solution with 0.05% Tween 20 (Acros Organics, Morris Plains, NJ,
USA) for 1 h. Blots were probed with antibodies against the following
targets overnight: anti-phospho-STAT3 (Tyr705; Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA), anti-STAT 3 (D3Z2G; Cell

Signaling Technology, Danvers, MA, USA), anti-Actin (A2066,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and anti-Perilipin (D1D8; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Horseradish peroxidase-
conjugated immunoglobulin G (Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA) was used as secondary antibody. Blots were developed
using Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent
substrate (GE Healthcare, Chicago, IL, USA) in achemiluminescence
imager (Amersham Imager 600, GE Healthcare, Chicago, IL, USA).
Band intensities were measured using ImageQuant TL (GE
Healthcare, Chicago, IL, USA). Band intensity was semiquantified
using ImageJ software (version 1.45). Actin was used as an internal
control for normalization.

2.2 Clinical Research

2.2.1 Study Design and Patients

The TOFAT study was an open, prospective 6-month follow-up
study (NCT04175886) assessing the impact of Tofa on bone
marrow adiposity, BMD, and body composition in RA patients
18 years and older. Key inclusion criteria include 2010 RA ACR/
EULAR classification criteria (17), and an indication for Tofa.
Key exclusion criteria included oral corticosteroids >10 mg
prednisone/day; patients on or considering a restrictive diet
during the study period; patients undertaking or planning to
undertake an intense exercise program; history of treatment with
bone active substances such as bisphosphonates; weight >160 kg;
and any MRI contraindication. In patients who were receiving
Biological Disease- Modifying Antirheumatic Drugs
(b DMARDSs), a five-half-life washout period was required
between bDMARD interruption and inclusion in the study.

2.2.2 Study Approval
The study protocol was approved by the local Institutional
Review Board (2019-001159-37), and the study procedures
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complied with the ethical standards of the relevant institutional
and national Human Experimentation Ethics Committees
(reference CPP 40/19). All patients provided written informed
consent. The study was designed to include 38 patients but was
prematurely stopped due to the results of the safety Phase IV
randomized clinical trial (18). Only 10 patients were included,
and one participant was excluded at follow-up due to
discontinuation of Tofa before 6 months.

2.2.3 Clinical Assessment

Demographic and clinical characteristics were recorded,
particularly the 28-joint Disease Activity Score (DAS28),
adjusted for C Reactive Protein (CRP) levels, current use of
conventional synthetic disease-modifying antirheumatic drugs
(csDMARDs) and corticosteroids, and physical activity using the
International Physical Activity Questionnaire-Short Form
(IPAQ-SF) and the handgrip test. Past use of bDMARDSs was
also recorded.

2.2.4 Bone Mineral Density and Body Composition
Measurements Using DXA Scan

Bone mineral density (BMD) in RA patients was measured at the
lumbar spine (L1-L4) and at the nondominant hip using a DXA
scan (HOLOGIC Horizon W S/N 300869M).

All RA patients underwent total body DXA scanning
(HOLOGIC Horizon W S/N 300869M). Fat, lean, and bone
mass for the total body and per region (arms, legs, and trunk)
were measured and analyzed using validated software from the
manufacturer (version 13.6.0.5). Body fat percentage (BFP, %)
was calculated as the proportion of total fat mass (TFM) to total
mass. Appendicular lean mass (kg) was computed as the sum of
the tissue compartment (lean) of both arms and legs. Visceral
adipose tissue (VAT, cm?) was recorded.

2.2.5 Laboratory Variables

Fasting (at least 8 h) blood samples were obtained. Serum cross-
laps (CTX) were measured by a chemiluminescence assay using
the IDS-iSYS Multi-Discipline Automated Analyzer
(Immunodiagnostic Systems, Inc., Fountain Hills, AZ). Plasma
concentrations of leptin were measured by ELISA using the E07
kit provided by Mediagnost (Reutlinger, Germany).

2.2.6 Bone Marrow Adiposity Measurement by MRI
2.2.6.1 Imaging Acquisition
All subjects underwent an MRI examination on a 3 Tesla system
(Ingenia; Philips Healthcare, Best, Netherlands) using the built-
in 12-channel posterior body coil and a 16-channel anterior coil,
under the supervision of a senior musculoskeletal radiologist.
Patients were positioned head-first in the supine position. A
conventional imaging protocol was performed first, including
T1- and T2-weighted 2-point Dixon turbo-spin echo (TSE)
acquisitions in the sagittal plane, followed by an optional T2-
weighted acquisition in the axial plane based on clinical history
and the decision of the radiologist.

