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ABRÉGÉ

Introduction: La perfusion chez le cochon d’inde nouveau-né de solutions de

muiti-vitamines (MV), exposées à la lumière, induit un foie gras. On observe la

génération de H202 dans des mélanges d’acide ascorbique (AA) et de ribofla

vine (Rf) photo-excitée ainsi que des molécules de masse 136 et 208 identifiées

par spectrométrie de masse. Hypothèse : le H2O2 initie la peroxydation de l’AA

et la génération de sous-produits biologiquement actifs pouvant affecter le mé

tabolisme des lipides hépatiques. Les objectifs : évaluer le rôle du H2O2 dans

la génération de ces molécules et comprendre comment elles influencent le mé

tabolisme des lipides hépatiques en mesurant l’activité de 3 enzymes régulatri

ces. Méthodes : c’est par la spectrométrie de masse que nous avons docu

menté le rôle du H202 et de la Rf photo-excitée dans la formation des produits

de dégradation de l’AA. Seize cochons d’inde ont reçu pendant 4 jours des so

lutions parentérales (5% dextrose, 0.45% NaCI, 1U/ml héparine) supplémentées

avec des mélanges de AA et de Rf. Le mélange contrôle est demeuré protégé

de la lumière pour éviter la formation de ces molécules tandis que le mélange

expérimental est exposé à la lumière pour favoriser leur formation. Dans le foie,

les activités de l’acétyl coenzymeA-carboxylase (ACC), la protéine kinase acti

vée par l’AMP (AMPK), la triacylglycérol hydrolase (THG) ainsi que le redox ont

été mesurés après 4 jours, de même que les triglycérides (TG) hépatiques et

plasmatiques. Les urines ont été analysées par spectrométrie de masse. Ré

sultats: la formation des molécules 136 et 208 dépend du H202, lui-même dé

pendant du temps et de la lumière. L’ACC des animaux recevant les solutions

expérimentales est stimulée tandis que l’AMPK et la TGH sont plus stimulées

par des concentrations plus élevées de vitamine C. Ces derniers ont des ni

veaux de TG plus faibles et un redox plus élevé. Conclusions : le H202 induit

la dégradation de l’AA en sous-produits potentiellement hépato-toxiques. Nous

avons suggéré que ces molécules possèdent des fonctions peroxydes et aldé

hydes. Mots clés: Nutrition parentérale, dégradation peroxydative de la vita

mine C, riboflavine photo-excitée, métabolisme des lipides, spectrométrie de

masse.



Iv

ABSTRACT

Introduction: Perfusion of multivitamin preparations (MVP) induce a fatty liver in

newborn guinea pigs that can be prevented by photo-protection. Ascorbic acid

(AA), in the presence of photo-excited riboflavin, generates F1202 and molecules

with masses of 136 and 208, the most abundant identified by mass spectrome

try. We hypothesize that H202 initiates the peroxidation of AA producing bio

logically active by-products affecting hepatic lipid metabolism. The objectives

were to evaluate the role of H202 in the generation of these by-products and un

derstand how these molecules influence liver lipid metabolism by looking at the

activity of three important enzymes that regulate it. Methods: mass spectrome

try (MS) documented the contribution of H202 and light-excited riboflavin (Rf) in

the formation of ascorbic acid’s by-products. Sixteen 3-day old guinea pig pups

received an intravenous solution (5% dextrose, 0.45% NaCI, 1U/ml heparin) for

4 days supplemented with control or test mixtures. Control mixtures: photo

protected AA ÷ Rf (without H202 by-products). Test mixture: photo-exposed AA

+ Rf (with H202 by-products). After 4 days, hepatic acetyl coenzymeA

carboxylase (ACC), AMP-activated protein kinase (AMPK), triacylglycerol hy

drolase (TGH) and the redox were measured. We also looked at the triglyc

erides (TG) levels in the plasma and liver and analyzed the fourth-day urine by

mass spectrometry. Resuits: The formation of molecules 136 and 208 is de-

pendent of the presence of H202, whose formation is itself dependent of light

and time. Animais receiving light-exposed solutions expressed higher ACC ac

tivity while AMPK and TGH were more affected by high AA concentrations.

Animais receiving the highest AA concentration had lower TG levels and higher

redox. Conclusion: This study demonstrates that H202 induces the transforma

tion of ascorbic acid into biologically active compounds that potentially affect

liver lipid metabolism and redox status. We suggest that these molecules have

peroxide and aldehyde functions.

Key words: Parenteral nutrition, vitamin C peroxidative degradation, photo

excited riboflavin, lipid metabolism, mass spectrometry.
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Le taux de survie des prématurés a beaucoup augmenté ces dernières années.

Ceci est principalement attribuable aux progrès de la médecine. Depuis 20 ans, il

est passé de O à 50% pour les bébés nés à la 23 éme semaine de grossesse 1

En parallèle, des complications pulmonaires telle que la bronchodysplasie ou

oculaires comme la rétinopathie, liées à cette prématurité, sont de plus en plus

fréquentes 2

Il a été proposé qu’une cause majeure de ces complications soit liée aux défenses

anti-oxydantes immatures du prématuré et à la présence de peroxydes dans les

solutions de nutrition parentérale (NP). Ces peroxydes proviennent principalement

de l’exposition des multi-vitamines (MV), une composante de la NP, à la lumière

ambiante . L’infusion de MV exposées à la lumière à des animaux nouveaux-nés

est associée à un remodelage pulmonaire similaire à la bronchodysplasie

observée chez les nouveau-nés prématurés et au développement d’une stéatose

hépatique, une complication bien documentée de la NP. Cette dernière

complication est l’objet de mon mémoire.

Bien que le H202 soit la forme dominante des peroxydes formés dans les MV

exposées à la lumière, il ne semble pas être directement lié à la stéatose 6 Nous

avons soupçonné un produit issu de la photo-dégradation de la vitamine C, induite

par le H202, comme étant hépato-toxique.

L’hypothèse principale

L’un des métabolites issu de la photo-dégradation de la vitamine C serait en partie

responsable du dérèglement du métabolisme lipidique observé chez l’animal sous

nutrition parentérale.

Nous avons donc 2 objectifs:

• Évaluer le rôle du H202 dans la génération de ces molécules, et

proposer un mécanisme réactionnel.

• Déterminer si ces métabolites influencent l’activité d’enzymes

impliquées dans le métabolisme des lipides.
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Les résultats sont en partie décrits dans un manuscrit soumis à la revue Clinical

Chemistry. Puisque ce manuscrit n’est inséré au mémoire qu’à la page 28, la

numérotation des figures ne suit pas leur ordre d’apparition dans le mémoire.

1-La nutrition parentérale et ses complications

1.1-La nutrition parentérale

La nutrition parentérale est essentielle pour le prématuré qui n’est pas en mesure

de s’alimenter par voie orale . Elle fait partie intégrante des soins prodigués dès

la naissance et est administrée par un cathéter directement dans la veine centrale.

Les volumes et les besoins nutritionnels varient avec la maturité de l’enfant. Pour

assurer sa survie et son développement, elle doit constituer un bon apport d’acides

aminés, de glucose, de lipides, de minéraux, ainsi que des vitamines, telles que

les vitamines C et E. Ces vitamines agissant comme de puissants anti-oxydants,

aident à renforcer les défenses anti-oxydantes du nouveau-né face à la surcharge

oxydante laquelle survient dès la naissance, entre autre sous forme d’une

oxygénation favorisant la formation de radicaux libres 8 Mais ces solutions

contiennent également des molécules, comme la riboflavine (Rf) et la vitamine C,

qui favorisent in vitro, la formation de peroxydes. Le mélange de toutes ces

molécules dans un même environnement est un endroit propice à de nombreuses

réactions chimiques, particulièrement la dégradation de la vitamine C.

1.2-Les complications hépatiques

On connaît depuis longtemps le lien qui existe entre la nutrition parentérale et

certaines maladies du foie. Des complications hépatiques apparaissent chez

environ 30% des enfants sous perfusion, après seulement 2 semaines. Chez le

prématuré qui reçoit une NP, les transaminases hépatiques telles que l’alanine

transaminase, l’aspartate transaminase ainsi que des enzymes comme la glutamyl
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transpeptidase, ou l’alkaline phosphatase 10 sont élevées dans le plasma, ce qui

est indicatif d’un désordre fonctionnel du foie.

Il y a deux complications hépatiques majeures associées à la nutrition parentérale:

La cholestase et la stéatose 12

1.2.1-La cholestase

Elle se définit comme la diminution et parfois même l’arrêt total de l’écoulement du

liquide biliaire, dont les constituants peuvent parfois refluer dans le sang. La

cholestase qui se développe chez l’enfant qui reçoit une NP est généralement

réversible sauf chez le prématuré qui est plus à risque d’en garder des séquelles13.

1.2.2-La stéatose

La stéatose, ou foie gras, se caractérise par une accumulation de corps gras,

essentiellement des triglycérides. Au niveau pathologique, on observe un

élargissement du foie, accompagné d’une pâleur et d’une coloration jaunâtre. Le

diagnostique reste cependant difficile car rarement symptomatique. C’est

probablement la raison pour laquelle elle est peu documentée chez le nouveau-né.

Par ponction hépatique et biopsie, on observe des vacuoles de stéatose de tailles

et de formes variées qui peuvent être micro vacuolaires (plus petites que les

noyaux) ou macro vacuolaires (occupent presque toute la cellule). Par tests

sanguins, on mesure des niveaux de triglycérides plasmatiques élevés 14

Dans le cadre de mon projet de maîtrise, je me suis principalement intéressé aux

effets de la nutrition parentérale sur le développement de la stéatose hépatique.

1.3-Les causes proposées de la stéatose

Plusieurs études ont tenté de déterminer les causes du dysfonctionnement

hépatique associé à la nutrition parentérale et les hypothèses sont nombreuses
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• On a rapidement éliminé l’absence de nutrition par voie orale 15, c’est-à-dire

le manque de stimulation du système entérique, comme responsable du

développement de la stéatose.

• On a soupçonné des produits toxiques issus de la photo-décomposition 16

de certains acides aminés en présence de riboflavine 17 tels que le

tryptophane, la méthionine, la tyrosine ou la cystéine.

• On a soupçonné une déficience en choline car les niveaux plasmatiques de

choline 18 sont très faibles chez des patients qui reçoivent une NP

prolongée. Une déficience en choline semble interférer avec la sécrétion

des TG par le foie 19

• Du glucagon, ajouté à la NP 20 diminue l’incidence de la stéatose.

L’insuline, contrairement au glucagon, a pour effet d’augmenter la bio-

synthèse des lipides et de favoriser la sécrétion des acides gras. Une NP

trop riche en glucose, donc hyper calorique, entraîne une augmentation du

ratio insulinelglucagon (11G) 21 et favorise le développement de la stéatose.

• Les lipides 22 présents dans la NP semblent prévenir le développement de

la stéatose. On observe que le rat qui reçoit une NP supplémentée de

lipides ne développe pas de stéatose, probablement à cause de la

diminution du ratio 11G. Ce n’est pas le cas du rat qui reçoit une NP sans

lipides. Il semble également que le type de lipide 23 utilisé est important; les

triglycérides à chaînes courtes sont moins efficaces que les triglycérides à

longues chaînes pour prévenir la stéatose.

Depuis quelques années, la composition de la NP a considérablement

changée. La réduction de l’apport calorique et l’ajout de lipides a

grandement contribué à diminuer l’incidence de ces complications.

• La lumière est un élément très important car lorsque l’on protège la NP de la

lumière 24 on minimise le dysfonctionnement hépatique.



6

• La stéatose a également été associée à un dysfonctionnement de la

mitochondrie: soit au niveau de la 13 oxydation, du transport des acides gras

par la route carnitine-dépendante ou de la production défectueuse d’ATP.

La mutation du gène de l’adénosine kinase 25 conduit à l’accumulation de

triglycérides hépatiques chez la souris et au développement d’une stéatose

sévère. La transition entre l’utilisation du glucose, la source majeure

d’énergie chez le foetus, à l’utilisation des acides gras chez le nouveau-né

indique à quel point la mitochondrie est importante pour le métabolisme

énergétique.

Nous avons démontré chez le cochon d’inde, que la perfusion de solutions de MV

exposées à lumière entraînaient le développement d’une stéatose et que cette

complication n’était pas due à un effet direct du H202 6 Nous émettons

l’hypothèse que le H202 est associé à la génération d’un xénobiotique

biologiquement actif qui serait directement ou indirectement lié au

dysfonctionnement du métabolisme des lipides hépatiques.

L’hypothèse du dysfonctionnement hépatique associé à la NP chez le prématuré

implique à la fois un stress oxydant causé par des quantités importantes de

radicaux libres présentes dans la NP ainsi que des mécanismes de défenses anti

oxydant déficients ou inefficaces.

