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Stress Oxydant: Définition

Antioxydants

SOD, GPx, Catalase
GSH, Vit E/C, °NO
Caroténoides

Oxydants

0,°-, OH°, 10,, H,0,
°NO, ONOO -
HOClI,

LOO°, LOOH




Stress Oxydant: Cibles moléculaires
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Réaction inflammatoire

e Réponse physiologique de | ‘organisme a une
agression tissulaire visant a cicatriser le tissu blessé

e | "agression peut étre d ‘origine diverse:

infectieuse / / physique
tumorale chimique

traumatique immunologique




Réaction inflammatoire
Mise en jeu de médiateurs de lI'inflammation

CELLULAR MEDIATORS SOURCE

f""'* 2\ Preformed mediators [ H'Stamine Mast cells, basophils; platelets

) \ in secretory granules | Serolonin Platelets

Lysosomal enzymes Neutrophils, macrophages

~ Prostaglandins All leukocyles, platelets, EC
Leukotrienes All leukocytes
Platelet-activating factors \ All leukocytes, EC

Aclivated oxygen species | All leukocyles

Nitric oxide Macrophages

Cytokines Lymphocyles, macrophages, E|

Newly synthesized

Cotran et al., Pathologic basis of disease, 1997




Boucle d ‘amplification et d’auto-régulation de la réponse
inflammatoire

Cytokines

édiateurs lipidiques

NADPH Oxydase NFKB
AP-1

(Lavrosky et al., Exp. Gerontol. 2000)




AU niveau

vasculaire....




L'inflammation sous-endothéliale :
étape précoce de I'athérogénese
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Le stress oxydant :
une composante de I'inflammation sous-endothéliale

o Plaguettes

Cellules Monocytes

endothéliales
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Facteurs de croissance
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ROS
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Stress oxydant et Inflammation au niveau vasculaire:
Boucles d’amplification

Cytokines

Médiateurs lipidiques

Cellules endothéliales
Monocytes/macrophages
Cellules musculaires lisses




Transdifférenciation cellulaire

Cellules Monocytes/ Cellules musculaires lisses
endothéliales Macrophages Contractiles
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La catechine prévient la dysfonction endothéliale chez des rats

insulino-résistants

30 mg/kg/j pd 12 semaines .. , .
a/ka/ip Relaxation a I’'acétylcholine
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Les polyphénols du chocolat ont un effet bénéfique sur la pression artérielle
chez des sujets hypertendus insulino-résistants
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FRDC= Flavanol-rich dark chocolate
FFWC= Flavanol-free white chocolate

(Grassi D. et al., J. Nutr. 2008)




Polyphénols et pression artérielle :
méta-analyse d’essais controlés randomisés

Study
or subcategory

Flavonoids

Control

Systolique

Grouped studies (random)
(95% CI)

Grouped studies (random)
(95% C1)

anthocyanins
flavonols
flavanones

black tea

green tea
chocolate and cocoa
red wine or grape
other flavanols
flavanoid mixtures
soy foods

soy protein isolate
isoflavone extract

Total (95% CI)

"
34
48
1z

150
46
97
80

116

140
477
201

1402

n
zZ6
49
1z

150
465
o7
82

1zZ1

159
485
Z00

l4zs

Test for heterogeneity: Chi* = 18.24, df =10 (P = 0.05), I?= 452%
Test for overall effect: 2 =158 (P=0.11)

g

-0.03 (-1Z.45, 12.39)
1.07 (—4.08, 6.22)
-1.80 (—-9.97, 6.37)
-0.03 (—2.78, 2_72)
1.80 (-1.86, 5.46)
-5.88 (—92.55, —Z.Z1)
0.59 (=-0.88, 2.086)
-0.90 (-6.11, 4.31)
Not estimable
—-5.76 (—-12.29, 0_.77)
-1.60 (—3.62, 0.42)
-2.60 (—-5.20, 0.00)

-1.15 (-2.57, 0.28)