Immediately after this clinical exploration, bone marrow
adiposity quantification (proton density fat fraction, PDFF)
was achieved using a six-echo three-dimensional gradient echo

sequence (mDixon-Quant; Philips Healthcare, Best,
Netherlands), permitting a chemical shift encoding-based water-
fat separation at the lumbar spine (sagittal). Imaging parameters
were repetition time (TR)/echo time (TE)/DTE: 11/ 1.43/1.1 ms;
field of view (FOV): 220 x 220 mm; voxel size: 1.8 x

1.8 mm; slice thickness: 3 mm; number of excitations: 1; no
SENSE acceleration; fold-over direction: foot-head; bandwidth:
1,563 Hz and scan time: 1 min 41 s. In both situations, a low flip
angle of 3° was used to minimize T1-bias (19).

2.2.6.2 Bone Marrow Adiposity Quantification

A senior musculoskeletal radiologist (SB) reviewed all
examinations on a dedicated workstation (IntelliSpace Porta;
Phillips Healthcare, Best, the Netherlands). A systematic
morphological assessment was conducted first, looking for
lumbosacral transitional vertebrae, degenerative changes, and
bone marrow replacement lesions. Based on the 3 most sagittal
slices acquired using the mDixon-Quant sequence, polygonal
regions of interest (polygonal ROI) were drawn in the vertebral
body of L1 to L4, avoiding subchondral bone, replacing lesions,
severe degenerative changes, and the basivertebral vein. For each
subject, a mean proton density fat fraction (PDFF) was calculated
as an average of all measured values in the lumbar spine, from L1
to L4.

2.3 Statistical Analysis

Categorical variables are expressed as numbers (percentage), and
continuous variables are expressed as the means (standard
deviation, SD, or standard error of the mean, SEM). The
normality of model residuals was assessed graphically and
using a D’Agostino’s K-squared test. Changes were examined
during treatment by comparing baseline and 6-month values
using a paired t-test or a Wilcoxon signed-rank test, depending
on the normality of intra-patient differences. In the in vitro
study, all experiments were repeated at least three times, and the
Mann-Whitney U test and Student’s t-test were used according
to the distribution of the data. Statistical testing was performed at
the two-tailed a level of 0.05. Data were analyzed using the
GraphPad Prism software package, release 5.04 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

3 RESULTS

3.1 Tofa Does Not Inhibit Survival of
hBMSCs During Ob or BMAd
Differentiation

Cytotoxicity tests were performed to assess whether cell survival
is influenced by Tofa concentrations at 200, 400, and 800
nM (Figure 2).

We observed no changes during BMAd differentiation (BMAds
at 3 days) regarding proinflammatory or noninflammatory
conditions or the doses of Tofa tested. In Ob differentiated at 3
days, Tofa did not impact cellular viability but rather seemed to
improve it when the cells were in the presence of TNFa. In fact, the
significant decrease in cellular viability observed in Ob TNFa
compared to the control was not observed in Ob TNFa + Tofa.
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FIGURE 2 | Effect of Tofa and TNFa on the cellular viability of hBMSCs. Ob and BMAds were differentiated from hBMSCs for 3 days and treated with Tofa (200,
400, and 800 nM) and TNFa (1 ng/ml). Cell viability was assessed using the WST-1 method, and the percentage of viability is shown above and below the symbols.
Data represent the mean + SD of four independent experiments. xp <0.05 versus control (untreated group) by Mann-Whitney U test.
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3.2 Tofa Treatment Has Little Effect
on Ob Differentiation But Increases
BMAds Differentiation Under

Noninflammatory Conditions
To determine the impact of Tofa on cellular commitment, gene
expressionanalysiswas performed onspecific markers related to Ob
and BMAds differentiation. The results of quantitative real-time
RT-PCR are displayed as the relative expression of mMRNA levels in
the Tofa-treated group compared to the control (untreated group).
Under noninflammatory conditions, we showed that Tofa
significantly decreased expression levels of Runx2 at 400 nM and at
800 nM and DIx5 (Distal-less homeobox 5, another key transcription
factor of Ob differentiation) for all concentrations compared with the
Ob control (p <0.05) (Figure 3A). No effect of Tofa on osteocalcin
gene expression levels was observed (Figure 3A).