2-Une charge oxydante importante

2.1-L’origine de ces peroxydes

Plusieurs laboratoires ont démontré que la nutrition parentérale représentait une

charge oxydante considérable pour le prématuré, surtout lorsque exposée à la

lumière.
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Dans des mélanges lipides, vitamines (1%) et acides aminés , on peut mesurer

entre 200 et 400uM de peroxydes 26 formés. Ce sont les solutions de MV

exposées à la lumière qui contribuent le plus à la formation des peroxydes dans

les TPN, bien plus que la photo-oxydation des lipides. Il y a une forte corrélation

positive entre la concentration en MV dans la NP et les quantités de peroxydes

formées. On peut d’ailleurs prévenir leur formation en y ajoutant du sodium méta

bisulfite 27, un anti-peroxyde. II est important de noter que les prématurés

reçoivent des concentrations de MV beaucoup plus élevées (2-5%) que les adultes

(01%) 28 et conséquemment plus de peroxydes. On considère que les nouveaux-

nés perfusés avec une NP supplémentée avec 1 % de MV reçoivent en moyenne

400-500 jimol H2O2 /jour/litre.

On retrouve des concentrations urinaires de peroxydes plus élevées chez le

prématuré qui reçoit de la NP 29 non protégée de la lumière. Cela suggère que les

vitamines anti-oxydantes comme les vitamines C et E, présentes dans ces

solutions, ne sont pas totalement en mesure de prévenir leur formation. Peut-être

parce que ces vitamines ont davantage des propriétés anti-radicalaires que anti-

peroxydes.

La lumière est un facteur important dans la formation des peroxydes dans les

solutions de MV.

II y a 2 molécules qui sont particulièrement susceptibles à la lumière: la riboflavine

et les polysorbates. Ces derniers, des détergents qui favorisent la solubilisation

des vitamines liposolubles et hydrosolubles dans un même milieu, ne semblent

pas contribuer 30 à la formation des peroxydes. La riboflavine, quant à elle, est une

vitamine impliquée dans plusieurs réactions métaboliques, incluant la chaîne

respiratoire. Elle semble plutôt agir comme catalyseur, car même absente, on

observe l’apparition de peroxydes dont 80% sont du H2O2, car éliminés en

présence de catalase.

La génération de peroxydes en présence de vitamine C et de riboflavine est déjà

bien connue.
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Voici un schéma simplifié de cette réaction

Aif + 02
Rfethv F1202 + A

L’anion ascorbate et l’oxygène, en présence de riboflavine(Rf) et de lumière(hv),

génère la formation de peroxydes d’hydrogène.

Cette équation suggère que l’on puisse limiter la formation de H202 en contrôlant la

luminosité et l’oxygène dissout.

La riboflavine (Rf), qui fait partie de la famille des vitamines B2, favorise la

dégradation 31 de la vitamine C en présence de lumière. On la retrouve sous

forme libre ou comme flavine (FAD ou FMN) et les deux formes sont présentes

dans les solutions de MV.

L’ion ascorbate réagit directement avec la riboflavine excitée, en présence

d’oxygène, pour former « l’ascorbate free radical» (AFR) 32, un intermédiaire dans

sa décomposition en déshydroascorbate (DHA).

La Rf excitée par la lumière a un potentiel réducteur de 1.89V et peut oxyder un

grand nombre de molécules comme la doxorubin ou l’acide ascorbique. Cette

oxydation causée par la photo-excitation de la Rf peut être de 2 types

Type I la Rf, dans un état excité, peut soutirer un électron (ou un atome

d’hydrogène) d’un substrat oxydable et générer un radical.

Type Il: La Rf peut également transférer son énergie à l’oxygène moléculaire

dissout pour devenir un 102. Cet oxygène singulet peut alors voler une paire

d’électrons à une molécule organique.

La Rf peut induire la photo-modification de composés, qui comme la vitamine C,

n’absorbent pas ou ne sont pas directement modifiés par la lumière. Il est

important de comprendre la photo-modification des bio-molécules car ils peuvent
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se produire dans des systèmes qui sont exposés à la lumière comme les sacs de

NP, les milieux de culture cellulaire, la nourriture, et certains organes comme la

peau et les yeux.

Pourrait-on infuser la Rf séparément des mélanges de MV afin de prévenir la

dégradation de la vitamine C et la formation de peroxydes? Nous avons démontré

dans des études préliminaires non publiées que l’infusion de Rf exposée à la

lumière ambiante générait un stress oxydant chez l’animal.

La lumière est donc un élément important qui favorise la formation de peroxydes

dans les sacs de NP. Un moyen efficace pour prévenir ou ralentir leur apparition

serait de recouvrir les sacs contenant des MV et d’utiliser une tubulure ambrée 36•

Cela paraît être une solution relativement simple, mais difficilement applicable

dans des conditions cliniques pour les raisons suivantes

• Les NP sont exposées à la lumière lors de leur préparation par le

pharmacien.

• L’absence de tubulure ambrée.

• Le temps de transit de la solution dans la tubulure est plus long chez le

prématuré.

• Les enfants qui doivent subir une photo-thérapie pour la jaunisse sont

exposés, de manière prolongée, à une forte intensité lumineuse.

L’oxygène dissout joue également un rôle essentiel dans la formation des

peroxydes dans la NP 2$ mais c’est un élément plus difficile à contrôler, surtout lors

de la manipulation et de la préparation des solutés.
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2.2-Le stress oxydatif et les défenses du prématuré

2.2.1-Les propriétés du H202

Les espèces radicalaires dérivées de l’oxygène (ROS) ont surtout été

considérés comme des sous-produits toxiques du métabolisme, mais à de faibles

niveaux, sont impliqués dans de nombreux processus biologiques importants tels

que la signalisation, la prolifération et la différenciation cellulaire. C’est à des

niveaux plus élevés que leurs activités sont potentiellement toxiques.

Les dommages que peut causer le H202 sur les systèmes biologiques sont bien

connus:

Dans les poumons 38 de faibles doses de H202 (75uM) entraînent une diminution

de la production de surfactant ainsi qu’une augmentation de la perméabilité des

capillaires tandis que dans le coeur 40 il peut endommager les cellules

musculaires lisses, qui sont particulièrement susceptibles à l’attaque oxydante. Le

H202 peut induire l’apoptose 41 de cellules en culture, inhiber la production d’ATP

des hépatocytes 42, et causer des dommages à l’ADN génomique Dans

l’organisme, La détoxication ou l’élimination du H202 se fait par l’intermédiaire

d’enzymes comme la catalase ou la glutathion peroxydase.

Toutes les cellules ont une concentration basale de radicaux libres, mais leurs

formations et leurs éliminations sont rigoureusement contrôlées afin de protéger

les cellules de leurs dommages. Un radical libre est une entité chimique très

réactive avec un électron solitaire qui recherche un partenaire pour sa stabilité.

Le peroxyde d’hydrogène, en lui même, n’est pas très réactif mais il peut

facilement s’accumuler et diffuser entre et à l’intérieur des cellules. Par contre, il

peut causer des dommages par la réaction de Haber-Weiss, catalysée par des

métaux comme le fer (réaction de Fenton), en formant le radical hydroxyle, qui lui

est très réactif et dommageable
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2.22-La réaction de Fenton

C’est en 1894 que H.J.H. Fenton découvre que certains métaux transitoires,

comme le fer ferreux ou le cuivre, en présence de peroxyde d’hydrogène,

entraînent la génération du radical hydroxyle, un radical libre très réactif 46 Ces

métaux, qui possèdent un électron solitaire, aux pouvoirs catalytiques puissants,

sont impliqués dans de nombreuses réactions physiologiques importantes comme

l’apoptose La réaction de Fenton est la décomposition du H202, en présence

de fer ferreux. Cette réaction est favorisée par l’ascorbate.

On parle de stress oxydatif lorsque les niveaux de radicaux libres de l’oxygène et

autres molécules oxydantes dépassent les capacités anti-oxydantes du système.

Dans un organisme sain, il doit exister un équilibre entre la production de radicaux

libres et les réactions anti-oxydantes qui les contrôlent, ces molécules pouvant

causer des dommages irréversibles à la cellule. Par exemple, la peroxydation des

lipides peut entraîner une désorganisation des structures membranaires et un

dysfonctionnement des protéines qui y sont imbriquées.

Dans les solutions de MV exposées à la lumière, on mesure des concentrations

élevées de H202 et autres peroxydes organiques. Le prématuré est t-il capable de

se défendre contre cette charge oxydante massive?

H202

Fe2Fe3

* DH +H

Ascorbate Sem idéshydroascorbate
.
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2.3-Le statut antioxydant du prématuré

Le prématuré subit effectivement un stress oxydatif. On le mesure par des niveaux

plus élevés, chez le prématuré, de F2-isoprostane dans le plasma 48 ou de 8-oxo-

guanine dans l’urine, tous deux des marqueurs de stress oxydatif. On observe

également des concentrations de peroxydes urinaires plus élevées 29 chez les

nouveau-nés qui reçoivent une NP exposée à la lumière. Cela suggère un

système de défense anti-oxydant immature et inefficace pour éliminer 50

complètement les peroxydes infusés.

Il y a chez le prématuré un déséquilibre entre les concentrations de peroxydes

reçues et les défenses anti-oxydantes.

Les moyens de défenses de l’organisme contre les oxydants sont multiples. On

peut les classer en 2 groupes : il y a les défenses enzymatiques avec la

superoxyde dismutase, la catalase, ou la glutathion peroxidase et les mécanismes

non-enzymatiques comme avec les vitamines A, C et E ainsi que le glutathion.

Plusieurs études ont démontré l’immaturité de ces système de défense chez le

prématuré:

2.3.1-Les antioxydants enzymatiques

Comparée aux bébés nés à terme, l’activité d’enzymes comme la catalase ou la

glutathion peroxidase, dans le sang de cordon, est plus faible chez les prématurés
51 52, 53• L’exposition de lapins prématurés à un environnement riche en oxygène

n’entraîne pas d’augmentation dans l’activité de ces enzymes, à l’inverse du lapin

né à terme, qui semble réagir plus au stress oxydatif.
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2.3.2-Les antioxydants non-enzymatiques

Cette immaturité serait également associée à des réserves en vitamines anti-

oxydantes plus faibles. À la naissance, les niveaux de vitamine E, une vitamine

dont le transfert à travers le placenta est limité, augmentent significativement chez

le nouveau-né, mais chez le prématuré, les niveaux à la naissance sont

beaucoup plus faibles et n’augmentent 56 pas autant. C’est également le cas pour

la vitamine A. Pour la vitamine C les niveaux sont beaucoup plus élevés dans

le sang de cordon que dans le sang maternel et les niveaux sont également plus

faibles chez le prématuré. C’est le DHA, la forme oxydée de la vitamine C, qui

traverse plus facilement le placenta, avant d’être reconverti en vitamine C. Ce

recyclage de DHA en vitamine C se fait, entre autre, par l’intermédiaire du système

glutathion.

Le GSH représente l’une des premières lignes de défenses contre le stress

oxydant. Dans le sang, 99% du glutathion sont présents dans les globules rouges

et maintiennent l’hémoglobine dans sa forme réduite. C’est un tri-peptide qui agit

comme co-facteur de l’enzyme glutathion-peroxidase. Chez des animaux qui

reçoivent une NP, on observe une diminution des niveaux de GSH et une

augmentation du stress oxydant mesuré par les niveaux de T-BARS. Par ailleurs,

il a été observé que l’accouchement augmente les réserves en molécules anti-

oxydantes dans les globules rouges, comme le glutathion des enfants nés à

terme, pas chez le prématuré. Nous avons démontré des niveaux de glutathion

plus faibles dans les leucocytes d’enfants nés prématurément

Il y a 2 enzymes importantes impliquées dans le métabolisme du glutathion: la y

glutamylcystéine synthétase, qui a pour fonction de lier un résidu de cystéine à

l’acide glutamique, et la glutathion synthétase qui ajoute un résidu de glycine à la

cystéine. Les niveaux de glutathion plus faibles ne semblent pas être dus à une

immaturité du système enzymatique 60 Par contre, cela pourrait être lié au

transport actif de la cystéine, un des 3 acides aminés essentiels dans la formation

du glutathion avec la glycine et le glutamate. Ce transport est déficient chez les

prématurés, plus particulièrement chez les garçons, et corrèle avec le degré de
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prématurité 61 L’ajout de cystéine 62 absent des solutions de MV, n’a aucun effet

sur les niveaux de GSH hépatique.

L’infusion seule de peroxydes chez le cochon d’inde, entraîne une diminution des

niveaux de GSH hépatique 63 ce qui n’est pas le cas de l’animal qui reçoit des

solutions de MV riches en peroxydes. Cela pourrait s’expliquer par l’existence

d’une interaction entre le H202 et les MV. L’ajout de glutamine 64 semble

normaliser les niveaux de GSH mais n’a aucun effet sur les niveaux des T-BARS,

donc sur le stress oxydant.

Le système anti-oxydant du glutathion réduit en H20 le H202 généré dans les

solutions de nutrition parentérale. Le GSH, un bon réducteur, donne un électron,

par l’entremise de la glutathion peroxidase, et ainsi devient radicalaire. Il réagit par

la suite avec une autre molécule de glutathion radicalaire pour donner le GSSG,

non radicalaire. Dans cette étude, nous avons mesuré les niveaux de GSH et de

GSSG hépatique après perfusion de vitamine C exposée à la lumière, afin de

déterminer le statut redox du foie.

