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INTRODUCTION

La polyarthrite rhumatoide (PR) est
une pathologie auto-immune dont I’étiolo-
gie demeure mal connue. C’est une mala-
die inflammatoire chronique caractérisée
par la prolifération anormale des cellules
de la membrane synoviale, conduisant a un
€paississement et une désorganisation de
cette membrane. Il se forme alors un pan-
nus érosif responsable du gonflement arti-
culaire, de la douleur et de la destruction
progressive des tissus articulaires tels que
le cartilage, 1’os, et des éléments de voisi-
nage (les ligaments et les tendons) pouvant
conduire a la perte de fonction des articu-
lations (1). Cette synovite est caractérisée
par la prolifération du tissu de granulation
conjonctivo-vasculaire, avec un infiltrat
cellulaire massif constitué majoritairement
de lymphocytes. Au niveau systémique,
I’inflammation chronique est responsable
d’une perte osseuse généralisée pouvant
aller jusqu’a I’ostéoporose, due a un désé-
quilibre du processus de remodelage os-
seux au bénéfice de la résorption.

Le processus d’inflammation chro-
nique dans la PR associe une réponse
inflammatoire exacerbée a un déficit du
contrle de la réponse immune. Ainsi
Wang et al. (2) ont montré que le rapport
des lymphocytes T auxiliaires effecteurs
(notamment la sous-population Th17)/T
régulateurs (Treg) circulants €tait relative-
ment bas chez des patients sains alors qu’il
est fortement augmenté chez les patients
atteints de PR active. Ce déséquilibre joue
un role majeur dans la pathogénese de la
PR puisque les Th17 induisent non seu-
lement la production de Tumor Necrosis
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Factor (TNF-a, d’interleukine-1-1 (IL-
1B), d’interleukine-6 (IL-6), de chémo-
kines et de metalloprotéases, mais exercent
€galement une forte activité pro-inflamma-

toire via la production d’interleukine-17
(AL-17) (3).

De plus, les études réalisées chez 1’ani-
mal de laboratoire suggerent que 1I'IL-17
pourrait &tre un médiateur clé des dégra-
dations articulaires puisque son blocage
par des anticorps spécifiques diminue la
sévérité de I’arthrite expérimentale [4]. Il
est bien €tabli que le potentiel ostéoclasto-
génique de I’IL-17 humaine s’exprime au
travers de la modulation de la voie Recep-
tor Activator of Nuclear factor-KappaB
Ligand (RANKL) / osteoprotegerin (OPG)
(5), ce rapport étant un régulateur essentiel
du remodelage osseux.

L arthrite induite chez le rat par I’injec-
tion d’adjuvant complet de Freund (AIA)
est un modele expérimental qui reproduit
certains aspects immunologiques de la PR,
notamment le r6le majeur des lymphocytes
T, ainsi que certains aspects pathologiques.
Ainsi, ce modele se caractérise notamment
par une inflammation chronique, une poly-
synovite et une destruction progressive du
cartilage et de 1’os, cette derniere pouvant
étre locale ou généralisée [6]. Méme si,
a I'instar des autres modeles, il ne repro-
duit pas la récurrence de la maladie, ces
caractéristiques en font un modele validé
pour 1’étude de molécules potentiellement
anti-arthritiques, tels que les agonistes du
récepteur nucléaire activé par les proliféra-
teurs de peroxysome gamma (PPARY).



Le récepteur PPARy appartient a la
super-famille des récepteurs nucléaires
qui sont des facteurs de transcription acti-
vables par des ligands. PPARY est un fac-
teur clé de la différenciation adipocytaire
et de ’homéostasie du glucose dont I’acti-
vation est également capable de moduler la
réponse inflammatoire (7). De nombreuses
équipes de recherche portent un intérét aux
potentialités pharmacologiques associées
de cet isotype et beaucoup ont déja démon-
tré que des agonistes spécifiques avaient la
capacité de réduire la sévérité d’arthrites
expérimentales (8, 9), faisant de PPARy
une cible thérapeutique potentielle dans le
traitement de la polyarthrite rhumatoide.

Cette étude a permis de mettre en évi-
dence qu’un traitement par la pioglitazone,
un agoniste synthétique hautement sélectif
de PPARY, réduisait la sévérité de 1’ arthrite
expérimentale via la diminution de I’ex-
pression articulaire et systémique de 1’'IL-
17 et modulait le rapport RANKL/OPG en
faveur d’une réduction de la perte osseuse.
L’étude histologique a également permis
de démontrer, pour la premiere fois, que
les cellules produisant localement I'IL-17
étaient majoritairement des Polynucléaires
Neutrophiles (PMN) dans notre modele
expérimental de PR.