Conversely, BMAdSs treated with Tofa exhibited a significant
increase in the gene expression of PPARg2, C/EBPa (two key
transcription factors of BMAds differentiation) and Perilipin 1
(PLIN 1), the most specific marker associated with lipid droplet)
compared with BMAds controls (p <0.05). An increase was
observed from 200-nM Tofa for each marker (Figure 3B).

The increase in expression of PLIN was also confirmed at the
protein level in BMAds cultivated for 9 days in adipogenic
medium, whatever the Tofa concentration applied (Figure 3C).

3.3 Tofa Limits the Negative Effect of
TNFa During Differentiation But Only

in an Adipocytic Context

As expected, the addition of TNFa stimulated proinflammatory
cytokine expression in both cultures, as demonstrated here by the
increase in I1L6 gene expression up to 300-fold higher in BMAds
TNFa and 9-fold in Ob TNFa compared to the controls, which
were untreated BMAds and Ob (Figure 4A).

TNFa also impacted Ob and BMAd differentiation, marked
by a significant decrease in Runx2 (40%), DIx5 (58%), OC (62%)
(Figure 4B), PPARy2 (83.5%), C/EBPa (80%), and PLIN 1
(97%) (Figure 4C).

The addition of Tofa to TNFa did not change the expression
profiles of Ob compared to TNFa controls (Figure 4B). In

contrast, analysis of PPARY2 gene expression revealed that the
addition of Tofa limited the negative effect of TNFa on BMAd
differentiation (Figure 4C). Expression levels of PPARY2 were
increased by an average of 4, 2.5, and 1.3 times, in response to
Tofa 200, 400, and 800 nM, compared to TNFa-treated cells.

3.4 A Positive Effect of Tofa on BMAds

Under Inflammatory Condition Was Also
Observed at a Later Stage of Maturation
Given our results above, we chose to further evaluate the action
of Tofa on BMAdSs after 14 days of differentiation followed by 6
days of TNFa + Tofa treatment. Previously, the effect of TNFa +
Tofa on the cellular viability of differentiated BMAds was
assessed and no change was observed compared to the control,
BMAds + TNFa (Figure 5A).

To evaluate the effect of Tofa, optical images of BMAdSs
treated with TNFa + Tofa at 200, 400, and 800 nM were
analyzed and BMAd density was determined (number of
BMAds/number of total cells). First, we observed a phenotype
change and a decrease in BMAd density in response to TNFa
treatment. In fact, TNFa induced a phenotypic conversion of
BMAds toward a fibroblastic phenotype with a drastic decrease
in BMAd surface (p <0.001) and droplet surface compared to
controls (p <0.001) (Figure 5B).

The addition of Tofa to the culture media limited the
phenotypic conversion and maintained a BMAd density close
to that of the control (untreated cells) with a dose-response effect
(Figure 5C). The surface of BMAds was affected at 200 nM
(p <0.01), but not at 400 or 800-nM Tofa (Figure 5D).

3.5 Tofa Inhibits pSTAT3 in BMAds

Although TOFA is a specific inhibitor of JAK1/3 and inhibits
STAT1/3 phosphorylation, we were preferentially interested in
the phosphorylation profile of STAT3 (pSTAT3) after 3 days of
hBMSC differentiation. Indeed, the JAK3/STAT3 signaling
pathway was upregulated during adipocyte differentiation and
associated with an upregulation of pSTAT3 expression profile
(Figure 6A). For JAK1/STATL, the expression levels were stable
during differentiation and were similar to those found in
hBMSCs (data not shown). In response to Tofa, pSTAT3
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FIGURE 3 | Effect of Tofa on Ob and BMAds differentiation under noninflammatory conditions. Ob and BMAds were differentiated from hBMSCs and treated with
Tofa (200, 400, and 800 nM) for 3 days. Ctrl: Ob or BMAds untreated (A, B) Quantitative RT-PCR analysis of osteoblast (A) and adipocyte-specific genes on day 3

(B). Data are expressed as means + SEM. Statistical significance was calculated using the Mann-Whitney U test (*p <0.05). (C) Western blot analysis of hBMSCs
cultivated 9 days in adipogenic medium with Tofa 200, 400, and 800 nM. Representative western blots for PLIN with actin as a loading control and corresponding

quantification of protein quantity (PLIN/Actin).

markedly decreased in BMAds compared to controls (untreated
cells), suggesting a potential role for STAT3 in the expansion of
bone marrow adipose tissue (Figure 6B).