Nous venons de voir que le prématuré n’est pas bien armé pour se défendre

contre les peroxydes reçus avec la NP et que l’une des molécules responsables de

leur formation est la vitamine C.

3-La vitamine C

3.1-Structure et fonctions biologiques

6C H
2°

H

5

HOHC

HOOH

Acide ascorbique
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La vitamine C est essentielle pour l’être humain. À l’origine, en raison de ses

propriétés anti-scorbutiques mais aujourd’hui on lui attribue de nombreuses autres

vertus et fonctions biologiques. L’incapacité pour certains mammifères tels que

l’homme ou le cochon d’inde de la synthétiser est causée par l’absence de

l’enzyme L-gulono-lactone oxidase, la dernière impliquée dans sa biosynthèse.

La question que l’on peut se poser, c’est pourquoi avoir perdu cette capacité alors

que nos besoins en vitamines C sont si importants?

La vitamine C est un cétolactone de 6 carbones que l’on retrouve partout dans le

corps humain comme dans les glandes surrénales, le foie, le thymus 65 et les

neurones.

La vitamine C et le DHA, la forme oxydée de la vitamine C, sont transportés dans

la cellule par des mécanismes distincts. C’est un transporteur de glucose 66, le

GLUT-l, qui est impliqué dans le transfert du DHA dans le cytosol, ou il est réduit

en AA par réaction enzymatique (la DHA réductase) et non-enzymatique (GSH).

Les multiples fonctions et activités biologiques de la vitamine C ont été décrites

dans un très grand nombre d’articles de revue. Elle est impliquée dans la

biosynthèse du pro-collagène, de la carnitine, de certains neurotransmetteurs et

dans la formation du cholestérol et des catécholamines 67 Elle agit comme co

facteur dans des réactions d’hydroxylation et d’amidation par le transfert

d’électrons. Sa fonction principale dans les systèmes biologiques, est sa

participation en tant que co-substrat dans des réactions catalysées par des 2-

oxoacid-dépendente-dioxygénase (2-ODD). Ces enzymes catalysent

l’incorporation de l’oxygène dans plusieurs substrats organiques. En général, ces

enzymes requièrent la présence de Fe2, de 2-oxoglutarate et de vitamine C.
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3.2-Une vitamïne à double tranchant

3.2.1-Mécanisme antioxydant de la vitamine C

Un anti-oxydant est une entité chimique capable de prévenir ou d’inhiber

l’oxydation d’une molécule susceptible. Les avis concernant la vitamine C sont

partagés: des études démontrent clairement que la vitamine C est un excellent

anti-oxydant tandis que d’autres le mettent en doute.

La vitamine C est un anti-oxydant intra et extracellulaire important des systèmes

biologiques. Sa fonction majeure réside dans son activité anti-radicalaire: l’anion

ascorbate, un agent réducteur, inactive les radicaux libres en leur donnant un

électron.

R RH •

Ascorbate Semidéshydroascorbate

3.2.2-Mécanisme pro-oxydant de la vitamine C

Dans certaines conditions, la vitamine C peut effectivement avoir une activité pro

oxydante qui est le résultat de la combinaison de métaux, d’ascorbate et de

radicaux libres 68

On associe cette activité pro-oxydante au fait que la vitamine C, en présence de

métaux de transition comme le fer ou le cuivre 69 et de peroxyde d’hydrogène,

dans un système communément appelé le Udenfriend 70, génère le radical

hydroxyle, qui est lui-même très oxydant. C’est la réaction de Haber-Weiss.
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L’acide ascorbique, en réduisant le fer qui à son tour réduit le H202 en radical

hydroxyle, favorise la réaction de Fenton.

Les exemples dans la littérature sont nombreux:

La vitamine C peut induire l’apoptose 71 de cellules cancéreuses en culture. Cette

activité, qui n’est observée qu’à des concentrations relativement élevées de

vitamine C, est causée par le peroxyde d’hydrogène car elle peut facilement être

inhibée par l’ajout de catalase. Deutsch propose que l’activité pro-oxydante 72 de

la vitamine C se fait par l’intermédiaire du radical AFR (ascorbate free radical) qui

est la molécule intermédiaire de la dégradation de l’acide ascorbique en

déshydroascorbate (DHA).

3.3.3-Une fonction controversée

L’existence de la réaction de Fenton in vivo est controversée, principalement en

raison de la disponibilité de fer libre dans les systèmes biologiques. Pour éviter la

formation de radicaux libres dans l’organisme, le fer est associé à des protéines

comme la tranferrine ou la lactoferrine. Des études ont démontré que même en

présence de fer, la vitamine C conservait son activité anti-radicalaire.

L’acide ascorbique protège les lipides plasmatiques de la peroxydation, en

présence de fer et de H202. Elle protége les poumons des dommages oxydants

induit chimiquement par le paraquat, seulement si elle est infusée très tôt. Une

fois les dommages cellulaires trop avancés, elle agit plutôt comme pro-oxydant à

cause du fer libéré par les cellules endommagées. Il n’y a pas d’augmentation du

stress oxydant, mesuré par les niveaux de T-BAR, dans des tranches de foie 76

auxquelles on ajoute du fer, mais seulement avec des homogénats.

Certains proposent que chez le prématuré, l’association fer-transferrin ne soit pas

suffisamment forte pour prévenir la réduction du fer par l’ascorbate.

On observe chez des souris qui reçoivent une diète riche en fer 78 une

augmentation du stress oxydant mais que celui-ci n’est pas exacerbé par la

présence de vitamine C.
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Certains affirment que la vitamine C n’a pas véritablement d’activité pro-oxydante

et que celle observée n’est due qu’à une mauvaise méthodologie expérimentale et

aux marqueurs de peroxydation utilisés 69 Je pense que l’acide ascorbique

possède effectivement une activité pro-oxydante in vitro comme nous l’avons déjà

démontré par la formation de radicaux libres dans des NP supplémentées de fer

libre mais que in vivo celle-ci est limitée.

Dans le cadre de la NP et de la stéatose qui lui est associée, se sont les propriétés

in vitro de la vitamine C qui font l’objet de ce mémoire.

3.3-La dégradation de la vitamine C

3.3.1-Stabilité de l’acide ascorbique dans les NP

La dégradation de l’acide ascorbique (AA) dans les sacs de NP est exacerbée par

plusieurs facteurs: un pH élevé, la lumière, la température, la perméabilité des

sacs de NP à l’oxygène 80, la présence de métaux transitoires, l’absence de

certains acides aminés (cystéine) 81 ou l’absence de bisulfite.

In vitro, environ 50% de l’acide ascorbique disparaît après 1 h, à 24°C à la lumière,

après 3h lorsque protégé de la lumière, et en 9h à 4°C sans lumière 82

Les solutions de NP doivent contenir tous les éléments essentiels à la thérapie

nutritionnelle, incluant les vitamines instables. On peut se poser la question de

l’entreposage à long terme des sacs de MV et conséquemment les concentrations

réelles infusées aux nouveaux-nés.
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3.3.2-Le DHA, le DKG et les autres

La dégradation de I’AA est un processus très complexe ce qui pourrait en partie

expliquer son importance biologique. Sa dégradation est une série de

décarboxylations successives 83 jusqu’au thréonate, une molécule très stable dans

un environnement oxydant. Ces réactions sont importantes car certaines

propriétés attribuées à l’AA pourraient en fait provenir de l’un de ses dérivés.

La vitamine C est un agent réducteur à la fois in vivo et in vitro. La première étape

de son oxydation, est sa conversion en DHA par la perte de 2 atomes

d’hydrogène. Le DHA est la forme oxydée réversible de l’acide ascorbique.

L’activité biologique majeure attribuée à la vitamine C semble se faire autour de

cette réaction d’inter-conversion, impliquée dans de nombreuses réactions

enzymatiques. On considère l’AA comme la forme active, même si le DHA semble

plus efficace que la vitamine C pour protéger les LDL de l’oxydation en présence

de métaux de transition 84 Ce qui distingue le DHA de l’AA, est sa plus grande

réactivité et instabilité en solution et le fait qu’il peut être à la fois oxydé ou réduit.

La présence de métaux comme le cuivre ou le fer 85 ne semble pas influencer sa

dégradation comme c’est le cas avec la vitamine C. Étant potentiellement

dommageable pour les cellules, car il peut réagir avec des résidus de lysinyl ou

d’arginyl présents dans les protéines, les tissus maintiennent des niveaux de DHA

relativement faibles. D’ailleurs, une fois transporté dans la cellule, il est

rapidement réduit en AA.

In vitro, cette réaction d’inter-conversion 86 est favorisée à un pH acide (entre 4-6)

et à température physiologique. La conversion en DHA 87 se fait par l’intermédiaire

d’un radical libre, le semi-déshydroascorbate (AFR) qui est relativement stable. Ce

dernier peut être reconvertit en AA par l’enzyme AFR réductase.

Le DHA très instable à pH et à température physiologique, se dégrade rapidement

en acide 2,3-dicétogulonique (DKG) par l’ouverture du cycle lactone entre les

carbones 1 et 4 (voir figure p.14). La formation du DKG à partir du DHA est

spontanée à pH acide.
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Simpson 88 suggère l’existence de 2 voies dans la dégradation de l’acide

ascorbique à pH physiologique. La voie empruntée serait déterminée par le statut

redox du milieu. Une voie oxydative et une voie non oxydative: en présence

d’oxygène, le DKG produira du thréonate, du 002 et de l’oxalate, tandis qu’en son

absence, il se formera principalement de l’érythrulose (ERU) et de l’oxalate.

Deutsch propose que la dégradation de l’AA, en présence de H202 et à pH élevé,
89 entraîne la formation de 2 molécules: un composé de 4 carbones, l’acide

thréonique et le tétrahydroxydicétohexanoate (THDH).

4-Le métabolisme des lipides

4.1-Un produit issu de la photo-dégradation de la vitamine C affecte le

métabolisme des lipides

Dans ce mémoire, nous proposons qu’en présence de H202, l’AA se dégrade en 2

molécules de mêmes poids moléculaires mais différentes que celles proposées par

Deutsch, c’est-à-dire l’acide thréonique et le THDH 90 et que ces molécules

influencent le métabolisme des lipides.

Nous avons observé par des études de spectrométrie de masse 90 que l’acide

ascorbique, en présence de riboflavine et de lumière, est rapidement éliminée.

On observe parallèlement la génération de produits de dégradation correspondant

à des masses sur charge (m/z) 135, 207, et 191. Ces ions, également présents

dans des solutions de MVP 1 % exposées à la lumière, sont les plus abondants.

Des études par Deutsch ont proposé que l’ion m1z135 (acide thréonique) dérivait

de l’ion m/z191 (DKG) mais nos analyses par spectrométrie de masse en tandem

(ms/ms) montrent plutôt qu’il serait l’ion fille du m/z207. Dans ce mélange, il y a

également formation de peroxydes, dont une partie seulement peut être éliminée

par la catalase, ce qui suggère la présence de peroxydes organiques.

L’un des objectifs de ce mémoire est de comprendre la réaction conduisant à la

formation de ces métabolites.
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4.2-Le métabolisme des lipides

On soupçonne qu’une molécule issue de la photo-dégradation de la vitamine C à

la lumière agirait sur le métabolisme des lipides.

De nombreux articles ont déjà démontré l’effet que peut avoir la nutrition

parentérale sur le métabolisme des lipides, sur les enzymes qui y sont impliquées,

et le développement de la stéatose hépatique dans un modèle animal.

Le cochon d’inde, qui reçoit une NP riche en glucose, développe rapidement une

hyper-triglycéridémie 91 accompagnée d’une réduction significative de l’activité de

la lipoprotéine lipase 92, une enzyme impliquée dans l’absorption des triglycérides

en circulation. Chez le rat, on observe que l’activité de l’acétyl-CoA carboxylase

est augmentée tandis que les activités de certaines enzymes microsomales

hépatiques (fatty acid ligase ou phosphatidic acid phosphatase) impliquées dans la

synthèse de lipides complexes, demeurent inchangés. La sécrétion des TG est

également inhibée Tous ces facteurs font qu’il y a accumulation de TG dans le

foie.

C’est par l’étude de 3 enzymes (l’ACC, l’AMPK et la TGH) impliquées dans la

régulation du métabolisme des lipides (figure 12, page 24), que nous avons voulu

comprendre comment notre mélange de vitamine C et de riboflavine exposé à la

lumière entraînait une augmentation des niveaux de TG, que se soit par

l’augmentation de la synthèse ou la diminution de la sécrétion.

4.2.1-L’acétyl-CoA carboxylase (ACC)

L’ACC est une enzyme régulatrice de la lipogénèse. Elle catalyse la formation du

malonyl-CoA un substrat essentiel de la synthèse des acides gras.