MATERIEL ET METHODE
Animaux

22 rats males Lewis de 150-175g ont
été utilisés (Charles River France). Apres
une période d’acclimatation d’une se-
maine, les groupes de traitement ont été
formés en sélectionnant au hasard 7 a 8 rats
par groupe avec un acces sans restriction a
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I’eau courante et a une nourriture standar-
disée (Scientific Animal Food & Enginee-
ring A04, Villemoison-sur-Orge, France).

L’animalerie était thermorégulée a
21°C = 1°C et les animaux soumis a un
cycle jour/nuit de 12h (avec éclairement
de 6h a 18h). Toutes les expériences sur
les animaux ont été réalisées en accord
avec les recommandations nationales de
soin des animaux et ont été acceptées au
préalable par le comité local d’éthique
(CERLEA). L’induction de 1’arthrite, les
prélevements sanguins ainsi que la mise a
mort avant prélevement des tissus ont été
réalisés sous anesthésie générale par iso-
flurane (AErrane™, Baxter SA, Maurepas,
France) au sein de 1’animalerie du labora-
toire (autorisation n°® A54-547-25).

Induction de la polyarthrite et protocole
expérimental

L arthrite a été€ induite au jour O (JO) par
une injection intra-dermique a la base de la
queue de 0,1 ml d’une émulsion d’adjuvant
complet de Freund (ACF) contenant 10 mg/
ml de Mycobacterium tuberculosis H37Ra
inactivé (Difco Laboratory, Detroit, MI) en
suspension dans 45 % d’huile de paraffine,
45% de sérum physiologique et 10% de
Tween 80. Les animaux ont recu la piogli-
tazone une fois par jour a partir de JO et
jusqu’a la mise a mort a J21. La pioglita-
zone (Actos™, Takeda) a été administrée
par voie orale dans une suspension a 0,5 %
de carboxyméthylcellulose a la posologie
de 30mg/kg/j. Les animaux ont été divi-
sés en trois groupes : contrOles (animaux
naifs non arthritiques), AIA (animaux ar-
thritiques ne recevant que le véhicule) et



ATIA+PIO (animaux arthritiques traités par
la pioglitazone).

Evaluation de la sévérité
de la polyarthrite

Un score clinique a été réalisé selon
(10): une valeur comprise entre 0 (aucun
signe) et 4 (Iésions les plus séveres) a été
attribuée a chacune des quatre pattes en
fonction de la sévérité et de 1’étendue de
I’érytheme, de 1’cedéme des tissus mous
péri-articulaires, du gonflement et de la
déformation de I’articulation. L’évaluation
clinique a €té réalisée en insu deux fois par
semaine par deux expérimentateurs.

Analyse histologique des articulations
Les articulations de la cheville ont été
prélevées a J21 et fixées immédiatement
pendant 24h dans une solution tamponnée
a 4% de paraformaldéhyde (PFA) avant
d’étre décalcifiées pendant 6h a tempéra-
ture ambiante, dans une solution décalci-
fiante commerciale (RDO, Apex enginee-
ring, Plainfield, USA) contenant de 1’acide
chlorhydrique, de la quinoléine et des
Furaldéhydes. Les tissus ont ensuite été re-
fixés pendant 24 h dans du PFA avant d’étre
inclus dans la paraffine. Les coupes de 5 um
d’épaisseur réalisées a 1’aide d’un micro-
tome a rotation (Leica RM 2135, LEICA
Microsystems, France) ont été¢ réhydratées
dans un gradient décroissant d’éthanol et
colorées a 1’hématoxyline-éosine-safran
(HES, automate de colorations multipara-
métrique, Tissue-Tek® DRS™, Sakura®).
Les échantillons ont ensuite été déshydratés
dans des bains d’alcool de concentration
croissante et montés entre lame et lamelle
dans un milieu de montage organique (Per-
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tex, Leica Biosystems®). Chaque articu-
lation a fait ’objet de cinq lames sur les-
quelles I’évaluation des 1ésions du cartilage
articulaire et de 1’os de la cheville a été ef-
fectuée en insu, en utilisant un score global
adapté de celui décrit par Helyes (11). La
dégradation du cartilage a été évaluée sur
une échelle de 0 (pas de 1ésion) a 3 (destruc-
tion importante de la couche de cartilage).
Les criteres morphologiques suivant ont été
utilisés pour apprécier I’érosion osseuse : 0
= normale, 1 = faible perte localisée de I’os
cortical, 2 = perte modérée de 1’os cortical
et trabéculaire, 3 = perte importante généra-
lisée de 1’ os.

