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CONFOCAL MICROSCOPY IN TEMPORAL
ARTERY CELL POPULATIONS STUDY IN GIANT
CELL ARTERITIS

Giant cell arteritis (GCA) is a granulomatous vasculitis with preferential
involvement of large arteries, particularly the temporal artery, which is often
biopsied to confirm the diagnosis of GCA. Temporal artery biopsy (TAB) shows
non-necrotising granulomatous panarteritis. The severity of the disease is
due to the possible ischaemic complications of GCA, particularly visual or
neurological. These are caused by the remodeling of arterial wall leading to
stenosis or even occlusion. Vascular smooth muscle cells (VSMC), which are
physiologically present in the media of arteries, have been shown to play an
important role in the pathophysiology of GCA. VSMCs produce chemokines
that recruit T cells and monocytes to the arterial wall, thereby amplifying
vascular inflammation. In addition, VSMCs could migrate and proliferate
into the neointima, where they acquire a myofibroblast (MF) phenotype that
produces matrix proteins (fibronectin, collagens 1 and 3), leading to stenosis
of the arterial lumen. The analysis of TABs from GCA patients and healthy
TABs by confocal microscopy therefore provides a better understanding of
the pathophysiology of this vasculitis. Our analyses showed that classic
VSMCs (0-SMA+CD90-desmin+MYHI1+) were observed in the media of
healthy and GCA arteries. In addition, in GCA, cells with a MF phenotype
(a-SMA+CD90+desmin+MYHI1+) are observed in the neointima of pathological
arteries. High phosphorylation of STATI was observed in the arterial wall of
GCA arteries, mainly by mononuclear cells (CD45+), but also by VSMCs of the
media and MFs of the neointima. This high level of phosphorylation of STAT],
which was not found for STATS3, reflects an activation of the IFN-y signalling

pathway, a cytokine highly implicated in the pathophysiology of GCA.
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L'artérite & cellules géantes (ACG) est une vascularite granulomateuse
touchant préférentiellement les artéres de gros calibre, en particulier I'artére
temporale qui est souvent biopsiée pour confirmer le diagnostic d'ACG. La
biopsie d'artére temporale (BAT) révéle alors une panartérite granulomateuse
non nécrosante. La gravité de la maladie est due aux possibles complications
ischémiques de I'ACG, notamment visuelles ou neurologiques. Elles sont
causées par le remodelage de la paroi artérielle qui entraine une sténose
voire une occlusion vasculaire. Il a é&té démontré que les cellules musculaires
lisses vasculaires (CMLV), qui sont physiologiquement présentes dans la
média, jouent un réle majeur dans la physiopathologie de 'ACG. Les CMLV
produisent des chimiokines qui recrutent les lymphocytes T et les monocytes
dans la paroi artérielle, ce qui amplifie I'inflammation vasculaire. De plus,
les CMLV ont la capacité de migrer et de proliférer dans la néointima ou
elles acquiérent un phénotype de myofibroblastes (MF) qui produisent des
protéines matricielles, en particulier la fibronectine et les collagénes 1 et 3,
ce qui contribue & réduire la lumiére artérielle. L'analyse de BAT de patients
atteints d'’ACG et de BAT saines par microscopie confocale permet donc de
mieux comprendre la physiopathologie de cette vascularite. Les analyses que
nous avons réalisées ont montré que des CMLV classiques (a-SMA*CD90-
desmin*MYHI1*) étaient observées dans la média des artéres saines et
atteintes d’ACG. En plus, au cours de I'ACG, des cellules ayant un phénotype
de MF (a-SMA*CD90*desmin*MYHII*) sont observées dans la néointima des
artéres pathologiques. Une phosphorylation élevée de STATI par rapport
a STAT3 a été observée dans la paroi artérielle des artéres atteintes d’ACG,
principalement par les cellules mononucléées (CD45*) mais aussi par les
CMLV de la média et les MF de la néointima. Cette forte phosphorylation de
STATI refléte une activation de la voie de signalisation de I'lFN-y qui est une

cytokine trés impliquée dans la physiopathologie de 'ACG.
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L'artérite a cellules géantes (ACG) est une vascularite granulomateuse
touchant préférentiellement les artéres de gros calibre, en particulier I'aorte
et les branches de I'artére carotide externe notamment lI'artéere temporale [1].
Il s‘agit de la vascularite la plus fréquente de I'adulte. Elle atteint les patients
aprés 50 ans, avec un pic d'incidence entre 70 et 80 ans [2].