Il y a deux iso-formes de cette enzyme, ACC1 et ACC2, issus de gènes distincts,

mais toutes deux exprimées dans le foie.

Elles possèdent des expressions tissulaires et des propriétés enzymatiques

différentes le malonyl-CoA, produit par l’ACCl, est principalement utilisé pour la
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synthèse des acides gras tandis que le malonyl-C0A produit par l’ACC2 est plutôt

impliqué dans la bêta oxydation des acides gras. Ce dernier inhibe

allostériquement la carnitine palmitoyl-CoA acyltransférase 1(CTP1), une enzyme

qui favorise le transfert des acides gras à longues chaînes du cytosol à la

mitochondrie, ce qui a pour conséquence de ralentir leur oxydation 96 L’ACC2 et

la CTP1 co-localisent dans la mitochondrie.

Régulation de l’activité de l’ACC:

Il y a 2 mécanismes: par modulation allostérique ou par contrôle enzymatique

(phosphorylation/déphosphorylation):

Allostériquement: le citrate, un précurseur de l’acétyl-CoA, et le glutamate un

acide aminé intracellulaire abondant, activent l’ACC. La coenzyme A quant à elle

inhibe son activité. Enzymatiquement, l’AMPK en phosphorylant le résidu de

sérine à la position79, inhibe l’ACC.

Lorsque l’AMPK est activée, par exemple lors d’un stress cellulaire ou lors d’un

exercice physique soutenu, la bêta oxydation des acides gras est activée par la

phosphorylation de l’ACC-2 tandis que leur synthèse est inactivée par la

phosphorylation de l’ACC-l.

La déphosphorylation de l’ACC se fait par l’intermédiaire d’une phosphatase

sérine/thréonine de type 2A(PP2A) 4,98,99 dont l’activité est stimulée par des cations

comme le Mn2 ou le Mg2.

4.2.2-Protéine kinase dépendante de I’AMP fAMPK):

On sait que l’ACC est modulée par l’AMPK et la PP2A.

L’AMPK est une enzyme hépatique importante qui agit comme un détecteur du

niveau énergétique cellulaire. Lorsque les niveaux d’ATP °° sont bas, l’AMPK

activée met la cellule en mode génération d’ATP et économie d’énergie. La cellule

peut diminuer la consommation d’ATP en ralentissant la synthèse des acides gras
101 et des stérols, qui consomme beaucoup d’énergie, et mettre en marche des

réactions qui favorisent la synthèse d’ATP comme la glycolyse et la f3-oxydation.
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Ce système répond surtout au ratio ATP/AMP plutôt qu’aux niveaux d’AMP

seulement.

L’AMPK, une kinase, a au moins 2 cibles: l’acétyl-CoA carboxylase (ACC) et la

HMG-C0A réductase (3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A réductase).

L’HMG-CoA réductase, qui est impliquée dans la synthèse du cholestérol, et l’ACC

sont toutes deux inactivées lorsque phosphorylées par l’AMPK.

L’activité de l’AMPK est hautement régulée : soit par phosphorylation par la kinase

AMPKK ou par le 5’AMP 102

Les modes d’activations par le 5’AMP sont multiples:

• Activation allostérique de l’AMPK et de l’AMPKK

• Le 5’AMP peut se lier directement à l’AMPK et favoriser sa phosphorylation

par l’AMPKK au résidu de thréonine à la position 172 ainsi que bloquer sa

déphosphorylation par une phosphatase.

Tous ces mécanismes font que l’AMPK est extrêmement sensible à de faibles

variations des niveaux d’AMP cellulaire. Un dysfonctionnement de cette enzyme

cause des désordres physiologiques qui ressemblent à ce que l’on observe chez

des patients atteints de diabète de type Il 103

Il est très difficile de mesurer l’activité des phosphatases. Pour étudier la PP2A,

nous avons utilisé une méthode indirecte en mesurant l’activité de l’ACC en

présence ou non de glutamate. Le glutamate active l’ACC en favorisant l’activité

de la PP2A 98

4.2.3-La triacylglycérol hydrolase (TGH):

Finalement, nous avons voulu étudier la sécrétion des triglycérides en mesurant

l’activité de la TGH.

Le foie sécrète des triacylglycérol (TAG) dans des particules VLDL. Le rôle de la

TGH 104 est d’hydrolyser les TAG intracellulaires hépatiques avant qu’ils ne soient

intégrés dans les VLDL et sécrétés par le foie. La combinaison de la réduction de

la lipolyse par la TGH accompagnée d’une augmentation de leur biosynthèse
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pourrait en partie expliquer l’accumulation de triglycérides hépatiques, observé

chez l’animal qui reçoit de la NP.

Stimule

Inhibe

Figure 12 :régulation du métabolisme des Ïipides hépatiques
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2-HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS
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2.1-Hypothèse

Le H202 présent dans les solutions de MV exposées à la lumière initie la

peroxydation de la vitamine C et entraîne la génération de sous produits hépato

toxiques qui peuvent affecter le métabolisme des lipides hépatiques.

2.2- Objectifs

2.2.1-Objectif principal

Comprendre, par la spectrométrie de masse, les mécanismes réactionnels dans la

formation des métabolites issus de la dégradation de la vitamine C en présence de

H202. Quatre protocoles ont été dessinés pour l’atteinte de cet objectif, et se

retrouvent dans le manuscrit soumis à la revue Clinical Chemistry, en mars

dernier, à partir de la page 28 de ce mémoire.

2.2.2-Objectifs secondaires

Comprendre comment ces métabolites influencent le métabolisme lipidique en

étudiant l’activité de 3 enzymes régulatrices et corréler les niveaux urinaires de ces

métabolites avec les activités enzymatiques et les concentrations de triglycérides.

Les protocoles et résultats de certains de ces objectifs se retrouvent également

dans le manuscrit.

En plus de ce qui est décrit dans le manuscrit, les activités de I’AMPK et de la TGH

ainsi que le statut redox ont également été mesurés dans le foie de ces animaux.

Les niveaux de TG ont été mesurés dans le foie et dans le plasma. Les méthodes,

les protocoles ainsi que les résultats se retrouvent à la page 67 de ce manuscrit.
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2.2.3-Statistiques

Toutes les données sont exprimées comme moyenne ±s.e.m et comparées par la

méthode factorielle ANOVA, après vérification de leur homoscédasticité par le Chi

carré de Bartlett. Le degré de signification est établi à p<O.05.
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Abstract

Backqround: Patenterai muitivitamin prepatation (MVP) induces a fatty liver in

neonatai guinea pig pups. This is ptevented by photo-protection. Photo-excited

tibofiavin present in MVP generates H202 and moiecuies with masses of 136 and

208. We hypothesize that H202 initiates the petoxidation of ascorbic acid

producing bioiogicaily active by-ptoducts affecting hepatic iipid metaboiism.

Methods: Mass spectrometry (MS) documented the participation of H202 and light

excited riboflavin (Ribo) in the formation of by-products of ascorbic acid (AA).

Sixteen 3-day oid guinea pig pups received an intravenous solution (5% dextrose

+ 0.45% NaCI + 1 U/mi heparin) at 240 mi/kg/d for 4 days enriched with control or

test mixtures. Controi mixture: photo-protected AA+Ribo (without by-ptoducts ot

H202). Test mixture: AA+Ribo tteated to generate by-products of AA without

H202. Hepatic acetyi coenzymeA-catboxyiase (ACC) activity was determined after

4 days. Fourth-day urine sampies were anaiyzed by MS. Data were treated by

ANOVA, alpha setting at 0.05.

Resuits: H202 did not influence the ciassicai degradation of AA, as the generation

of 2,3-diketoguionic acid was not affected. In contrast, the formation of moiecuies

136 and -208 was H202 and time dependent. ACC activity was higher (p<0.01) in

animais teceiving high concentration of moiecuies-1 36 &-208, its hepatic activation

cortelated (p<0.01) with the urinary leveis of moiecule-208.

Conclusion: The present study demonsttates that H202 at concentrations found in

the ciinicai setting of total patenterai nutrition induces the transformation of

dehydroascorbic acid into compounds which have the potentiai to affect iipid

metabolism. We suggest that these molecuies have peroxide and aidehyde

functions.
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List of abbrevïations

AA Ascorbic acid

ACC Acetyl CoenzymeA Carboxylase

DHA Dehydroascorbate

DKG 2,3-diketogulonic acid

MS Mass spectrometer

MVP Parenteral multivitamin preparation

TPN Total parenteral nutrition

Introduction

Subjects with an impaired ability to be fed by mouth for long periods of time

require intravenous nutrient support or total parenteral nutrition (TPN). Howevet,

hepatic complications such as steatosis are common with this life saving mode of

parenteral nutrition (1). The aetiology of the TPN-related steatosis is multifactorial

(2) and many nutritional elements have been suspected such as an amino acids

imbalance (3-6), an excess of glucose or lipids (7), or a carbohydrate to nitrogen

imbalance (8). Oxidative stress (1, 9-11) and products derived from photo

oxidation of amino acids (9, 12) have also been proposed. In a previous study

(13), we reported that in a neonatal animal model on TPN, fatty liver was

associated with the infusion of parenteral muftivitamin preparations (MVP), a

component 0f TPN. We suspected an ingredient of MVP that might be generated

during light-exposure. A mass spectroscopy study (14) led us to document the

light-dependent formation of by-products of ascorbic acid, the most abundant of

which had molecular masses of 136 and 208 (named hereafter “molecule-136”

and “molecule-208”).
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The antioxidant property of ascorbic acid (AA) resides in its ability to lose two

electrons, generating dehydroascorbate (DHA) in a reversible reaction. The

subsequent oxidation of DHA causes opening of the lactam ring leading to 2,3-

diketogulonic acid (DKG) (15-18). The degradation of DKG produces threonic acid

(19), which has also a moecular mass of 136 (Figure 1). As molecule-136 found

in light-exposed MVP solutions derives from the by-product molecule-208 and not

from DKG (14), we suspected that t would be different from threonic acid. Based

on previous reports (14, 20) it was hypothesised that the difference in reactions

leading to the generation of molecule-136 and threonic acid resides in the

presence of H202. In light-exposed MVP, photo-excited riboflavin catalyses

transfer of electrons from a donor such as ascorbic acid to oxygen, thereby

generating hydrogen peroxide (21).

Because our previous study suggested that H202 was an important factor in the

formation of molecules-136 & -208, we hypothesized that in presence of H202, a

peroxidative pathway of ascorbic acid Ieading to formation of molecules-136 & -

208 competes with its classical degradation to DKG. Therefore, the first objective

of the present study was to assess the role of H202 in the generation of these

molecules. The second aim was to discriminate molecules-136 from threonic acid.

The next aim was to propose a chemical structure for molecule-136 and-208. The

last aim was to test their biochemical activity by measuring their effect on hepatic

lipid metabolism.
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Material and Methods

To fulfihi the objectives of this study, in vitro as weii as in vivo studies were

designed.

In vitro

The concentrations of L-ascorbic acid (AA) (1 .8 mM) and riboflavin (vitamin B2) (30

pM) used in the study are equivaient to those reported by the manufacturer for 2%

(v,v) multivitamin preparation (Muiti-12 pediatric, Sabex Boucherville, Qc,

Canada). This concentration as weII as the exposure to ambient light (75 foot

candies) corresponds to ciinicai conditions found in neonatai TPN solutions. The

cocktail of AA and ribofiavin (Ribo), in water, generates approximateiy 660 ± 28

pM (mean ± s.e.m., n=5) of peroxides (according to the FOX method (22-24))

when exposed 24 hours to ambient light. The mass spectrum of this solution is

shown in Figure 2.

Predominant by-products formed following oxidation or iight-degradation of AA

(14, 15, 18) are DHA, DKG, molecule-136 and molecule-208. Therefore

monitoring was iimited to AA, DKG and moiecules-136 and -208. Because mass

spectrometer (MS) was operated in negative mode, DHA was not detectable.

DKG served to monitor the classical oxidation of AA. Molecule-1 36 and its parent

particle, molecule-208 (14), served to monitor the peroxidation of AA. In the

negative mode, AA, DKG, moiecules-136 and -208 have an m/zof 175, 191, 135

and 207, respectively.
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Protocol 1. The effect of photo- exposed riboflavin on the generation of by

products of ascorbate was tested by measuring the relative abundance of ions miz

= 175, 191, 135 and 207 from solutions, prepared in watet, that contain 1.8 mM

AA (Sigma, St-Louis, Ml, USA) in the presence or absence of 30 pM riboflavin

(Sigma), exposed or not to ambient light, and incubated at room temperature

(22°C) for up to 24 hours.

Protocol 2. The effect of F1202 on the generation of by-products of ascorbate was

tested by measuring the relative abundance of ions m/z = 175, 191, 135 and 207

in the following solutions exposed to ambient light, prepared in water and

incubated for up to 24 hours at room temperature:

a) 1.8 mM AA + 30 pM riboflavin in presence or not of 0.4 mM Na bisulfite (a

peroxide scavenger (20, 22). Bisulfite was added first to quench the peroxides

formed.

b) 1.8 mM AA with increasing concentrations of H202, up to 0.8 mM, in

presence or not of 30 pM riboflavin.