3.6 Bone Marrow Adiposity is Increased in
RA Patients Treated With Tofa

3.6.1 Baseline Characteristics of Patients

Age and disease duration (mean (SD)) were 58.0 (10.1) years and
7.3 (8.3) years, respectively. DAS28-CRP was 3.81 (1.2). Five
patients were currently receiving corticosteroids (prednisone) at
a dosage of less than 10 mg per day (6.8 (2.9) mg per day). Two
patients had previously received at least one anti-
TNFa treatment.

3.6.2 Clinical, Physical and Body Composition
Changes in RA Patients During Treatment With Tofa
One participant was excluded at follow-up due to
discontinuation of Tofa before 6 months. No significant
change in disease activity was noted (DAS 28 CRP: 3.81 (1.19)
vs 3.00 (1.06), p = 0.16). After 6 months of Tofa, a significant
increase in the handgrip test was noted, whereas no change in
BMI was observed (Table 2).

Changes in body composition, BMD, and lumbar spine PDFF
are presented in Table 2. After 6 months of Tofa, a significant

increase in the lumbar spine PDFF was noted (46.3% (7.0) vs
53.2% (9.2), p = 0.008) (Figure 7), whereas no changes in BMD
or body composition were observed.

No significant changes in CTX (3,503 (1,830) pmol/L vs.
2,712 (2,196) pmol/L, p = 0.91), or leptin (14.9 (19.7) ng/L vs.
19.4 (24.9) ng/L, p = 0.30) levels were observed at 6 months.

4 DISCUSSION

Studies have reported an increased risk of bone loss and fracture
in RA patients (20). Tofa may have beneficial effects on bone,
which might be due to direct effects on the bone
microenvironment and not exclusively based on its anti-
inflammatory function. As common progenitor cells of BMAds
and Ob, hBMSCs are delicately balanced in their differentiation
commitment (21, 22). In osteoporosis, numerous in vitro and
clinical investigations have demonstrated the ability of hBMSCs
to differentiate in a preferential way toward BMAds (23-28). In
this study, the ability of Tofa to counteract this imbalance was
investigated. For that, the effects of Tofa on the viability and Ob
and BMAd differentiation of hBMSCs were assessed.

First, the lack of data on this subject led us to explore the
influence of Tofa under noninflammatory conditions. The results
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FIGURE 4 | Effect of Tofa on Ob and BMAd differentiation under inflammatory conditions. Ob and BMAds were differentiated from hBMSCs and treated with Tofa
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specific aenes on dav 3 (C). Data are expressed as the means + SEM. Statistical sianificance was calculated usina the Mann-Whitnev U test (*p <0.05. **p <0.01).

at the cellular and molecular levels revealed that Tofa promoted
adipocyte differentiation, even at low concentrations, but
decreased the Ob differentiation after 3 days of treatment. Tofa
has a fast onset of action, as the impact of Tofa on adipocytes and
Ob differentiation has already been observed after only 3 days
of treatment.

Concomitantly to our work, a stimulating effect of Tofa on
differentiated adipocytes has also been reported on primary
human bone marrow cells isolated from patients undergoing
orthopedic surgery (29). In this study, Russell et al. reported an
increase in the number of adipocytes for cells differentiated and
treated by Tofa for 14 or 21 days.