U OBRWONBFENN

Flavonoids

Control

-10

Favors flavonoicds

Diastolique

-5 0 5
Favors control

Grouped studies (random)
(95% Cl)

Grouped studies (random)
(895% Cl)

anthocyanins
flavonols
flavanones

black tea

green tea
chocolate and cocoa
red wine or grape
other flavanols
flavanoid mibdures
soy foods

soy protein isolate
isoflavone extract

Total (95% CI)

n
34
4ae
12

150
13
87
80

116

140
477
ZZ1

1389

o
zZ6
49
i1z

150
13
97
sz

1zl

159
485
2Z0

1415

Test for heterogeneity: Chi*® = 25.86, df = 10 (P = 0.004), /7= 61 .3%
Test for overall effect: Zz =1.89 (P = 0.06)

-2.50 (-8.65, 3.65)
0.39 (=3.38, 4.11)
-3.70 (—-7.02, -0.38)
-0.57 (—2.03, 0.89)
0.90 (-1.22, 3.02)
-3.30 (=5.77, —-0.83)
0.38 (-0.71, 1.47)
-0.07 (-1.55, 1.41)
Not estimable
-4_04 (—-8.30, 0.22)
—-1.99 (—-2.86, —1_12)
0.05 (-1.66, 1.76)

-0.90 (—-1.84, 0.03)

DOVWNOBRWBEBKENN

-10

Favors flavonoids

-5 5] 5
Favors control

(Hooper L. et al., Am J Clin Nutr 2008)




L'acide gallique prévient I'activation de la NADPH oxydase et
I’expression du CD 36 (modele cellulaire monocytaire)
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(Oliveira et al., FEBS letters 2004)




Polyphénols et expression du CD 36 : Modulation clinique

42 sujets presentant un ou +sieurs facteurs de risq ue CV — 4 semaines
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(Monagas M et al., Am J Clin Nutr 2009 )




Le piceatannol, analogue du resveratrol, inhibe la prolifération et la migration
des CMLYV (in vitro)

Prolifération (synthése d’ADN) Invasion et migration
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Lee B. et al., Toxicology in Vitro 23 2009




Réduction de I'épaisseur intima média

4 Réduction dans sous groupes de patients
(polyphenols de grenade) dont progression EIM est rapide:

289 patients a risque modéré de maladie coronarienne HDL bas, lipoprot riches en TG, et SO élevé

18 mois de consommation (240 mL/jour)

1 Control
Ml Pomegranate Juice
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Davidson MH et al.,Am J Cardiol 2009;104:936 —942




Les polyphénols du thé et le pronostic des syndromes coronariens aigus ?

1900 patients IDM, 3,8 ans de suivi
m==> Réduction du risque de mortalité aprés IDM

393 patients hospitalisés (suspicion de sténose coronarienne)

Prevalence CAD Ml

100 1% 100,

Usual Weekly Tea Consumption (1 yr before Mi)

None <14 Clps =140ps P rend
Number 1019 15 266
Deaths (%) 0119 8(14 37 (14
Cadiovascuiar ceaths () 141(14)  67(1) 26 10
PerS-Jes 4 078 981

M- andsevadsed 100 06905089 06104208 <000
195% C)

Full model* (35% G 100 072055-0.94) 056037084 <0001
CV mortalityt (5% C) 100 079(056-1.08)  054(033-087)  0.005

L 7o Td4% ‘ _ Pads
- A% T '

P=0.025

h=T8 il 114 M=TH 201 114
lcupiday 1-3cupsiday *Jcups/day <lcupSday 1-2cuns/diy >3cupsiday

Gréen tea intake

Grean tea intake

Hirano R et al., Am J Cardiol 2002;90:1150-3 Mukamal KJ et al. Circulation 2002



Inflammation et stress oxydant dans la prévention du
risque vasculaire

I) Stress oxydant et inflammation sont étroitement liés par des boucles
d’amplification et participent a la transdifférenciation cellulaire

Il) Marqueurs systémiques de I'inflammation et Athérogénese ?