Protocol 3. The speculation that molecules-136 and -208 have a peroxide function

was tested by measuring the relative abundance of ions mlz = 135 and 207 in

solutions containing 1.8 mM AA + 30 pM riboflavin treated or not 15 minutes with

0.4 mM Na bisulfite, added after the 24 hour-exposure to ambient light.

Protocol 4. To test whether molecule-136 is different from threonic acid,

fragmentation spectra of commercial threonic acid (Aldrich, St-Louis, MI, USA) and

molecule-136 were compared. Molecule 136 was derived from a solution
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containing 1.8 mM AA + 30 pM ribofiavin and exposed to ambient light 24 hours at

room temperature,.

In vivo

As described previously (13, 25, 26) three-day old Hartley guinea pig pups

(Charles River, St-Constant, Qc, Canada) were feU exclusiveiy, via a jugular fixed

catheter, with an intravenous solution (5% (wlv) dextrose + 0.45% (wlv) NaCl + 1

U/mL heparin) at a continuous rate of 24 mL/d/100 g body weight. After 4 days,

the animais were anaesthetized and their liver was minced and frozen at -80°C

until acetyl coenzymeA carboxylase (ACC) (EC 6.4.1.2) activity determination.

ACC is a known key enzyme invoived in hepatic trigiyceride synthesis and

accumulation. Animais were housed in an institutionai vivarium with a 12:12h

dark:iight cycle. The protocols were carried out in accordance with the Canadian

Council of Animal Care guideiines.

Protocol 5. The effect of moiecuies-136 and 208 on hepatic ACC activity was

assessed in 16 animaIs. Four groups of 4 animais receiving for 4 days two

concentrations of test or controi solutions were compared. These 2 concentrations

correspond to the amounts of AA and ribofiavin reported by the manufacturer for 1

and 5% MVP. These are concentrations at the extremes of what is used in TPN

soiutions prepared for premature newborn. To confirm that the animais received

test or control solutions, the abundance of ions m/z = 191, 135 and 207 was

measured by MS in the 4111 day urine. These ions were also measured in a fifth

group receiving the base solution devoid of vitamins. Resuits were normalized for

cteatinine as followed: abundances in fixed 20 pL / pg creatinine.
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Test solution:

1%) 1.8 mM AA + 30 iJM ribofiavin ÷ 800 pM H202 in 15 mL water, or

5%) 9.0 mM AA + 150 pM riboflavin + 800 pM H202 in 15 mL watet.

These solutions were 1) exposed to amblent light for 24h (75 foot candies) to

generate molecules 136 & 208, 2) treated with catalase (100 U/mL for 15 minutes)

to eliminate H202, 3) filtered centrifuge (4000g, 15 minutes) with a Centricon plus-

20 (Miliipore, 10,000 Nominal Molecular Weight limit) to eliminate the enzyme

catalase and sterilize the solutions, and 4) diluted 1:1 with basal solution (10%

(w/v) dextrose ÷ 0.90% (w/v) NaCI -- 2 U/mL heparin).

Control solution:

Same as the test solution except that 1) AA and riboflavin were added in water

containing 1 mM Na bisulfite, 2) H202 was not added and 3) the solutions

remained photo-protected for 24 h before catalase treatment.

MASS SPECTROMETRY

Sampie preparations:

- In vitro solutions: 5 pL were injected without preparation

- Urine: Samples were acidified 1:1 with perchloric acid and centrifuged 20 min —

4000g - 4°C. 20 pL of supetnatant were injected on a Ci8 column (Zorbax

Eclipse XDB C, 4.6 mm x 25 cm) with a gradient from 40% acetonitrile (60%

water) to 60 % in 15 min. The retention time was 5.17 ± 0.05 minutes, the ions

were not separated.
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Samples were injected into an Agilent (St-Laurent, Qc, Canada) simple

quadrupole LC/MS 1100 mass spectrometer. Electrospray was the mode of

ionization used and the MS was operated in negative mode. The ions were

monitored using either the SIM mode for the selected ions or the SCAN mode in

the mass over charge range of 50 to 250 mlz. Conditions were: fragmentor 70V,

capillary voltage 3000V, nitrogen flow 13L/min, nebulizer pressure 50 psi and gas

temperature 300°C. The direct injections were done with a constant flow of

H20/acetonitrile (70/30%) at a rate of 0.4mL/min. Tandem mass spectrometry was

performed on an Agilent ion-trap mass analyzer to compare the fragmentation

spectra of threonic acid to molecule-136 produced from the mixtures of AA and

riboflavin exposed to ambient light for 24 hours. The samples were introduced by

infusion with the same mode of ionization and detection used above.

ACETYL-COA CARBOXYLASE ACTIVITY

Acetyl coenzymeA carboxylase (ACC) activity was measured in liver extracts as

described by Kudo et aI (27). The 6% PEG 8000 fraction in buffer (60.6 mM TRIS

acetate, 1 mg /ml BSA, 1.3 pM 2-mercaptoethanol, 5 mM Mg acetate, 2.1 mM

ATP, 1.1 mM acetylCoA, pH 7.5) was pre-incubated 20 minutes at 37°C in

presence or not of 1.1 mM glutamate. This amino acid stimulates ACC activity by

favouring the action of protein phosphatase A2 (28, 29). The ACC activity was

determined using the (3 x 106 dpm) 14C-bicarbonate fixation assay (total volume:

165 pI) (28). After 5 minutes incubation, 10% perchloric acid was added to stop

the reaction. The supernatant of a 20 min x 1000g centrifugation was transferred

into vials, dried overnight and counted using a j3-counter. The ACC activity was
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expressed as nmol malonyl CoA produced / min I mg protein. Protein was

determined using the Bradford colorant from Bio-Rad Laboratories.

STATISTICAL ANALYSIS

Data, exptessed as mean ± s.e.m., were compared by factorial ANOVA after

verification of their homoscedasticity by Bartlett’s Chi squared. The threshold of

significance was set at p <0.05.

Resuits

In vitro

Figure 2 represents a scan between m/z 50 and 250 that confirms the presence of

the 3 targeted species in this study, namely m/z = 135 (molecule-136), 191 (DKG)

and 207 (molecule-208). Ion m/z = 175 (ascorbic acid) does not appear because it

was completely degraded upon prolonged light exposure (14).

The rapid degradation of ascorbic acid and the generation of the molecules-1 36 &

-208 were a function of time (p<0.01), presence of riboflavin (p<0.01) and light

exposure (p<0.01) (Figure 3). In ail situations, the relative abundance of

molecule-136 was higher than molecule-208. Concomitantly, without riboflavin or

light, the generation of ion m/z = 191 (DKG) was dependant on time (p<0.01). In

the presence of riboflavin+light, the formation of DKG was accelerated but reached

a plateau after 3 hours.

The addition of bisulfite (Figure 4) during the initial step of mixing the components

contributed to reduce (p<0.01) the loss of AA and the generation of molecules 136
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& 208. The generation of DKG was flot affected by the presence of bisulfite.

However, when added at the end of the 24h incubation, bisulfite lowered (p<O.O1)

the relative abundances of ions m/z = 135 and 207 by 65% and not the intensity of

m/z 191 (data not shown).

The influence of hydrogen peroxide on the degradation kinetic of AA is shown in

figure 5. The disappearance of AA in the reaction mixture as well as the

production of molecules-136 &-208 was proportional to the peroxide

concentrations (p<0.01), time (p<0.Ol), and the presence of photo-excited

riboflavin (p<0.01). The effect of peroxides did not appear at 24 h incubation in

presence of riboflavin as modifications in ions m/z = 135, 175 and 207

abundances reached a plateau. The effect of peroxides on the formation of DKG

differed. Without riboflavin, in the first 3 hours, the amount of DKG in the milieu

was independent of peroxide concentrations, whereas after 24 hours DKG levels

decreased as a function of increasing peroxide levels. This negative effect of

peroxides was also observed in the presence of riboflavin. Without peroxide, the

presence of photo-exposed riboflavin enhanced DKG production, which was

proportionally lower in the presence of peroxides. The negative effect of peroxides

on the abundance of DKG may suggest degradation or lower generation of the

molecule. The concomitant increasing abundance of molecules-136 and -208

proposes a competitive utilization of the substrate leading to a lower DKG

production.

To discriminate molecule-136 from threonic acid, commercial threonic acid was

compared to ion mlz = 135 present in the test mixture (1.8 mM AA + 30 pM
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riboflavin -‘-light at room temperature for 24 hours) by tandem mass spectrometry.

The ion m/z = 135 from each solution was trapped and fragmented. The

fragmentation spectra are shown in Figure 6. The most abundant ions m/z = 75,

89, 117, 135 were common to both solutions but the particle m/z = 133 was

specific to the AA + ribofiavin mixture.

In vivo

The initial body weight differed (p<0.O1) between groups receiving control or test

solutions (112 ± 2 vs. 98 ± 3 g, respectiveiy), but not between doses (1 vs. 5%)

(107 ± 3 vs. 104 ± 5 g, respectively). The statisticai analysis of hepatic ACC

activities showed a significant interaction (p<0.05) between parameters, leading us

to analyze data according to the presence of glutamate (Figure 7). There was a

significant effect (p<0.01) of dose only in animais receiving test solutions and only

on activated ACC (in presence of glutamate). Abundances of m/z = 135 and 207,

but not of 191, were higher (p<0.01) in urine of animais receiving test solutions

(Figure 8). The 3 ions were higher (p<0.05) in the 5% solution. Abundances of

ions in urine from animais receiving 1 % control solution were not different than

those from animais receiving the base solution devoid of vitamin.

The phosphoryiated form of ACC is inactive. Since glutamate is reported to

faciiitate the action of phosphatase on ACC (28, 29), we quantify its activation by

measuring the ratio of activities in presence or not of glutamate. This ratio was

more infiuenced by the concentration of vitamins used (p<0.01) (Figure 9E) than

by light exposure of the solutions (control vs. test). However, the correlation

between the activation of ACC and the abundance of ions m=z 207 in urine
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(Figure 9A) was significant (y = 2 X lOE5x +1.07; r2 = 0.67, p<0.01) whereas

correlations with other ions were flot (r2<0.17).

Discussion

The main finding of the present study is that hydrogen peroxide at concentrations

found in TPN solutions induces the transformation of dehydroascorbic acid (DHA)

into new biologically active compounds. We suggest that these molecules have a

peroxide and aldehyde function, and we demonstrate that they stimulate the

hepatic ACC activity, a key enzyme in lipid metabolism.

Principal actors in this new pathway of degradation of DHA are photo-exited

riboflavin, H202 and time. AIl of them are present in the clinical setting of TPN,

especially in neonatal care. MVP, containing ascorbic acid and riboflavin, is an

essential constituent of TPN solutions. Knowing that premature newborn infants

have immature antioxidant defences, physicians are prompted to prescribe

antioxidant vitamins as found in MVP. Because vitamins are light-sensitive, the

TPN bag is frequently covered by an opaque shield, but the tubing is rarely photo

protected (30). The lack of photo-protection of tubing coupled with the up to 4-

hour transit time between the TPN bag and the site of infusion is long enough to

generate peroxides (30, 31). Photo-excited riboflavin catalyzes the electron

transfer between a donor, such as ascorbic acid, and dissolved oxygen to form

H202 (21). When 1% MVP is present in the TPN solution, peroxide concentrations

measured in the tubing close to the infusion site are higher than 0.2 mM (30, 31).

Peroxide generation in the TPN solution is proportional to the MVP concentration
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(31). In the present study, protocols were designed to be close to clinical

conditions.

Figure 10 proposes chemical reactions leading to the production of molecules-1 36

& -208. Previously we reported that molecule-136 derived from molecule-208

(14). Based on its mass, the parent of molecule-208 can only be DHA. This is in

accordance with Deutsch’s observation (16) that the formation of ion m/z = 207

derives from peroxidation of DHA. As the hydrolysis of DHA lactam ring leads to

DKG production (figure 1), we propose that a double hydroxyl radical attack is

required to generate the molecule-208. The intervention of hydroxyl radicals in the

generation of molecule-208 has been previously demonstrated (14). lndeed, the

short incubation time (30 minutes) and low peroxide levels (40 EM) ÷ ascorbic

acid led to generation of molecules-136 and -208 only in the presence of Fe2

suggesting a Fenton-like reaction. Similarly to the degradation of DKG (figure 1),

decarboxylation of molecule-208 leads to the generation of ions m/z = 163 and

subsequently 135, both observed in mass spectrum of ascorbic acid ÷ riboflavin

solution exposed 24 hours to ambient light (figure 2).

This pathway suggests that molecule-1 36 (2-hydroperoxyl-3,4-dihydroxybutanal)

and molecule-208 (2,3-diketo-4-hydoxyperoxyl-5,6-dihydroxyhexanoic acid) are

peroxides. This is supported by the fact that the addition of bisulfite, a general

peroxide scavenger (20, 22), at the end of the 24h incubation lowered by 65%

their abundances. That is also in accordance with our previous study (14) in which

catalase-resistant peroxides were decreased by the addition of bisulfite. However,

this is in contrast with findings trom Deutsch et al (15, 16) who suggested that the
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particle m/z = 207, observed after the incubation of DHA with H202, is rather 2,3-

diketo-4,5,5,6-tetrahydroxyhexanoic acid.