Considering those results, we investigated the origin of the
expansion of the adipose tissue treated with Tofa. Adipose tissue
expansion results either from an increase in the size of
differentiated adipocytes (adipocyte hypertrophy) and/or an
increase in the formation of new adipocytes (adipocyte
hyperplasia). This question was also raised by Russell et al. and
was answered through the experiments conducted in our study.
Indeed, measurements of the BMAd surface did not show an
increase in the surface under Tofa, but the number of adipocytes
was increased for the highest concentrations of Tofa (400 and
800 nM). These new findings confirm that Tofa participates in
the expansion of adipose tissue by recruiting more preadipocytes
and activating their differentiation. Consequently, we can also
conclude that the increase in PLIN protein expression observed
by western-blotting is therefore related to the appearance of new

adipocytes rather than to the increase in the number of lipid
droplets in the adipocytes already formed. This impact could be
mediated through STAT3 inactivation. However, it has been
shown in different studies that STAT3 is a rather pro-adipogenic
factor (29, 30). Furthermore, in another in vitro model, Tofa
treatment also resulted in off-target activation, leading to great
complexity in its signaling (31, 32). Therefore, further studies are
therefore needed to understand the mechanism that induces
increased adipogenesis under Tofa.

Second, to get as close as possible to the inflammatory conditions
of pathology, we treated the cultures with TNFa in addition to Tofa.
Numerous studies have focused on the effect of TNFa on Ob and
have shown the deleterious effect of this molecule on differentiation,
characterized by a drastic decrease in Ob factors such as Runx2 or
DIX5 (33). However, even when gene expression levels of Runx2/
DIx5 were lowered by the effect of TNFa, tofacitinib was unable to
counteract the action of TNFa and to stimulate Runx2 or DIx5 as in
noninflammatory conditions. These results support the latest
published results and oppose the osteoanabolic effect previously
described in the literature (11, 12). Russell et al. observed that Tofa
did not affect the Ob differentiation at 14 days, as assessed by ALP
activity and accumulation of calcium (34). Similarly, Gaber’s
experiments did not reveal any changes in the gene expression of
osteoblastic markers in hBMSCs treated with Tofa 7 days after
osteogenic induction, grown under standard conditions. An
increase in Runx2 expression was observed only under hypoxic
conditions (12).
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In contrast, Tofa appears to attenuate the deleterious effect of
TNFa on the cellular viability of hBMSCs placed in osteogenic
medium. In a recent study and in a different context, the protective
effect of Tofa on cellular viability has also been reported (35). The
authors used an oxygen-glucose deprivation/reoxygenation (OGD/
R)-induced normal rat small intestinal epithelial cell model to
simulate the physiological environment of intestinal I/R injury,
treated or not with Tofa. The results showed that Tofa exerted
protective effects on oxidative stress and inflammation in these cells
but also on apoptosis during OGD/R. This effect could be mediated
through the inhibition of the JAK/STAT3 pathway since the use of
an agonist of this pathway partially abrogated the beneficial effect
of Tofa.

In humans, the effects of Tofa on bone marrow adiposity in RA
patients have never been evaluated. We have now conducted a
prospective pilot study in 9 patients with RA, in which Tofa
increased lumbar spine PDFF and resulted in no changes in BMD
or body composition over 6 months. These clinical findings
reinforce the in vitro results on the stimulatory effect of Tofa on
BMAd differentiation, even if several limitations are to be
underlined in this study. The hBMSCs used were obtained from

healthy donors and treated with TNFa, which only partially
reflected the pathology. It would be interesting to validate these
results using hBMSCs collected from RA patients, especially since
the clinical data obtained predicts a similar positive effect of Tofa on
adipocyte differentiation. Clinically, we acknowledge that 6 months
of follow-up is a short period to evaluate the BMD and body
composition in patients treated with Tofa, and that 9 patients is a
small population, but despite that, we were able to observe an
increase in lumbar spine PDFF.

In conclusion, in vitro and clinical results suggest a stimulatory
effect of Tofa on BMAd commitment and differentiation, which
does not seem to support the beneficial effects of Tofa on the bone
microenvironment. Studies onthe impact of the other JAKi onbone
marrow adiposity are needed to determine whether the stimulatory
effecton bone marrow adiposity is a class effect or is specific to Tofa.
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TABLE 2 | Changes in rheumatoid arthritis patients treated with Tofacitinib for 6 months.