Analyse immunohistochimique (IHC)
des tissus articulaires

Les lames ont €té déparaffinées par
passages successifs dans du Tissue Clear®,
de I’alcool absolu, de 1’alcool a 95% en
enfin de I’alcool a 70 %. Les épitopes ont
ensuite été démasqués par incubation des
lames pendant 6-8 h dans du tampon citrate
pH6 (Zytomed Systems) a 70°C. Apres
plusieurs ringages au PBS, les échantillons
ont été recouverts d’eau oxygénée a 3 %
pendant 10 min pour inhiber les peroxy-
dases endogenes. Apres ringage, un sérum
bloquant a été déposé afin de saturer les
sites de liaison aspécifiques puis les anti-
corps primaires dilués dans un tampon
commercial de saturation (Antibody Di-
luent Zytomed Systems) ont ét€ ajoutés
aux coupes de tissus. L’anticorps polyclo-
nal de lapin anti-IL-17 (Abbiotec) a été di-
lué au 1/200°™, les anticorps polyclonaux
de chevre anti-RANKL et anti-OPG (Santa
Cruz Biotechnology) ont été dilués respec-
tivement au 1/400°™ et 1/100 *™,



La réaction antigéne-anticorps a eu
lieu toute la nuit a 4°C. Le lendemain,
les lames ont été lavées dans du PBS puis
mises en contact avec un anticorps secon-
daire couplé a de la peroxydase de raifort
(Vectorlabs). Apres plusieurs ringages, le
chromogeéne AEC permanent® (Perma-
nent AEC Kit Zytomed Systems) a été
ajouté permettant de détecter notre pro-
téine d’intérét au bout de 8-10min. Une
contre-coloration du tissu a été effectuée
par de I’hématoxyline (Hematoxylin solu-
tion Mayer’s, Sigma-Aldrich) et les lames
ont ét€ bleuies dans de I’eau lithinée. Les
échantillons ont alors été déshydratés dans
des bains d’alcool croissants et montés
entre lame et lamelle dans le milieu de
montage organique cité précédemment.

Dosage des médiateurs de I’ostéoclasto-
génese par immuno-enzymologie

Les taux sériques d’IL-17, de RANKL
soluble (SRANKL) et d’OPG ont été dosés
a J21 par une méthode ELISA selon les re-
commandations du fournisseur du kit (Mil-
lipore, France). Les données ont été trai-
tées grace au systeme d’analyse Bio-Plex®
(Bio-Rad). Les limites de quantification
¢taient de 1,6 pg/ml pour I'IL-17, 1,0 pg/ml
pour sSRANKL et 2,3 pg/ml pour OPG.

Analyse statistique

Les résultats correspondant a 1’index
arthritique et au score histologique ont été
analysés avec le test non paramétrique de
Kruskal-Wallis. Toutes les autres données
ont été comparées avec le test paramétrique
de Bonferroni, apres analyse de la variance
(Stat View version 5, SAS Institute). Les
différences ont été considérées comme si-
gnificatives pour une valeur de p<0,05.
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RESULTATS
Effet de la pioglitazone sur la sévérité de
la polyarthrite

= Contoi H

JT1

f Jﬁ Iﬂ

Figure 1 : Effet de la pioglitazone sur la sévérité de
la polyarthrite par adjuvant chez le rat. Les rats Lewis
ont € immunisés avec 1 mg d’adjuvant complet de
Freund a la base de la queue. Les groupes controle (n
=7) et AIA (n = 8) ont été traités avec le véhicule seul,
le groupe AIA+PIO (n = 7) a été traité une fois par
jour avec 30 mg/kg/j de pioglitazone (PI1O).

a : score arthritique,

b : coupe de cheville représentative de I’'inflammation
synoviale,

c : score histologique sur le cartilage et I’os. Gros-
sissement original X400. * p<0,05 vs contrdle, #
p<0,05 vs AIA (d’apres I’'image originale publiée
dans Arthritis Rheum. 2013 Dec;65(12):3084-95).

La polyarthrite a débuté a partir du
11*™ jour et a atteint son maximum 20
jours apres I'immunisation (Figure 1a).
Les animaux arthritiques non traités ont
présenté un score clinique moyen supé-
rieur a 12, ce qui reflete une arthrite sévere
atteignant a la fois les membres antérieurs



et postérieurs. La pioglitazone adminis-
trée a 30mg/kg/j a réduit le score global
de moitié comparativement aux animaux
arthritiques non traités (-49 % a J21). Ceci
a €été confirmé par I’analyse histologique
des chevilles colorées a ’'HES qui montre
une nette diminution de I’inflammation du
tissu synovial chez les animaux traités (Fi-
gure 1b). Le score histologique réalisé sur
le cartilage et I’0os a mis en évidence une
dégradation du cartilage ainsi qu’une éro-
sion osseuse importante dans les chevilles
des animaux arthritiques non traités com-
parés aux animaux sains. Le traitement
par la pioglitazone a permis de réduire de
facon significative 1’érosion osseuse, alors
que son effet sur la dégradation du carti-
lage s’est révélé plus modéré (figure 1c).