Although they have the same molecular mass, the small difference in chemical

structure between molecuie-136, generated by the H202—dependent oxidation of

DHA, and threonate, derived from DKG, is confirmed by their mass fragmentation

spectra (figure 6) which is explained in Figure 11. The mass spectra pattern

presented in figures 3-5 supports the fact that molecule-136 derives from

molecule-208 (14) rather than from DKG. The similarity of the m/z = 135 spectra

to those of m/z = 207, but not m/z 191, suggests that molecule-136 is linked to the

moiecule-208 and not to DKG.

The presence of reactive peroxide and aidehyde functions on molecules-136 and -

208 suggests that they have potentiai biochemical effects. This was tested with

the same animal model used to induce fatty liver in response to the infusion of

MVP solution exposed to ambient light (13). The infusion for 4 days of a mixture

containing high concentration of molecules 136 & 208 to neonatal guinea pig pups

induced stimulation of hepatic ACC activity in presence of glutamate. As for our

previous results, in which shielding TPN from light prevented the induction of fatty

livers (13), the light protection of the solution (control) prevented ACC stimulation.

The fact that the animais presenting the higher ACC activity had also the higher

urine abundance of ions m/z =135 and 207, but not 191 (DKG), points toward the

association between molecules-136 &-208 and a disturbance of hepatic lipid

meta bol ism.
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The regulation cf the hepatic triglyceride pool is multifactorial. It depends on the

balance between synthesis, export and mitochondrial r3-oxidation cf fatty acids.

ACC is a key enzyme in the accumulation of triglycerides as it regulates the fatty

acids synthesis and their mitochondrial oxidation. Indeed, malonylCoA, produced

by ACC, is a substrate for fatty acid synthesis and an inhibitor of their

mitochondrial 3-oxidation. MalonylCoA inhibits carnitine palmitoyltransferase (32,

33), an enzyme catalyzing the transfer of fatty acids into the mitochondrion (32,

33). The regulation cf ACC activity is dependent cf its phosphorylation. The

inhibitcry effect cf AMP-dependent protein kinase (32-34) is ccunteracted by

protein phosphatase 2A activity (35-37). Glutamate is kncwn to activate ACC by

facilitating the action of protein phosphatase A2 (28, 29). The fact that the infusion

of a mixture containing high concentration cf molecules 136 & 208 stimulated the

ACC activity cnly in presence of glutamate suggests that these molecules interfere

with the phosphatase activity. The ratio cf activities measured in the presence or

net cf glutamate would ccnfirm this mode cf action cf molecules generated in test

solution. But the ratio was net different according te the control or test solution. It

varied in function of vitamin concentrations (Figure 9B). Because the urinary

levels of mclecu les-136 &-208 increased aise in function cf vitamin concentrations

received by the animais, we searched for a correlation with each ion. Only

molecule-208 ccrrelated with the activation of ACC, suggesting that this mclecule

may interfere with the lipid metabclism.

Further studies will be required to a) confirm the proposed structure cf molecules

136 & 208, and b) document whether the biochemical activity cf molecule-208 and

/or -136 occurs via AMP-activated protein kinase, protein phosphatase A2 or gene
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expression. However, we hypothesize that molecule-208 interferes with the

phosphorylated state of ACC, leading to its activation
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Figure legends

Figure 1. Classical pathway of oxidative degradation of ascorbic acid.

DHA: dehydroascorbic acid; DKG: 2,3-diketogulonic acid; MW: molecular weight;

m/z: mass over charge (refer to mass spectrum on figures 2-5).

Figure 2. Mass spectrum of a Iight-exposed solution containing ascorbic

acïd and riboflavin. The solution contained 1.8 mM ascorbic acid and 30 pM

riboflavin. The mass spectrum was obtained after a 24h-exposure to ambient

light. Upper number: m/z.

Figure 3. Effect of riboflavin, light and time on the generation of ascorbic

acid by-products. Mass spectra abundance of ions generated in solution

containing 1.8 mM ascorbic acid (AA) ± 30 pM riboflavin (Ribo). The rapid

degradation of ascorbic acid and the generation of the molecules-1 36 & -208 were

a function of time (p<0.01), presence of riboflavin (p<0.Ol) and light exposure

(p<0.0J)) (+Light). Without riboflavin or light, the generation of m/z 191 (DKG)

was dependant on time (p<0.01). In the presence of riboflavin + light, the

production of DKG was accelerated but reached a plateau after 3 hours.

Expressed as mean of relative abundance (n=3), S.E.M. (<1%) was too small to

be presented.
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Figure 4. Effect of bisulfite and time on the generatïon of ascorbic acid

by-products. Mass spectra abundance of ions generated in light exposed (Light)

solution containing 1.8 mM ascorbic acid (AA) and 30 pM riboflavin (Ribo). Na

bisulfite, 0.4 mM, was added at the initial step. The addition of bisulfite prevented

(p<0.01) the loss of ion m/z = 175 (ascorbate) and the generation of ions m/z =

135 & 207. The generation of DKG was not affected by the presence of bisulfite.

Expressed as mean of relative abundance (n=3), S.E.M. (<1%) was too small to

be presented.

Figure 5. Effect of hydrogen peroxide and time on the generation of

ascorbic acid by-products. Mass spectra abundance of ions generated in light

exposed solution containing 1 .8 mM ascorbic acid, increasing concentrations of

H202 up to 0.8 mM and 30 pM riboflavin (Ribo). The loss of ion m/z = 175

(ascorbate) and the generation of ions m/z = 135 & 207 were dependent of

peroxide concentrations (p<0.01), time (p<0.01) and the presence of riboflavin

(p<0.01). Without peroxide the presence of photo-exposed riboflavin enhanced

(p<0.01) the production of ion m/z = 191 (DKG), which was proportionally lower

(p<0.01) in the presence of increasing peroxides concentrations. Expressed as

mean of relative abundance (n=3), S.E.M. (<1 %) was too small to be presented.

Figure 6. Mass fragmentation spectra of ions m/z = 135 from commercial

threonic acïd and from photo-exposed solution of ascorbic acid ÷ riboflavin.

Panel A: Spectrum of fragmentation of commercial threonic acid. Panel B:

Fragmentation spectrum of the ion m/z = 135 observed in 24h photo-exposed

solution containing 1.8 mM ascorbic acid + 30 pM riboflavin. Upper number: m/z.
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Figure 7. Effect of molecules-136 & -208 on hepatic ACC activity.

1% = 0.9 mM ascorbic acid + 15 M riboflavin; 5% = 4.5 mM ascorbic acid + 75

pM riboflavin; these concentrations correspond to the amount of vitamins reported

in 1 and 5% parenteral multivitamin. Control: photo-protected solutions devoid of

peroxide and molecules-136 and -208 (see method section). Test: photo-exposed

solutions devoid of peroxide but containing molecules-136 and -208 (see method

section). There was a significant interaction (p<0.05) between parameters.

Hepatic ACC activities were affected (p<0.01) by the dose (1 vs 5%) only in

animais receiving test solutions and only in presence of glutamate. Mean ±

S.E.M., n= 4. **: p<0.01.

Figure 8. Urinary abundances of ions mlz = 135, 191, 207.

1% = 0.9 mM ascorbic acid + 15 pM riboflavin; 5% = 4.5 mM ascorbic acid + 75

pM riboflavin; these concentrations correspond to the amount of vitamins reported

in 1 and 5% parenteral multivitamin. C (control): photo-protected solutions devoid

0f peroxide and moiecuies-136 and -208 (see methods section). T (test): photo

exposed solutions devoid of peroxide but containing molecules-136 and -208 (see

methods section). Doted unes (mean ± S.E.M) represent abundances of ions in

urine from animal receiving the base solution devoid of vitamins. Abundances of

m/z = 135, 191 and 207, normalized for creatinine, were higher (p<0.05) in urines

from animais receiving the 5% vitamins, whereas only m/z = 135 and 207 were

increased (p<0.01) in test (T) groups. Mean ± S.E.M., n= 4. *
: p<0.05, **

p<0.01.
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Figure 9. Activation of ACC in functions of by-products of vitamin C.

Activation cf ACC = ratio cf activity measured in the presence or absence cf

glutamate. Panel A: The activation was linearly correlated (r2 = 0.67, p<0.0l) with

the urinary abundance cf mlz = 207. -Panel B: 1% = 0.9 mM ascorbic acid + 15

pM ribcflavin; 5% = 4.5 mM ascorbic acid + 75 pM riboflavin; these concentrations

correspond to the amcunt cf vitamins repcrted in I and 5% parenteral

multivitamin. Control: photc-prctected solutions devcid cf percxide and

mclecules-136 and -208 (see methcds section). Test: phctc-expcsed solutions

devcid cf peroxide but ccntaining mclecules-J36 and -208 (see methcds section).

The activaticn was higher (p<O.O1) in 5% solutions. Mean ± S.E.M., n= 4. **

p<0.01.

Figure 10. Proposed pathway of H202-dependent oxidation of

dehydroascorbic acid (DHA) leading to molecules-208 and -136. MW:

mclecular weight; m/z: mass cver charge (refer te mass spectrum on figures 2-5).

Figure 11. Proposed chemical fragmentation of threonic acid and

molecule-136 on tandem mass spectrometer. Upper panel (A), from threonic

acid; lower panel (B), from molecule-136. MW: mclecular weight; m/z: mass cver

charge (refer te mass spectrum on figure 6).
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4-MATÉRIEL ET MÉTHODES
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4.1-Matériel:

I- Le redox: GSH et GSSG (par électrophorèse capillaire)

• Acide métaphosphorique, Fisher, St-Laurent, QC, Canada
• Giutathion réduit (GSH), Roche, Lavai, QC, Canada
• Giutathion oxydé (GSSG), Roche, Lavai, QC, Canada
• Tubes capiiiaires eCAP, Beckman Couiter, Mississauga, ON, Canada
• Bis-Tris, Fiuka, Sigma, Oakvilie, ON, Canada
• Acide Borique, Sigma, Oakviiie, ON, Canada

li- Dosage de I’ AMPK

• Tris-HCL, Roche, Lavai, QC, Canada
• Mannitol, EMD, NJ, USA
• Fiuorure de sodium (NaF), Roche, Lavai, QC, Canada
• Pyrophosphate de sodium, Fisher, St-Laurent, QC, Canada
• EDTA, Roche, Lavai, QC, Canada
• EGTA, Roche, Lavai, QC, Canada
• Dithiothreitoi (DTT), Roche, Lavai, QC, Canada
• PMSF, Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• Soybean trypsin inhibitor, Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• Benzamidine, Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• Poiyéthyiène giycoi 8000 (PEG 8000), Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• Sodium azide, Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• Glycéroi, BDH, Toronto, ON, Canada
• HEPES, A&C Chemicais, Montréai, OC, Canada
• Chiorure de sodium (NaCi), BDH, Toronto, ON, Canada
• Chlorure de magnésium (MgCi2), J.T.Baker, TekniScience, Terrebonne, QC,

Canada
• ATP-(y-32P), Amersham, Baie d’Urfé, OC, Canada
• 5’-AMP, Sigma, Oakville, ON, Canada
• peptide SAMS, Synthèse de peptides de i’est du québec, Québec, QC,

Canada
• Acide phosphorique, H3PO4, Fisher, St-Laurent, QC, Canada
• Acétone, Fisher, St-Laurent, OC, Canada

III- Dosage de la TGH

• Tris-HCL, Roche, Lavai, QC, Canada
• Sucrose, Fisher, St-Laurent, OC, Canada
• EDTA-Na2, Roche, Lavai, OC, Canada
• Taurodéoxycholate, Steraloïds lnc, Rhode Isiand, USA
• 4-methyiumbeiiiferon, sodium sait, Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• 4-methyiumbeiiiferyi heptanoate, Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• Tétrahydrofuran, AiiiedSignai, MI, USA



IV- Dosage des triglycérides plasmatiques et hépatiques

• Kit de dosage des triglycérides, Roche, Lavai, QC, Canada
• Standard de précimat giycéroi, Roche, Lavai, QC, Canada
• Thésit, Fiuka, Sigma, Oakviiie, ON, Canada
• Methanoi, Fisher, St-Laurent, QC, Canada
• Chioroforme, Fisher, St-Laurent, QC, Canada

69



70

42-Méthodes:

I- Le statut redox : GSH et GSSG

La quantification du GSH et du GSSG se fait par électrophorèse capillaire 105

Principe:

La technique de l’électrophorèse capillaire consiste à séparer des espèces

chimiques, sous l’influence d’un champ électrique, dans un capillaire de faible

diamètre. H existe 2 phénomènes qui agissent simultanément pour déplacer et

séparer les molécules: l’électro-migration et l’électro-osmose.