Patients MON =9 M6N = 9 Absolute difference P-value
Body mass index, kg/m?2 259(3.4) 26.1(6.3) +0.2 0.64
Handgrip test, kg 22.5(8.9) 27.9 (14.0) +5.4 0.01
IPAQ-SF, MET-min/week 6,203 (8,461) 7,110 (4,111) +907 0.49
Body Fat Percentage, % 3939.4 (8.5) 39.4 (9.0) 0 0.46
Appendicular lean mass, kg 16.6 (4.5) 16.7 (4.9) +0.1 0.50
Visceral Adipose Tissue, cm? 150 (81) 173 (88) +23 0.18
Lumbar spine BMD, g/cm? 1.011 (0.142) 0.996 (0.146) -0.015 0.058
Femoral neck BMD, g/cm? 0.728 (0.108) 0.713 (0.095) —-0.015 0.30
Total hip BMD, g/cm? 0.902 (0.130) 0.891 (0.105) -0.011 0.82
Lumbar spine PDFF (%) 46.3 (7.0) 53.2(9.2) +6.9 0.008
CTX, pmol/L 3,503 (1,830) 2,712 (2,196) -791 0.91
Leptine, ng/L 14.9 (19.7) 19.4 (24.9) +4.5 0.30

Data reported as mean (Standard Deviation) unless otherwise indicated. CTX , Cross laps; DAS, Disease Activity Score; IPAQ-SF, International Physical Activity Questionnaire—Short
Form; MET, Metabolic Equivalent of Task; PDFF, Proton Density Fat Fraction. Bold values mean statistically significant.
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Titre : Evaluation de I'effet du tofacitinib sur les tissus osseux et adipeux dans la polyarthrite
rhumatoide

Mots clés : polyarthrite rhumatoide, tofacitinib, Inhibiteur des janus kinases, densitométrie osseuse, tissus

adipeux, adipocytes, adiposité composition corporelle

Résumé : L'inflammation systémique est le principal facteur
responsable de I'ostéoporose secondaire et du surrisque
cardiovasculaire chez les patients atteints de polyarthrite
rhumatoide (PR). Les inhibiteurs de la Janus kinase (JAKi),
tels que le tofacitinib (Tofa), peuvent contréler I'inflammation
systémique et semblent avoir des effets bénéfiques sur le
tissu osseux dans différents modeles précliniques. Cela
pourrait étre di & des effets directs sur le
microenvironnement o0sseux et ne pas reposer
exclusivement sur le contrdle de I'inflammation systémique.
Les adipocytes médullaires (Ad med) sont abondants dans
le microenvironnement osseux mais I'effet des JAKIi sur les
Ad med reste méconnu tout en sachant qu’il existe une
compétition entre les voies de différenciation des cellules
stromales dérivées de la moelle osseuse humaine (hCSMs)
vers les Ad med et les ostéoblastes (Ob) dans
I'ostéoporose. Par ailleurs, les JAKi pourraient avoir
également un effet sur I'adiposité viscérale, tissu associé au
risque cardiovasculaire. Les objectifs de la premiére partie
de la thése étaient de déterminer si le Tofa influence les Ad
med et les Ob dérivés des hCSMs et d’étudier les effets
potentiels du Tofa sur la composition corporelle, I'adiposité
médullaire et la densité minérale osseuse chez des patients
atteints de PR. Les objectifs de la seconde partie de la thése
étaient de déterminer l'effet de la PR sur la composition
corporelle, la densité minérale osseuse et I'adiposité
médullaire. Pour déterminer I'effet du Tofa sur 'engagement
cellulaire, des hCSMs ont été différenciées en Ad med ou
Ob pendant 3 jours avec des concentrations de Tofa a 200,
400 ou 800 nM et du TNFa pour simuler l'inflammation
systémique. Cette étude a également été menée en utilisant
des Ad med différenciés. L'effet du Tofa a été déterminé par
'analyse de I'expression des genes et des protéines et le
suivi de la densité cellulaire.