Les signes cliniques de I'ACG sont de deux types : inflammatoires et
ischémiques. Les premiers (asthénie, amaigrissement, fidévre) sont corrélés
a lintensité de la réaction inflammmatoire systémique. Les manifestations
ischémiques, dont les plus fréquentes sont les céphalées, la claudication
de la machoire, I'hnyperesthésie du cuir chevelu et les complications
ophtalmologiques, dépendent directement de la topographie de l'atteinte
artérielle et sont la conséquence du processus de remodelage vasculaire qui
aboutit & un épaississement de la paroi vasculaire et in fine & une sténose
voire une occlusion des vaisseaux atteints [3]. L'atteinte ophtalmologique
fait toute la gravité de I'ACG a la phase aigué. En effet la baisse d'acuité
visuelle qui en découle peut étre irréversible. De plus, au moins un tiers des
patients (29 a 83% [4]) présente une atteinte des gros vaisseaux [5-9], la plus
fréquente étant l'oortite, qui touche 45 a 65% des patients au diagnostic et
peut se compliquer d’'un anévrysme de l'oorte ou d'une dissection aortique,
survenant généralement plusieurs mois ou années aprés le diagnostic [7,10].
La biopsie d'artére temporale (BAT) reste I'examen de référence permettant
de confirmer le diagnostic d’ACG' [11-14]. L'analyse histologique des artéres de
patients atteints d’ACG révele une panartérite granulomateuse segmentaire

et focale, non nécrosante, avec un infiltrat cellulaire inflammatoire composé

'Protocole national de diagnostic et de soins (PNDS). Artérite & cellules géantes (Horton). 2020.
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de cellules mononucléées (lymphocytes T et macrophages), parfois de
cellules géantes généralement situées a la jonction intima-média qui sont
caractéristiques de I'’ACG, une fragmentation de la limitante élastique interne,
une destruction de la média et une hyperplasie de lintima qui induit une
sténose de la lumiére vasculaire [15,16].

La physiopathologie de 'ACG est complexe et multifactorielle, impliquant
un terrain génétique prédisposant, le réle du vieillissement immunitaire et
vasculaire et I'activation des cellules dendritiques vasculaires par un signal
encoreinconnu [17].Les cellules dendritiques localisées dansla paroivasculaire
sont activées, deviennent matures et produisent des chimiokines, conduisant
au recrutement des lymphocytes T CD4* qui sont ensuite activés et polarisés
en lymphocytes Thl et Th17 sous l'effet des cytokines présentes dans le
microenvironnement. Les lymphocytes Thi et Th17 produisent respectivement
de I'lFN-y et de I'lL-17 [17, 18]. Les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV)
présentes dans la média des artéres jouent également un réle majeur dans
la physiopathologie de lartérite & cellules géantes (ACG). Les CMLV ont la
capacité de migrer et de proliférer dans la néointima ou elles acquiérent un
phénotype de myofibroblastes (MF) qui produisent des protéines matricielles
(fioronectine, collagénes 1 et 3), ce qui contribue au remodelage vasculaire
[19-21]. De plus, les CMLV produisent des chimiokines (CCL2, CXCL9, CXCLIO,
CXCL11) en réponse & la stimulation par linterféron-gamma (IFN-y), ce qui
favorise le recrutement des lymphocytes T et des monocytes, amplifiant
linflammation vasculaire [22]. Ainsi, de plus en plus de preuves suggérent
que les cellules résidentes de la paroi vasculaire ne sont pas seulement des
cibles de la réponse inflammatoire participant au remodelage vasculaire
mais également des acteurs de cette réponse inflammatoire. Nous avons
eu recours a lI'analyse des BAT en microscopie confocale afin d’étudier les
populations cellulaires au sein de ces artéres mais également leur état
d’'activation dans le but de mieux comprendre la physiopathologie de cette