Effet de la pioglitazone sur I’expression et
la régulation de IL-17

L’analyse immunohistochimique des
coupes de cheville des animaux a montré
que I'IL-17 était faiblement exprimée dans
la synoviale des animaux sains alors que
chez les animaux arthritiques non traités,
70% des cellules étaient IL-17 positives
(Figure 2a). L’expression de I'lL-17 a été
nettement réduite chez les animaux trai-
tés par la pioglitazone (44 %). Ceci a été
confirmé par le dosage sérique de 1'[L-17
mettant en évidence une réduction de 50 %
des taux circulants chez les animaux arthri-
tiques traités (Figure 2b). L’analyse a fort
grossissement de coupes sériées colorées a
I’HES a permis de mettre en évidence que
les cellules positives pour I’IL-17 étaient
majoritairement des Polynucléaires Neu-
trophiles (PMN) (Figure 2c¢). Le traitement
par la pioglitazone a réduit de facon signi-
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ficative le pourcentage de PMN positifs
pour I'IL-17 dans la synoviale (86% vs
96 %).

B Cantrids AL AR« O

I’'IL-17 dans la polyarthrite par adjuvant chez le rat.
Les rats Lewis ont ét¢ immunisés avec 1 mg d’adju-
vant complet de Freund a la base de la queue. Les
groupes contrdle (n = 7) et AIA (n = 8) ont été traités
avec le vehicule seul, le groupe AIA+PIO (n=7) a été
traité une fois par jour avec 30 mg/kg/j de pioglitazone
(PIO).

a : production d’IL-17 analysée par IHC dans le tissu
synovial de la cheville X400,

b : taux circulants d’IL-17,

c analyse histologique et IHC de la synoviale X1000,
avec cl = coloration a I’'HES, ¢2 = immunomarquage
pour I'IL-17. * p < 0,05 vs contrdle, # p < 0,05 vs AIA
(c : d’aprés I’image originale publiée dans Arthritis
Rheum. 2013 Dec;65(12):3084-95).

Effet de la pioglitazone sur la balance
RANKL/OPG

L’analyse immunohistochimique du
tissu synovial a montré une surexpression
de RANKL chez les animaux arthritiques
non traités comparativement aux animaux
sains, alors que la production d’OPG ne



- E
rha i

F ._-.

— i

Figure 3 : Effet de la pioglitazone sur le ratio SRAN-
KL/OPG dans la polyarthrite par adjuvant chez le rat.
Les rats Lewis ont été immunisés avec 1 mg d’adju-
vant complet de Freund a la base de la queue. Les
groupes contrdle (n = 7) et AIA (n = 8) ont été traités
avec le vehicule seul, le groupe AIA+PIO (n = 7) a
été traité une fois par jour avec 30 mg/kg/j de piogli-
tazone (PIO).

a : production d’OPG et de RANKL analysée par [HC
dans le tissu synovial de la cheville X400,

b : ratio des taux circulants de SRANKL et d’OPG,

c : coupe de cheville représentative du nombre d’os-
téoclastes présents. *p<0,05 vs contréle (d’apres
I’image originale publiée dans Arthritis Rheum. 2013
Dec;65(12):3084-95).

variait pas de facon significative (Figure
3a). Chez les animaux traités par la piogli-
tazone, nous avons observé une réduction
importante du nombre de cellules posi-
tives pour RANKL, mais peu d’effet sur la
production d’OPG. Le dosage sérique de
sRANKL et d’OPG a confirmé I’augmen-
tation du rapport SRANKL/OPG au cours
de la polyarthrite et sa diminution par la
pioglitazone (Figure 3b). De plus, I’ana-
lyse du tissu osseux de la cheville coloré
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a I’HES suggere une réduction importante
du nombre d’ostéoclastes chez les animaux
traités comparés aux animaux arthritiques
non traités (Figure 3c)