En paralléle, dans une étude pilote portant sur 9 patients
atteints de PR traités par Tofa 5 mg deux fois par jour
(NCT04175886), I'adiposité médullaire a été mesurée
par IRM au niveau de la colonne lombaire (PDFF, proton
density fat fraction) initialement et aprés 6 mois de
traitement par Tofa. L'étude RAFAT en cours
(NCT05269069) est une étude cas-témoins avec des
volontaires sains appariés pour le sexe, I'age, 'indice de
masse corporelle et le statut ménopausique a des
patients PR. Dans des conditions non inflammatoires,
I'expression génique de Runx2 et DIx5 a diminué chez
les Ob traités par Tofa (p<0,05). L’expression génétique
de PPARY2, C/EBPa et Périlipine 1 était augmentée par
rapport aux contréles (p<0,05) chez les Ad med traités
par Tofa. Dans des conditions inflammatoires, Tofa n’a
pas modifié les profils d’expression des Ob par rapport
aux contrdles TNFa. En revanche, Tofa a limité I'effet
négatif du TNFa sur la différenciation des Ad med
(p<0,05). Une augmentation de la densité des Ad med
différenciées traitées par Tofa sous TNFa a été
observée (p<0,001). Ces résultats ont été consolidés
par une augmentation du PDFF a 6 mois de traitement
par Tofa chez les patients atteints de PR (46,3 + 7,0 %
versus 53,2 + 9,2% p<0,01). Il n'y avait pas de
modification de la composition corporelle a 6 mois,
notamment de I'adiposité viscérale chez les 9 patients
atteints de PR sous Tofa. L'ensemble de ces résultats
suggere un effet stimulant du Tofa sur 'engagement et
la différenciation des Ad med, ce qui ne soutient pas un
effet positif du Tofa sur le tissu osseux. L'étude RAFAT
est en cours.

Effect of tofacitinib on adipose and bone tissues in rheumatoid arthritis

Keywords: rheumatoid arthritis, tofacitinib, janus kinases inhibitors, bone mineral density, adipose tissue,
adipocytes, adiposity, body composition

Systemic inflammation is the main factor underlying
secondary osteoporosis and cardiovascular risk in patients
with rheumatoid arthritis (RA). Janus kinase inhibitors
(JAKI), such as tofacitinib (Tofa), can control systemic
inflammation and may have beneficial effects on bone in
various models. This might be due to direct effects on the
bone microenvironment and not exclusively based on their
anti-inflammatory  function. Bone marrow adipocytes
(BMAdSs) are abundant in the bone microenvironment. The
effect of JAKi on BMAdSs is unknown, but evidence suggests
that there is competition between human bone marrow-
derived stromal cell (hBMSCs) differentiation routes
towards BMAds and osteoblasts (Ob) in osteoporosis. JAKIi
could also have an impact on the visceral adiposity which is
associated with the cardiovascular risk. The aims of the first
part of the PhD were to determine whether Tofa influences
BMAds, and Ob derived from hBMSCs and to investigate
the potential effects of Tofa on body composition, on bone
marrow adipose tissue (BMAT) and bone mineral density
(BMD) in RA patients. The aims of the second part of the
PhD were to determine the impact of RA on body
composition, BMD and BMAT. To determine the effect of
Tofa on cellular commitment, hBMSCs were differentiated
to BMAds or Ob for 3 days together with Tofa at 200, 400,
or 800 nM and TNFa. This study was also conducted using
differentiated BMAds. The impact of Tofa was determined
by gene and protein expression analysis and cell density
monitoring.

In parallel, in a pilot study of 9 RA patients treated with
Tofa5 mg twice a day (NCT04175886), the proton
density fat fraction (PDFF) was measured using MRI at
the lumbar spine at baseline and at 6 months. The
ongoing RAFAT study (NCT05269069) is a case-control
study including healthy volunteers matched for sex, age,
body mass index, and menopausal status with RA
patients. In non-inflammatory conditions, the gene
expression of Runx2 and DIx5 decreased in Ob treated
with Tofa (p<0.05). The gene expression of PPARy2,
C/EBPa, and Perilipin 1 were increased compared to
controls (p<0.05) in BMAds treated with Tofa. Under
inflammatory conditions, Tofa did not change the
expression profiles of Ob compared to TNFa controls. In
contrast, Tofa limited the negative effect of TNFa on
BMAds differentiation (p<0.05). An increase in the
density of differentiated BMAdSs treated with Tofa under
TNFa was noted (p<0.001). These findings were
consolidated by an increase in PDFF at 6 months of
treatment with Tofa in RA patients (46.3 = 7.0% versus
53.2 + 9.2% p<0.01). Together, these results suggest a
stimulatory effect of Tofa on BMAds commitment and
differentiation, which does not support a positive effect
of Tofa on bone. The RAFAT study is still ongoing.
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