Préparation des échantillons de foie

0.5 g de foie fraîchement prélevé est homogénéisé sur glace avec un polytron

dans 2.5m1 d’une solution d’acide métaphosphorique (MPA) 5% pendant environ 2

périodes de 30 secondes. L’homogénat est ensuite centrifugé 3 minutes à 5500xg

et le surnageant prélevé est conservé à _8000 jusqu’à l’analyse. Le MPA permet

de précipiter les protéines et de stabiliser le glutathion réduit.

Dosage:

Le jour du dosage, les échantillons de foie sont dégelés sur glace et dilués 1/5

dans de l’eau HPLC afin d’amener la concentration finale de MPA à 1 %.

L’instrument utilisé est le P/ACETM MDQ de Beckman Coulter (P310 Altos,

Californie, USA).

Pour la séparation, nous avons utilisé un capillaire eCAP (Beckman Coulter) de

silice fondue avec un diamètre interne de 75jim, une longueur totale de 57 cm et

une longueur effective de 50 cm jusqu’au détecteur. La température du capillaire

est maintenue à 28°C durant toute la séparation, qui se fait à un voltage constant

de 18kV, pendant 10 minutes. La détection se fait à 200nm. Le tampon de

séparation est composé de Bis-Tris (25mM) et d’acide borique (75mM) à pH8.4. Il

est changé à toutes les 6 séparations, pour préserver les conditions de séparation

entre chaque échantillon.
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L’introduction de l’échantillon se fait par faible pression hydrodynamique de 0.5psi,

pendant 10 secondes, ce qui correspond à un volume injecté d’environ 5OnL.

Les concentrations de GSH et de GSSG sont quantifiées à l’aide de courbes

étalons de GSH (0 à 250ii M) et de GSSG (0 à 1 OjiM).

Il existe 2 formes de glutathion libre: la forme réduite GSH et la forme oxydée

GSSG.

La concentration de glutathion totale se calcule de la façon suivante :(GSH + (2 X

GSSG)). Cela tient compte des 2 formes de glutathion présentes et s’exprime en

équivalent GSH. Ce qui explique pourquoi on multiplie par 2 la concentration de

GSSG, qui correspond en réalité à 2 molécules de GSH.

Le statut redox quant à lui, se calcule avec l’équation suivante

GSSG/(GSH+(2XGSSG)) X100.

Il- dosage de I’AMPK

Extractions:

Environ 200mg de foie congelé sont homogénéisés 30 secondes sur glace, dans

un tampon d’homogénéisation Tris-HCL pH 7.5 (5OmM) contenant du mannitol

(250mM), NaF (5OmM), pyrophosphate de sodium (5mM), DTT (lmM), EDTA

(lmM), EGTA (lmM) ainsi que les inhibiteurs de protéases suivants: PMSF

(lmM), STI (4pglml), et benzamidine (lmM). Toutes les étapes subséquentes se

font à 4°C.

Les homogénats sont centrifugés à 14,000xg pendant 20 minutes. On prélève le

surnageant auquel on ajoute une solution concentrée de polyéthylène glycol 8000

(PEG 8000) pour obtenir une concentration finale de 2.5%. On agite 10 minutes à

4°C puis on centrifuge à nouveau à 10,000xg, 10 minutes. On prélève le

surnageant mais cette fois-ci on porte la concentration de PEG 8000 à 6%. Après

10 minutes d’agitation, on centrifuge à 10,000xg pendant 10 minutes, et on

récupère le culot qui est lavé avec le tampon d’homogénéisation qui contient 6%

de PEG. Après une centrifugation finale à 10,000xg pendant 10 minutes, le culot

est re-suspendu avec 0.5m1 de tampon de suspension Tris-HCL lOOmM, pH 7.5

qui est composé de NaF (5OmM), pyrophosphate de sodium (5mM), EDTA (lmM),
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EGTA (lmM), DTT (lmM), STI (4pg/ml), Benzamidine (lmM), Sodium azide

(0.02%) et Glycérol (10%).

20tl de cette suspension sont prélevées pour le dosage des protéines par la

méthode de Bradford.

Principe:

Il est basé sur l’incorporation de 32P, sous l’action de l’AMPK sur un peptide

synthétique SAMS dont la séquence d’acides aminés est la suivante:

HMRSAMSGLHLVKRR. Ce peptide correspond à une séquence consensus de

l’ACC phosphorylé par l’AMPK au résidu de Sérine 79. L’activité de l’AMPK étant

stimulée par le 5’-AMP, on mesure l’activité de cette enzyme en présence et en

absence du 5’-AMP afin de déterminer son potentiel d’activation.

Dosage:

Il s’effectue sur 4ig de protéines issue de la fraction 6% de PEG 8000, dans un

volume total de 25!Il de tampon de réaction qui comprend HEPES-NaOH (4OmM)

pH7.0, NaCI (8OmM), glycérol (8%), EDTA (0.8mM), DTT (0.8mM), SAMS

(200jiM). Le dosage se fait en présence et en absence de 200tM de 5’-AMP.

Après une pré-incubation de 15 minutes à 30°C, la réaction est initiée dès l’ajout

d’ATP-7-32P (200iiM) et de MgCI2 (5mM). À la fin de la réaction de 5 minutes, on

prélève l5iil que l’on applique sur un carré de phosphocellulose (Whatman P81)

de 1cm2, qu’on laisse sécher 1 heure. Les filtres sont placés dans des tubes à

scintillation, lavés 4 fois 20 minutes avec une solution l5OmM de H3P04 et une fois

dans l’acétone. Une fois sec, on ajoute 4m1 de liquide à scintillation et la

radioactivité est mesurée avec un compteur bêta.

L’activité de l’AMPK est exprimée en terme de picomoles de 32P incorporés dans le

peptide SAMS, par minute, et par milligramme de protéines.
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III- dosage de la TGH

Principe:

L’activité de cette enzyme 104 dans les microsomes hépatiques se mesure à l’aide

du substrat fluorescent 4-methylumbelliferyl heptanoate (MU H). La TGH coupe le

lien qui relie l’acide gras heptanoate du MUH libérant le 4-methylumbelliferyl. Ce

dernier émet alors de la fluorescence à une longueur d’onde de 460nm.

Extraction:

Environ 500mg de foie sont homogénéisés sur glace dans un tampon composé de

Tris-HCL pH7.4 (l0mM), sucrose (0.25M), et EDTA-Na2 (2mM). Après une

centrifugation à 1 000xg à 4°C pendant 20 minutes, le surnageant est centrifugé 10

minutes à 12,000xg. Le culot est re-suspendu dans imI de tampon

d’homogénéisation et centrifugé 10 minutes à 12,000xg. Les deux surnageants

sont combinés et centrifugés à J00,000xg pendant 60 minutes. Le culot est re

suspendu dans 0.5m1 de tampon puis congelé à —80°C jusqu’au jour du dosage.

20jil sont prélevés pour le dosage des protéines.

Dosage:

À 1tg de protéines microsomales, on ajoute 2.5pM de MUH, préparé dans du

tétrahydrofuran, dans un volume final de lml d’un tampon de réaction composé de

Tris-Hcl pH 8.0 (2OmM), EDTA-Na2 (lmM) et taurodéoxycholate (300jiM). On

mesure immédiatement la fluorescence à chaque minute pendant 10 minutes à

l’aide d’un fluorimètre réglé à une longueur d’onde d’excitation de 355nm et une

longueur d’onde d’émission de 460nm. Les calculs se font à partir des pentes des

courbes obtenues et d’une courbe standard préparée avec du sel sodique 4-

méthylumbelliferon.

IV -dosage des triglycérides plasmatiques et hépatiques

Ce dosage utilise un réactif présent dans un kit commercial de dosage des 1G de

Roche.
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Principe:

C’est un test enzymatique qui fait appel à une lipoprotéine-lipase de micro

organismes pour hydrolyser rapidement et complètement les TG en glycérol et en

acides gras. La cascade de réactions chimiques subséquentes donne la formation

d’un dérivé coloré rouge.

Le protocole a été adapté pour le dosage des TG plasmatiques et des TG

hépatiques. On utilise une solution de glycérol pour la courbe étalon.

Dosage des TG Plasmatiques:

On ajoute 1 ml de réactif directement à lOiil de plasma. Après 10 minutes

d’incubation à température pièce, on mesure l’absorbance sur un

spectrophotomètte à 500nm.

Dosage des TG hépatiques:

On homogénéise environ 0.5 g de tissu dans une solution saline 0.9%. On prélève

2Ojil pour le dosage des protéines tandis que lOOjil de cet homogénat subit une

extraction avec 2 ml d’une solution de Folch (chloroforme/méthanol 2 :1, vlv).

Après 1 heure d’agitation, on porte à 20% la proportion de salin, et on centrifuge à

2500xg, 10 minutes. La phase inférieure est évaporée à sec sous azote et re

suspendue dans 100tl de Folch. On y ajoute 125ii1 d’une solution de Thésit (20%

dans chloroforme) et le mélange est évaporé à nouveau. On re-suspend le culot

avec 1 ,25m1 d’eau et 50ii1 sont utilisés pour le dosage qui se fait également avec

imI de réactif.
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5-RÉSULTATS



76

Nous avons mesuré l’activité de 3 enzymes, impliquées dans la régulation du

métabolisme des lipides, chez le cochon d’inde qui reçoit l’une des 2

concentrations d’un mélange d’acide ascorbique et de riboflavine exposé (T) ou

non (C) à la lumière.

Comme déjà mentionné dans le manuscrit, nous avons observé un effet dose (1 %

vs 5%) sur l’activité de l’ACC seulement pour les solutions test, c’est-à-dire

exposées à la lumière (figure 7). L’ACC est activée par une phosphatase, la

PP2A, dont l’action est facilitée par la présence de glutamate. Nous avons mesuré

les ratios de l’activité de l’ACC en présence et en absence de glutamate. Celle-ci

n’est significativement influencée que par l’effet concentration en vitamines, pas

par l’effet lumière (figure 9).

L’AMPK, une kinase qui inhibe l’ACC, nonobstant la présence de 5’-AMP, est

significativement stimulée (p<O.Ol) par la concentration du mélange vitamine C

(1% vs 5%) et riboflavine. L’analyse factorielle des résultats a révélé une

interaction significative (p<O.O1) entre la concentration en vitamines et la lumière.

Ce type d’analyse nous a ensuite permis d’analyser séparément l’effet de la

lumière pour chacune des concentrations. L’effet lumière n’est observé que chez

les cochons d’inde qui reçoivent la solution de vitamine C plus concentrée (p<O.O1)

(figure 13). Cette analyse statistique ne nous permettant plus la comparaison

entre les différentes concentrations, mais il est évident en regardant les résultats

que l’activité de l’AMPK est beaucoup plus grande à la plus haute concentration en

vitamines (5%).

L’activité de la TGH (figure 14), une enzyme qui hydrolyse les triacylglycérol en

TG, est également stimulée (p<O.O1) par la concentration en vitamine C et

riboflavine, indépendamment de la lumière. Ces enzymes, impliquées dans le

contrôle du métabolisme des lipides, ultimement influencent les niveaux de

triglycérides plasmatique et hépatique. Nous avons observé une baisse des

niveaux de TG (figure 15) dans ces 2 compartiments aux concentrations en

vitamines plus élevées, mais pas d’effet lumière.
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La perfusion des mélanges de vitamines C et Rf exposés à la lumière, auxquels

nous avons éliminé le H202, n’a pas influencé les niveaux de glutathion total

hépatique (2.42±0.51 mmol/mg; n=16). Par contre, le statut redox a diminué

(figure 16) avec les solutions exposées à la lumière mais augmenté (p<O.05) en

fonction de la concentration en vitamines. Les produits issus de la dégradation

semble donc avoir un effet réducteur.
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figure 13 :Effet des solutions de vitamine C, 1 et 5%, exposées(T) ou non(C) à la lumière, sur
l’activité de l’AMPK, en présence ou non de l’activateur 5’-AMP. Les résultats sont exprimés
selon la moyenne ± SEM, n4 pour chaque groupe.
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figure 14: Effet des solutions de vitamine C 1 et 5%, exposées(T) ou non(C) à la lumière, sur
l’activité de la triacylglycérol hydrolase. Les résultats sont exprimés selon la moyenne ± SEM, n”4
pour chaque groupe.
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figt,re 15: :Effet des solutions de vitamine C, I et 5%, exposées(T) ou non(C) à la lumière, sur les
niveaux de triglycérides plasmatiques et hépatiques. Les résultats sont exprimés selon la moyenne
± SEM, n4 pour chaque groupe.

figure 16: Effet des solutions de vitamine C, 1 et 5%, exposées(T) ou non(C) à la lumière, sur le
statut redox hépatique. Les résultats sont exprimés selon la moyenne ± $EM, n4 pour chaque
groupe.
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6-DISCUSSION



$1

Les solutions de nutrition parentérale (NP) exposées à la lumière entraînent des

dérèglements dans le métabolisme des lipides, observés par l’accumulation de

triglycérides dans le foie. Nous voulions vérifier l’hypothèse que le H202, présent

dans les solutions de nutrition parentérales, inifle la peroxydation de la vitamine C

et la génération de sous produits potentiellement hépato-toxiques qui affectent le

métabolisme des lipides hépatiques.