Meta-analyse de Danesh :

Association modérée mais significative entre marqueurs de l'inflammation
et athérogénese

Méta-analyse (Danesh, JAMA 1998, 279(18): 1477-82)




Marqueurs systémiques de lI'inflammation :

Fibrinogene

Coronany Heart Disaasa Stroka (Nonfatal or Fatal)
(Monfatal or Fatal) T75)
In=7118)

Association modérée
mais tres significative

Meéta-analyse (Fibrinogen Studies Collaboration, JAMA 2005)




Marqueurs systémiques de lI'inflammation et facteurs de risque
ClaSSiq ues Méta-analyse (Danesh, N. Engl. J. Med 2004)

Valeur prédictive de la CRP sur |la survenue de maladies coronaires modérée par rapport
aux FR classiques




CRP et autres facteurs de risgue biologiques

Lipoprolein(a)
Homocysteine
IL-6

TC

LDLC
SICAM-1

SAA

Apo B

TC: HDLC
CRP

CRP + TC: HDLC

1.0 20 4.0 6.0
Relative Risk of Future Cardiovascular Events

Blake and Ridker, Circ. Res., 2001




CRP : un facteur de risque dans I’ etude POLA

% Patients
30

POLA (n=2434)

OR Mal. CVx (analyse multivariee)

3/\

emmes
0.02
o PF
1.02

1.2 1,76
71-2 34) (1311

-2.28) 2,9
/im&\ .74:500)

1
0 -
1

mg/I 3 Vil CRP

0.91-1.83 -
1.83-3.72 quartile
>3.72

>0.91

Dupuy et al., Gerontology 2005




CRP : un facteur de mortalité dans POLA

Early
(< 5 years)

Late
( 5- 9 years)

CVx
(9 years)

0 1 2 3 4 5 6

RR pour une CRP > 3,5 (3° tertile), Ajusté sur age, niveau d’éducation, tabac

Carriere I., Dupuy A et al. ] Am Geriatr Soc, 2008




Inflammation et stress oxydant dans la prévention du
risque vasculaire

I) Stress oxydant et inflammation participent au remodelage vasculaire

Il) Marqueurs systémiques de I'inflammation et Athérogénese

lll) La CRP : un marqueur incontournable malgré ses limites ?




Les limites de la CRP ?

1) Sensibilité analytique :
hs-CRP (ou CRP « full range »):

Limite 0,3 mg/I (vs 3 mg/l si non hs)
CV < 10% a 1mg/I

2) Variabilité intra-individuelle:
3) Variabilité inter-individuelle :

4) Intérét en fonction des stades :




Limites analytiques : la hs-CRP
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Facteurs de variabilité interindividuelle:

1) Age :
Elévation modérée en fonction de I’'age
médiane entre 1 et 1,50 mg/l (Ledue et al., Clin Chem 2003)

Données du POLA médiane (> 60 ans) : 1,9 mg/I
2) Sexe :

TABLE 1. Gender-specific population distributions of high-sensitivity C-reactive protein™
FPercentile

5th 10th 25th 50th T5th
.32 oS 3.
O.4 o= 3.0
O 4 0.9

O.a o8

Cr.
O
O,
O

American wormenT

Armerican men
European women'
European rmen

*Data from Rital et al1942 gnd Imhot et g).14=
Bassuk et al., NEJM 2004

TONy women not using hormone replacement therapy.

3) Race:

Peu de données

4) Facteurs exogenes :
Hormonothérapie substitutive : augmente la CRP (Pradhan et al., JAMA 2002)

Alcool : courbe en U (Imhof A et al., Lancet 2001)
5) Facteurs génétiques ?

Wi N




Le polymorphisme de la CRP :
Une réalité clinique ?
CRP (mg/l)

1,5

GCou CC GG
11,8% 88,2%

Zee and Ridker, Atherosclerosis, 2002




Variabilité intra-individuelle de la CRP ?