vascularite.
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Depuis novembre 2017, les fragments frais d'artere temporale issus de BAT
de plus de 1 cm réalisés au CHU de Dijon ont été envoyés dans I'heure a notre
laboratoire. Des sections d'arteres temporales fraiches ont été fixées dans
du paraformaldéhyde froid & 4% (PFA), puis exposées & des concentrations
croissantes de saccharose (15-30 %). Les sections ont ensuite été intégrées
dans uncomposé d température de coupe optimale (OCT, Sakura, Flemingweg,
Pays-Bas) et stockées & -80°C. Les coupes au cryostat (épaisseur : 10 um)
ont été fixées dans du PFA & 4%, perméabilisées avec 0,1% de Triton (Thermo
Fisher Scientific) et bloquées dans une solution contenant 5% de sérum
d'édne (Merk) et 1% de serum albumine bovine (BSA) avant d'étre incubées
pendant 12 heures & 4°C avec des anticorps primaires anti-humain (anti-a-
SMA [souris ; 1:500 ; Abcam], anti-MYHI1 [lapin ;1:800 ; Abcam], anti-desmine
[lapin ; 1:50 ; Novus], anti-CD90 [mouton ; 1:20 ; R&D], anti-CD45 [rat ; 1:100 ;
Novus], anti-phospho-STAT1 [pSTATI] [lapin ; 1:250 ; Thermo Fisher Scientific] et
anti-phospho-STAT3 [pSTAT3] [lapin ; 1100 ; Thermo Fisher Scientific]). Aprés
lavage, les lames ont été incubées pendant une heure & 4°C, dans l'obscurité,
avec des anticorps secondaires d’dne conjugués aux fluorochromes AF488
(vert), AF555 (jaune) et/ou AF647 (rouge) & une dilution de 1:300, dirigés
contre I'espéce cible selon le cas. Enfin, les lames ont été montées avec le
ProLong™ Gold Antifade Mountant contenant du DAPI (Molecular Probes, Life
Technologies). Un microscope confocal a fluorescence Leica TCS SP8 a été
utilisé pour I'acquisition, a la résolution de 1024 x 1024 pixels, grossissement 40x

et les données ont été analysées avec la Leica Application Suite X.

Identification des populations cellulaires de la paroi vasculaire des artéres
temporales
Grdce au choix des marqueurs phénotypiques utilisés en microscopie

confocale, nous avons pu caractériser les cellules résidentes de la paroi
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vasculaire. Le CD90 (Thy-1) est une protéine de surface cellulaire ancrée au
glycosylphosphatidylinositol impliquée dans I'adhésion focale, la migration
cellulaire, les interactions cellule-cellule et cellule-matrice et l'activation
lymphocytaire T. Elle est exprimée par les fibroblastes et les MF mais pas
par les CMLV [23, 24]. Les protéines de la machinerie contractile a-smooth
muscle actin (a-SMA), la myosin heavy chain 11 (MYH11) et la desmine sont
des marqueurs des CMLV et des MF. La MYHIT1 est identifiée comme étant le
marqueur le plus spécifique des CMLV différenciées [25, 23]. La desmine est
exprimée par les CMLV mais pas par les fibroblastes [23]. Ainsi, les CMLV sont
caractérisées par un phénotype a-SMA*CD90 desmin*MYHI1*, les fibroblastes
par un phénotype a-SMA CD90+desmin MYHII- et les MF par un phénotype
o-SMA*CD90*desmin*MYHII*. Les analyses des BAT provenant d'artéres
temporales de patients sains (Figure 1) ou atteints d’ACG (Figure 2) ont révélé
la présence de CMLV (a-SMA+CD90-Desmin+MYHI1+) dans la média et de
fibroblastes (a-SMA-CD90+Desmin-MYHII-) dans I'adventice (Figures 1, 2).