Nous avons tenté d’isoler la ou les molécules issues de la dégradation de la

vitamine C qui seraient responsables de ce dérèglement, de comprendre les

mécanismes réactionnels de leur formation et tenter de comprendre leur mode

d’action.

Chez les nouveaux-nés, le gras représente 16% de la masse corporelle. Cette

accumulation s’effectue principalement pendant le dernier trimestre 106 de la vie

intra-utérine. Il y a deux facteurs qui y contribuent: (1) 70% du glucose sont

convertis en gras. Le glucose est la principale source d’énergie du foetus et

traverse plus facilement le placenta. (2) La bêta oxydation étant également plus

faible, les acides gras maternels qui traversent le placenta sont principalement

utilisés pour la formation de triglycérides dans le foie. La résultante de cela est

que le foetus développe un foie gras 107 On pourrait alors se demander si

l’accumulation de TG observée serait due à une inhibition de l’adaptation du

métabolisme lors du passage de la vie foetal à néonatale c’est-à-dire lorsque l’on

passe de la glycolyse à la bêta oxydation pour la production d’énergie. Une

lipogénèse soutenue associée à une faible utilisation des TG hépatiques pourrait

entraîner une accumulation de TG Ce switch métabolique semble être contrôlé

principalement par les niveaux d’insuline et de glucagon 108 lI est connu que

l’insuline inhibe l’AMPK 103 ce qui a pour conséquence d’activer l’ACC. D’ailleurs

on associe, chez les personnes obèses qui accumulent beaucoup de TG dans le

foie, une résistance à l’insuline

Les variations des niveaux hépatiques et plasmatiques des triglycérides peuvent

dépendre à la fois de la synthèse des acides gras, de la capacité des cellules à les
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exporter, de la 13-oxydation dans la mitochondrie et de la lipolyse des TG

endogènes par la TGH.

La stéatose qui est observée chez l’animal qui reçoit de la NP exposée à la

lumière, ne peut être reproduite par l’infusion de peroxydes seuls 6 Cela indique

que le [1202 présent n’induit pas directement le dérèglement observé du

métabolisme des lipides.

Nous avons soupçonné le couple vitamine C et riboflavine pour plusieurs taisons

premièrement, elles sont toutes les deux présentes dans les solutions de multi

vitamines (MV), laquelle solutions vitaminées font partie intégrantes de la NP.

Deuxièmement, c’est par l’action de la riboflavine photo-excitée que la vitamine C

se dégrade rapidement et engendre la formation de H202 et de sous-produits

potentiellement toxiques.

Dans un premier volet in vitro (voir les détails dans le manuscrit), nous avons

observé par la spectrométrie de masse que l’acide ascorbique se dégrade

rapidement à la lumière, en présence de riboflavine, et que cette réaction est

dépendante du H202, un peroxyde présent dans les solutions de MV. Ces

métabolites, que nous avons identifiés sous les noms d’ions m/z 135 et m/z 207,

sont soupçonnés d’interférer avec le métabolisme hépatique des lipides. Nous

avons d’ailleurs discuté et proposé un modèle de réactions chimiques conduisant à

leur formation. La riboflavine photo-excitée réagit avec l’ascorbate pour former un

anion riboflavine radicalaire. Celui-ci réagit avec l’oxygène pour former le radical

superoxyde. Le H202 est formé par la dismutation de l’anion superoxyde. Nous

avons proposé que le DHA, en présence de H202, se décompose en molécule de

masse 208, qui lui-même se décompose en molécule de masse 136.

Avec le second volet in vivo, nous voulions vérifier leurs effets sur le métabolisme

des lipides, après l’infusion de ces mélanges chez des cochons d’inde nouveaux

nés. Le cochon d’inde est un modèle animal souvent utilisé pour étudier le
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métabolisme des lipides et du cholestérol en raison des nombreuses similitudes

avec l’homme Mais c’est aussi pour ses besoins en vitamine C nutritionnelle

qu’il est utilisé.

Le dessin expérimental permettait d’évaluer l’effet de la présence des ions mlz 135

et 207 formés lorsque la vitamine C et la riboflavine sont exposés ou non à la

lumière. Un soin particulier a été apporté pour éliminer le H202 des solutions

infusée aux animaux, car celui-ci pourrait avoir un effet confondant. Nous avons

également regardé l’effet de la concentration en acide ascorbique et riboflavine,

exposé ou non à la lumière.

Nous nous sommes principalement intéressés à la lipolyse, en mesurant l’activité

de la TGH, et à la lipogénèse en mesurant l’ACC Puisque l’AOC est régulée par

phosphorylation, le dosage de son activité en présence de glutamate renseigne sur

l’activité phosphatasique de la PP2A tandis que l’activité kinase a été déterminée

par la mesure de l’activité de l’AMPK.

Même si au départ nous étions intéressés à l’effet de la lumière sur la formation

des produits issus de la photo-dégradation de la vitamine C et l’accumulation de

TG, nous nous sommes rendus compte que les concentrations en vitamines C et

riboflavine pouvaient également influencer le métabolisme des lipides.

Discutons d’abord de l’effet vitamines

En effet, plus la concentration de vitamines s’élève (5%), plus les niveaux de

triglycérides hépatiques et plasmatiques sont bas. Cela concorde avec une

activité plus élevée de l’AMPK dans les groupes d’animaux recevant les solutions

5%. Lorsque l’AMPK est stimulée, il y a d’une part, baisse de la synthèse des

acides gras et d’autre part, une augmentation de la bêta oxydation. Ceci est

principalement dû à l’inactivation de l’AOC par sa phosphorylation sous l’action de

l’AMPK. Cependant dans notre expérimentation, l’activité de l’ACC est demeurée

inchangée et cela pour tous les groupes d’animaux. Nous avons mesuré des

niveaux relativement élevés d’ACC, variant entre 3 et 5 nmoles/min/mg et qui
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correspondent aux niveaux obtenus par Kowiuru dans une étude avec des

cellules pancréatiques après stimulation au glutamate. La baisse des TG dans le

foie pourrait davantage être expliquée par une TGH plus active, hydrolysant les TG

de la « stéatose du nouveau-né ».

Cependant l’absence de corrélation entre l’AMPK et l’ACC est surprenante.

L’utilisation d’un animal nouveau-né en pleine croissance, pourrait expliquer le

manque d’interaction entre ces 2 enzymes. Cet animal a besoin, pour sa

croissance, de métabolites structuraux comme des lipides mais aussi un grand

besoin énergétique. En fait, il se pourrait que l’activité élevée de l’ACC entraîne la

formation d’acides gras qui seront utilisés pour la 3-oxydation, elle-même stimulée

par l’AMPK.

Cela expliquerait la baisse des niveaux de TG plasmatiques et hépatiques

observée. Cette avenue demande à être explorée de manière plus approfondie.

Ceci est intéressant car cela semble suggérer que des concentrations élevées de

vitamine C peuvent entraîner une baisse de la synthèse des acides gras et du

cholestérol, qu’il serait d’ailleurs intéressant de mesurer. On sait que l’AMPK

activée inhibe la HMG-CoA réductase impliquée dans la synthèse du cholestérol.

Des inhibiteurs de la HMG-CoA réductase sont souvent prescrits pour contrôler

l’hyperlipidémie 112 Des cochons d’inde, nourrit avec des lipides oxydés et des

concentrations croissantes de vitamine C, ont des niveaux plasmatiques de

cholestérol plus faibles 113

Une autre explication possible de l’effet vitamines réside dans le rôle de la vitamine

C sur le cycle de la carnitine.

Le cycle de la carnitine 114 joue un rôle essentiel dans le métabolisme des lipides,

principalement dans la translocation des acides gras à travers la membrane de la

mitochondrie. Une fois dans la mitochondrie, les acides gras sont oxydés pour la

production d’énergie. L’une des étapes dans la synthèse de la carnitine implique

une dioxygénase (dioxygénase a-ketoglutarate dépendante) qui requiert du Fe2 et

de l’acide ascorbique 115 Une déficience en vitamine C entraîne une baisse de la
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synthèse de carnitine, une diminution de la translocation des acides gras dans la

mitochondrie, et une accumulation de TG dans le foie.

L’activité de l’AOC et celle de l’AMPK sont également stimulées par les solutions

exposées à la lumière dans le groupe des animaux qui reçoivent la solution 5%.

Cela semble encore une fois contradictoire, comme si ces 2 enzymes ne se

parlaient pas. On pourrait supposer que la stimulation de la PP2A surpasse

l’activité de l’AMPK, ce qui favoriserait l’activation de l’ACC. Il a été démontré que

le couple ascorbate/Fe2, qui génère aussi les ions m/z 135 et 207, stimule la

PP2A 116 On a d’ailleurs démontré une corrélation entre la concentration urinaire

du métabolite m/z 207 et l’activation de l’ACC par le glutamate. Il devient essentiel

de mieux démontrer, dans une étude ultérieure, l’effet de l’ion m/z 207 directement

sur l’action de la PP2A.

Cependant les niveaux de TG hépatiques et plasmatiques ne sont pas affectés par

l’action de la lumière.

Il faut rappeler que nous avons travaillé en dehors du contexte des multi-vitamines

en isolant la vitamine C des autres molécules normalement présentes dans la

solution vitaminée commerciale. Cela a peut être éliminé d’autres interactions

chimiques insoupçonnées. De plus, cette étude n’est basée que sur un nombre

relativement restreint d’animaux. Quatre animaux expérimentaux qui reçoivent la

solution exposée à la lumière et 4 autres qui reçoivent la solution contrôle, sans

lumière. Un calcul d’effectif avec un f3 de 20%, un o de 5% et une différence de

40% suggère que 8 animaux seraient suffisant pour le démontrer.

D’un autre côté, la stimulation de l’AOC, via l’ajout de glutamate in vitro, corrèle

bien avec l’augmentation des TG plasmatiques dans le groupe expérimentale.

Des études chez le rat ont également démontré une accumulation de TG

associée à l’augmentation de l’activité de l’ACC et à l’inhibition de la sécrétion des

acides gras.
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Nous sommes donc en présence de deux phénomènes:

(1) Un effet vitamines stimulant l’activité de l’AMPK et de la TGH avec comme

résultante une diminution de l’accumulation des TG et (2) un effet lumière,

générant des métaboNtes de la vitamine C ayant un potentiel certain à modifier le

métabolisme lipidique en stimulant l’AMPK et la PP2A. Ces deux enzymes ont un

effet contraire sur l’activation de l’ACC. Ces observations suggèrent que l’effet

lipogénique des ions m/z 207-135 est plus évident avec des concentrations en

vitamine C plus faibles, puisque c’est dans cette situation que nous avons observé

une stimulation de l’AMPK et une légère augmentation des TG plasmatiques.

D’une façon paradoxale, les ions m/z 207-135 et les vitamines ont un effet similaire

et additif sur l’activité de l’AMPK, indépendamment de la présence d’AMP.

L’effet contraire de ces 2 paramètres peut s’expliquer par une régulation différente

de l’activité de l’ACC. Les vitamines ne font que l’inhiber tandis qu’avec les

molécules 208 et 136 cette inhibition peut être contrecarré par une effet positif sur

la PP2A, un activateur de l’ACC. L’explication de l’effet différent sur la PP2A peut

provenir du statut redox du glutathion. En fait, la PP2A est inhibée par un statut

oxydant, c’est-à-dire des niveaux de GSSG élevés117.

L’infusion de la solution qui génère les molécules 136 et 208 a favorisé un

environnement hépatique plus réduit, supportant par le fait même l’idée d’une

stimulation de PP2A. Nous avons observé que des concentrations élevées en

vitamines C entraînait une diminution des TG hépatiques et plasmatiques, une

hausse du redox, ce qui corrobore bien avec l’inhibition de la PP2A, et par

conséquent une meilleure inhibition de l’ACC par l’AMPK. Il semble paradoxale de

spéculer qu’un environnement oxydant prévient l’accumulation de TG mais il ne

faut pas oublier qu’un redox de moins de 3%, comme ceux obtenus dans cette

étude, est tout de même très faible.
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En conclusion, nous avons démontré que:

• L’exposition de solutions de MV à la lumière génère du H202.

• Ce H202 favorise une nouvelle voie de dégradation de la vitamine C.

• Ces nouveaux métabolites issu de la photo-dégradation de la

vitamine C perturbent, in vivo, l’activité de l’ACC ainsi que les

enzymes qui la régule (AMPK et PP2A), et le métabolisme des

lipides.

Les prochaines étapes devraient être:

• Une meilleure caractérisation chimique des molécules m/z 207 et

135.

• De vérifier l’effet de chacune de ces molécules sur l’activité de la

PP2A.

• De mieux documenter leurs effets sur les niveaux de TG

plasmatiques et hépatiques par l’utilisation d’un plus grand nombre

d’animaux.
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