Healthy Volunteers Hemodialysés

W12 WO W OHN D oNoN

Subject number

Campbell et al., Ann. Cli. Biochem.,2002 Dupuy et al., Néphrologie, 2003




Variabilite de la CRP:

Les recommandations
CDC (Centers for Disease Control) et
AHA (American Heart Association)

1) Eliminer les CRP > 10 mg pour le risque vasculaire :
- Contexte inflammation aigue
- Refaire la détermination apres stabilisation
Si persiste : inflammation chronique
=>risque vasculaire ?

2) Considérer 2 mesures de hs-CRP :

- Réaliser a 2 ou plusieurs semaines d’intervalle
- considérer la moyenne des valeurs

Pearson et al., Circulation 2003




Inflammation et stress oxydant dans la prévention
du risque vasculaire

|) Stress oxydant et inflammation participent au re modelage
vasculaire

II) Marqueurs systemiques de I'inflammation et Athé rogénese

I1I) La CRP : un marqueur incontournable malgré ses limites

V) La CRP : un marqueur ou un acteur de l'athéerog énese ?




La CRP : une molécule a double face

Face de reconnaissance :
(Tillet and Francis, J Exp. Med., 1930
Du Clos et al., J Immunol, 1989 )

Face effectrice :

(Agrawal et al., J Immunol, 2001
Gershov et al., et al., J. Exp. Med, 2000
Mold et al., J Immunol, 2001)

Assurant la liaison Ca++ dépendante

des principaux ligands
Bactéries, Lipoprotéines,

Cellules en dégénérescence ....

Activant la voie classique

du complément

Se liant aux récepteurs des

IgG (favorisant ainsi la phagocytose)




Fonction : « Opsonophagocytosis »

COMPLEMENT
ACTIVATION y

PHOSPHOCHOLINE

4% BAGTERIAL
POLYSACCHARIDES - PHAGOGYTOSIS VIA

Fey RELEF TURS

o

DAMAGED CYTOKINE SECRETION
MEMBRANE {IL-1, TNF)

W. Du Clos, Science and Medicine, March/April 2002




Propriétés de la CRP:

- activation du Cp

- liaison aux récepteurs des IgG

‘ expliquent le fait que la CRP favorise la

clairance des éléments bactériens ou des cellules en

dégénéresecence

Role protecteur prouvé sur modeles animaux




La CRP : des actions protectrices

A «ATI5, 50i0* Pa3

CRP(&8/5)
La CRP protege les souris contre

I'infection @ pneumocoque.

SALINE (1/8) Mold et al., J. Exp. Med., 1981

I 2 3 4 & & T 8 » O
DAYS




La CRP facllite la capture des LDL

Apo B: rouge
F-actine: vert

Zwaka et al.,
Circulation,
2001

A0 tn

Macrophages + LDL
+ CRP

\

Macrophages + LDL
- CRP

Al TTHTI "




CRP : un acteur potentiel de I'athérogenese

¢Synthétiséeinsitu =~ = 8
dans la plague -
Activation Induction molecules d’adhess

complément cellulaire et MCP-1

Recrute et active
les monocytes
dans paroi artérielle

Active les CMLYV :
Recepteur Agll

Proliférati
k Captation et oxydation rolireration

DL par macrophages s BT S
Altération vasoreactivité

Diminue production NO endotheliale
et expression eNOS :




CRP : une cible potentielle de I'athérogénese

Modeles animaux

Pepys, Nature 2006

%
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Infarctus size

Vehicle CRP CRP
+(bisPC)-Hexane

'inhibiteur abroge 'augmentation
de taille de I'infarctus observé avec
I"injection de CRP.




Inflammation et stress oxydant dans la prévention
du risque vasculaire

|) Stress oxydant et inflammation participent au re modelage
vasculaire

II) Marqueurs systemiques de I'inflammation et Athé rogenese

I1I) La CRP : un marqueur incontournable malgré ses limites
V) La CRP : un marqueur ou un acteur de I'athérog enese

V) La CRP : un amplificateur du risque vasculaire ?