DISCUSSION

La pioglitazone, qui est une molécule insu-
linosensibilisatrice de la famille des thia-
zolidinedione (TZD), est un agoniste de
haute affinité du récepteur PPAR . Malgré
la limitation de I’ utilisation des TZDs chez
les patients diabétiques, en raison d’effets
indésirables cardiovasculaires, du risque
de cancer de la vessie et d’une possible
altération du métabolisme osseux, il de-
meure beaucoup de controverses a propos
de leur impact sur le remodelage osseux.
En effet, PPARy active la différenciation
des progéniteurs issus de la moelle osseuse
vers la voie adipocytaire au détriment de
la voie ostéoblastique (12). Cependant,
d’autres études suggerent que [’activa-
tion de PPARypar son agoniste naturel,
la 15-Désoxy-Delta-12,14-prostaglandine
J2 (15d-PGJ2) inhibe la différenciation
ostéoclastique (3). Les propriétés anti-ar-
thritiques de la pioglitazone ont fait I’objet
de nombreuses études mais peu se sont in-
téressées aux conséquences de I’activation
sélective de PPARYy par cette TZD sur le
métabolisme osseux en condition inflam-
matoire.

Lors de cette étude, nous avons évalué la
capacité de la pioglitazone a réduire le pro-
cessus arthritique, en nous intéressant parti-
culierement a son impact sur la voie ostéo-
clastogénique IL-17/RANKL/OPG dans
un modele expérimental de polyarthrite
chez le rat. Nous confirmons les potentia-



lités anti-arthritiques de la pioglitazone
décrites dans la littérature, notamment sur
le score clinique de sévérité de 1’arthrite.
L’analyse histologique a montré que cette
activation tres sé€lective de PPAR réduisait
également 1’hyperplasie synoviale et les
lésions des tissus cartilagineux et osseux
dans les articulations périphériques.

Chez les patients atteints de PR, des
quantités importantes d’IL-17 sont retrou-
vées dans le liquide synovial. Cette interleu-
kine a été récemment démontrée comme
étant un facteur clé de régulation de la phy-
siopathologie articulaire, capable d’induire
la production de TNFa et d’IL-1, de réguler
positivement la production de RANKL et
de stimuler I’expression des métallopro-
téases (14). Nous avons démontré, grace a
I’analyse immunohistochimique, que I'IL-
17 était abondamment produite dans la
synoviale inflammatoire, ce qui était cohé-
rent avec les taux d’IL-17 sérique. Le traite-
ment par la pioglitazone a significativement
diminué la production locale et systémique
d’IL-17 chez les animaux arthritiques. De
plus, 1’observation anatomopathologique
des coupes de chevilles inflammatoires
colorées a I’HES nous a permis de démon-
trer que, parmi les populations infiltrant la
synoviale, les PMN étaient majoritairement
responsables de la production locale d’IL-
17. Nos résultats sont en accord avec une
étude récente démontrant que I'IL-17A,
un des sous-types majeur de I’'IL-17, pou-
vait étre exprimée par plusieurs sous-po-
pulations de cellules immunitaires dans la
synoviale inflammatoire de patients atteints
de PR, y compris les mononucléaires et les
PMN (15). Nos résultats confirment éga-
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lement des études récentes en faveur d’un
role régulateur de PPARY sur I’expression
de I'IL-17 et/ou I’activation des Th17 (16).
Le potentiel ostéoclastogénique de I'IL-17
au travers de la voie SRANKL/OPG est
bien établi et une augmentation de ce rap-
port dans la synoviale a été corrélée a la
sévérité des lésions articulaires et a la perte
osseuse dans un modele d’arthrite induite
au collagene (17). Nous avons démontré
que I’activation de PPARY réduisait a la
fois le ratio de SRANKL/OPG circulant
ainsi que la production locale de RANKL,
mise en évidence par immunohistochimie.
De plus, I’analyse histologique des articu-
lations périphériques (chevilles) a montré
une réduction significative des cellules mul-
tinucléées de morphologie ostéoclastique
chez les animaux traités par la pioglitazone.
L’ensemble de ces données nous amene a
émettre ’hypothese que la pioglitazone di-
minue la perte osseuse associée a I’arthrite
via une modulation directe de 1’ ostéoclasto-
génese.

En conclusion, notre étude a montré que
la pioglitazone, en plus de réduire la sévé-
rité de I’arthrite, avait un effet suppresseur
majeur sur la production articulaire et
systémique d’IL-17 et de RANKL, sug-
gérant un role modulateur de 1’ostéoclas-
togénese dépendante de ces médiateurs
dans I’arthrite chronique. Malgré leur role
controversé chez les patients diabétiques,
les TZDs pourraient avoir un intérét théra-
peutique chez des patients atteints de PR
lors de poussées inflammatoires de la ma-
ladie en prévenant la destruction osseuse
responsable des déformations secondaires
des articulations.
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