Lesartéresdepatientsatteintsd’ACGétaientcaractériséesparlaprésenced’une

Desmin

Figure 1: Analyse en immunofluorescence par microscopie confocale d'artéres temporales saines.
Dans les artéres saines, l'intima est mince, la lame élastique interne est intacte (structure riche en
collagéne marquée par le DAPI), la lumiére vasculaire est préservée, des fibroblastes (a-SMA-Des-
min-MYHI1-CD90+) sont observés dans l'adventice ; la média est composée de CMLV (a-SMA+Des-
min+MYHI11+CD90-), I'intima est formée par une monocouche de cellules endothéliales et aucun MF
n'est observé. a-SMA : alpha smooth muscle actin ; A : adventice ; ACG : artérite a cellules géantes
; BAT : biopsie d'artere temporale ; CMLV : cellules musculaires lisses vasculaires ; M : média ; MF :

myofibroblastes ; MYHII : myosin heavy chain 11; NI : néointima.
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néointima hyperplasique composée de MF (a-SMA+CD90+Desmin+MYHI11+)
ainsi qu'un nombre accru de fibroblastes dans I'adventice et une destruction
de la média (Figure 2 et Figure 3).

Infiltrat inflammatoire des arteres de patients atteints d’ACG

Desmin

CD90

<M

Figure 2 : Analyse en immunofluorescence par microscopie confocale d'artéres temporales
de patients atteints d’ACG. La lame élastique interne est rompue (structure riche en collagéne
marquée par le DAPI). Les VSMC (a-SMA+Desmin+MYHI1+CD90-) sont présentes dans la média qui
est détruite. Il y a un nombre accru de fibroblastes (a-SMA-Desmin-MYH11-CD90+) dans l'adventice
et un remodelage vasculaire caractérisé par une hyperplasie de la néointima composée de MF
(oc—SMA+Desmin+MYHH+CD90+). a-SMA : alpha smooth muscle actin ; A: adventice ; ACG : artérite &
cellules géantes ; BAT : biopsie d'artére temporale ; CMLV : cellules musculaires lisses vasculaires ; LEI :
lame élastique interne ; M : média ; MF : myofibroblastes ; MYH11: myosin heavy chain 11; NI : néointima.

Figure 3 : Analyse en immunofluorescence par microscopie confocale d'artéres temporales de
patients atteints d’ACG. Les cellules de la néointima des artéres présentant des Iésions d’ACG co-
expriment o SMA et CD90, leur conférant un phénotype de MF. a-SMA : alpha smooth muscle actin
; A adventice ; ACG : artérite a cellules géantes ; BAT : biopsie d’'artére temporale ; CMLV : cellules
musculaires lisses vasculaires ; LEl : lame élastique interne ; M : média ; MF : myofibroblastes ; MYHI1 :
myosin heavy chain 11; NI : néointima.
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Les leucocytes CD45+ infiltrent les trois couches de la paroi artérielle des
artéres de patient atteints d’ACG. Ces leucocytes CD45+ sont en contact étroit
avec les MF (a-SMA+) de la néointima suggérant leur interaction (Figure 4A).
A l'inverse, les artéeres issues de patients sains ne présentent aucune cellule

inflammatoire CD45+ (Figure 4B).

Figure 4 : Analyse en immunofluorescence par microscopie confocale de CD45 des BAT de patients
sains ou atteints d’ACG. A : Dans les artéres présentant des Iésions d’ACG, les cellules CD45+ infiltrent
toutes les couches de la paroi artérielle et sont en contact étroit avec les MF (a-SMA+) dans la
néointima (fléches blanches). B : Dans les artéres saines, les cellules CD45+ sont absentes. a-SMA:
alpha smooth muscle actin ; A : adventice ; ACG : artérite & cellules géantes ; BAT : biopsie d'artéere
temporale; L : lumiére vasculaire ; M : média ; NI : néointima.