Le taux de CRP modifie la valeur pronostique des LD L
Survenue d’un 1'¢" Evt CV (N=27.939 femmes)

MNMonusars of Hormone-Replacemeant Tharapy

Laovew CRP—lows LDL
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Ridker et al., N. Engl. J. Med., 2002




Le taux de CRP amplifie la valeur pronostique de
I’hypertension
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Sattar et al., Circulation 2003



L'inflammation : intrication avec le syndrome métab olique

Mean value of log CRP

1.8
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- No diabetes -
(Haffner S.M., Diabetes Research and

Clinical Practice 2003) Dupuy et al., Gerontology 2005




La CRP amplifie le risque vasculaire dans le syndrome
métabolique

mmmm CRP <3 mg/I
CRP =3 mg/I
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Ridker et al, Circulation. 2003;107:391-397




Perturbations ™
phosphocalciques




CRP et calcifications coronaires chez le sujet HD?

OPG et CRP

CRP (mg/l)

P trend = 0,045
2,8+7,8

<3,17 [3,17-3,95] >3,95
OPG (pmol/I)

Kiechl et al, Circulation, 2004

RR mortalité

<1550.4
1550.4-2438.4

(0] G
pg/ml

>12.52

>2438.4 <1252 cpp

mg/I

Morena et al, ] Am Soc Nephrol, 2006




Inflammation et stress oxydant dans la prévention
du risque vasculaire

|) Stress oxydant et inflammation participent au re modelage
vasculaire

II) Marqueurs systemiques de I'inflammation et Athé rogenese

I1I) La CRP : un marqueur incontournable malgré ses limites
V) La CRP : un marqueur ou un acteur de I'athérog enese

V) La CRP: un amplificateur du risque vasculaire




Conclusions:
Comment réduire le risque vasculaire?

(statines, fibrates,
aspirine, oméga 3)

NADPH Oxydase

(apports nutritionnels)




JUPITER N
Trial Design JUPITER

oo Rosuvastatin 20 mg (N=8901} !
No Prior CYD or DM Stroke

Hen 250, Wonen 23 N\ = 8857 completed Unstable

Placebo (N=8501) Angina

................... (VD Daath
hSCHP >2 ITIg”. fun-i N = 8864 completed CABGIPTCA

Ridker et al., Circulation 2003.













Statines et baisse de la CRP

CRP (mg/l)

* *
Baseline P S A
(40 mg/day) (20 mg/day) (10 mg/day)

(Ridker et al., NEJM 2008) (Jialal et al., Circ. 2001; 103(15):1933-5)




Interventions thérapeutiques
et baisse de la CRP

Medication | CRP levels (%)

Statins [65] 15-30
Fibrates [69] 45
Aspirin [19] 30
Clopidogrel [74] 50
Dhetary n-3 fatty acids [72] 20-30
Weight loas [65] 28
Abcidmab after PTCA [76] ~ 30
PPAR gamma activatora Unlknown

(Mazer et al., J Thrombosis and Thrombolysis 17(2»-105, 2004




Un lien (discret) entre prévention et baisse
de la CRP ?

-~ P-trend = 0.005

4
@
2

Q@
S
v

&
o

inftasmmation Absent  Inflammation Present Inflarnenation Prasent
Placebo Pravasiatn acebo

Ricker et al., Circulation, 1998: 98:839-844.




Un lien entre prévention et baisse de la CRP

Reversal : 654 pts, (LDL : de 3,9 mmol/l — 1,5 g/I)35

Prava 40 mg vs Atorva 80 mg

l l

2.8 mmol/L 2.0 mmol/L )
(110 mg/dL) (79 mg/dL) .--""

-3
v
’

-50 -25
Change in LDL-C (mg/dL)

Change in Percent Atheroma Volume (%6)

Prava 40 mg Atorva 80 mg

l l

-5.2% - 36.4%

]
Lar
L ]

I
(=]
L0 |

1
—-
i

-2
Change in C-Reactive Pratein (mg/)
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La baisse de la CRP : une cible synergigue avec le
LDL cholestérol

Beduction in LDL-C and CRP
Reversal Both < Median

20 Reduction in LDL-C < Median,
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Polymorphisme genétique de la CRP ?

1) Le gene:
Localisé sur le bras long du Chromosome 1 (1g21-1g2
Un seul Intron
Wong et al., 1985, J.Biol. Chem.

2) Polymorphismes génétiques décrit depuis 2002
Polymorphisme dans l'intron :
Szalai et al., Genes Immun, 2002
Polymorphisme dans le 2°Exon :
Association avec les taux de base

Pas de lien avec le risque cardio-vasculaire
Zee and Ridker, Atherosclerosis, 2002

Variabilite du niveau de base et génétique
52% pour la CRP (40-62%)

59% pour la SAA (49-67%)
MacGregor et al. Clin Chem. 2004




Marqueurs systémiques de l'inflammation :
les limites du compte leucocytaire

Risk ratio (top thirnd ws bottom thind)
and 959% confidence imMeaervals
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Un lien entre prevention et baisse de la CRP

Reduction in LOL-C and CRP
Both = Median

Reduction in LDL-C =< Median,
Reduction in CRP > Median
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Stress oxydant et transdifferentiation cellulaire
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Le Resvératrol prévient la fibrose cardiaque

High glucose

v

PI3K — Ad.dnPI3Kp85

+
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oo o n
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Untreated I
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IL-17§
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Net collagen production
Fold induction from Untreated

Venkatachalam K. et al., Am J Physiol Heart Circ Physiol 294:2078-2087, 2008




Les polyphénols diminuent I'expression de la NAD(P) H oxydase et la
fibrose cardiague dans un modele High Fructose

gp91phox

p22phox
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Inflammatory theory of atherosclerosis
Ross R., N. Engl. J. Med. 1999

Chimical Physical Immuno. Infectious
Agression Agression Agression Agression

Classical risk factors
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Déterminants de la production d’anion superoxyde en
population ?

478 sujets agés
304F /174 H
79,5+48,1 ans

(Ventura et al, Free Radical Biol Med, 2009)




Stade IRC

Les données cliniques de I'IRC ?

Fibrinogene Anion superoxyde

p global=0,0022 p global =0,0065

(o)
p=0,0126

% activation

Morena et al., Free Radical Research, June 2011; 45(6): 735-745



Déterminants de la production d’anion superoxyde en IRC ?

Variable OR [Cl 9523]

Fibrinogen {activity) (/L)
o3 F 1

237 2.70 [1.03-7.10]
HDL cholesteral {(mmal L)

<1 42 2.39 [0.8B4-5.74]

[1L42-1.75[ 1

e W 3.84 [1.34-10.96]
PMDORD {mL/min/L.73ImT)

<30 2.55 [1.02-6.40]

=30 1
Imtact PTH {pgy/m L)

=72 1

=72 1.35 [0.54-3.36]
Hemoglobin {(g/dL)

<1l2.6 1

=126 0.67 [0.28-1.61]

Morena et al., Free Radical Research, June 2011; 45(6): 735-745




Variabilité en population :
(N= 113 sous groupe de Season; 4 mesures sur 1 an)

Bhs-CRP
E Todal Chakistarm

el Exclusion ;
iii-CRP~>106  ——
i Limites

!_des quartiles :

il <0.5;0.5-1; 1-2; >2

Total Cheolesteral {(mmel/L)

50
Rank of mean Cholesteral

50
Unigue rank of (mncrp)

Ockene et al., Clin, Chem 2003; 47(3):444-50




La CRP : une efficacité quel que soit le stade
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Ridker et al., NEJM 2002; 347:1557-65




CRP et Pentraxines : structures archaiques et
Conservees.

Agnathes Poissons  Amphibiens Mammiferes
Cartilagineux Reptiles

Pentraxines : CRP, SAP, APP

| Lymphocytes
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Immunité
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Immunité Adaptative
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