Phosphorylation de STAT1 dans la paroi artérielle des artéres atteintes d'ACG
Une forte phosphorylation de STAT] a été observée dans la paroi artérielle des
artéres atteintes d’ACG, principalement dans les leucocytes (CD45*) mais
également au sein des CMLV de la média et des MF de la néointima. STAT3
était principalement phosphorylé dans les leucocytes CD45* et dans une
moindre mesure dans les MF de la néointima, a des niveaux plus faibles que
STATI. Cette phosphorylation élevée de STATI refleéte une forte activation de la
voie de signalisation de I'lFN-y au sein des MF et des CMLV (Figure 5).

Aucune expression significative de pSTATI ou pSTAT3 n‘a été observée dans

les artéres saines (Figure 6).
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PSTAT1

PSTAT3 " PSTAT3
|.cpas

Figure 5 : Analyse en immunofluorescence par microscopie confocale de pSTAT1 et pSTAT3 dans les
artéeres temporales de patients atteints d’ACG. Dans la néointima des artéres de patients atteints
d’ACG, STAT3 est principalement phosphorylé dans les cellules CD45+ et moins dans les MF B-SMA+
(fleches). STATI quant & Iui est fortement phosphorylé dans les cellules CD45+, les CMLV de la média
et les MF de la néointima (fléches). La figure montre des images représentatives de 3 artéres saines
et de 3 artéres GCA. a-SMA : alpha smooth muscle actin ; A : adventice ; ACG : artérite a cellules
géantes ; BAT : biopsie d'artére temporale ; L : lumiére vasculaire ; M : média ; MF : myofibroblastes ;

NI : néointima ; pSTATx : phospho STATx.

PSTAT1 PSTAT3 A

Figure 6 : Analyse par immuno-
fluorescence en  microscopie
confocale pSTATI et pSTAT3 dans
les artéres saines. A : adventice ;
| :intima; L: lumiére vasculaire ; M

:média; pSTATx : phospho STATx.
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Nous avons pu montrer au travers de I'étude de BAT de patients atteints et
non atteints d’ACG en microscopie confocale que le phénotype des cellules
résidentes de la paroi vasculaire est hétérogene. De véritables CMLV sont
observées dans la média alors que des cellules dont le phénotype est
compatible avec des MF sont observées dans la néointima. L'engagement de
la voie Thi est lié a I'activation (phosphorylation) de STATI et STAT4 alors que
STAT3 est un facteur de transcription essentiel de la voie Th17 [26]. Dans les
artéres présentant des Iésions d’ACG il avait déja été montré une régulation
a la hausse des genes cibles dépendant de STATI et STAT2, notamment
T-bet (T-bet : T-box transcription factor) impliqué dans la polarisation Thi et
entrainant la production d'IFN-y [26]. Notre étude conforte ces résultats. En
effet, 'analyse de I'état de phosphorylation de STAT] et STAT3 dans les artéres
présentant des Iésions d’ACG a montré un niveau élevé de pSTATI, suggérant
que les MF et les CMLV sont activés en présence d'IFN-y, une cytokine clé dans
la physiopathologie de 'ACG. La faible phosphorylation de STAT3 est plus
surprenante compte tenu de I'implication bien établie de I'lL-6 dans I'ACG
[22]. Cela pourrait s’expliquer par le fait que tous les échantillons d'artéres
temporales obtenus dans cette étude provenaient de patients qui avaient
déja recu des corticoides pendant au moins huit jours. En effet, ce traitement
est connu pour avoir un effet rapide sur les voies IL-6 et Th17 et il est donc
probable que cela ait diminué le niveau de phosphorylation de STAT3 dans

nos échantillons d'artéres [26-28].

Notre analyse des BAT en microscopie confocale confirme I'importance de la
voie IFN vy/STAT1 dans la physiopathologie de I'ACG, via son action sur les CMLV
et les MF. Ces cellules résidentes de la paroi artérielle semblent ainsi jouer
un réle non seulement dans le remodelage vasculaire mais également dans

I'entretien de la réponse inflammatoire au sein des Iésions d’ACG.
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