CYAN EXHIBIT 1011

1854 ACADEMIE DES SCIENCES.
PHYSIOLOGIE. — Transformation de Pastazanthine en vitamine. A chez le

Rat albinos : néoformationin vivo et in vitro. Note (*) de M. Rexé Grixeaon, -
Mle Rexix Massow'i' Mmes Tuirise Lovquv et Juquxuxs Rinorro,
présentée par M. Robert Courrier. .

*
4

Chez le Rat carencé, l‘adminlstrntxon per o3 de diacétate d’astaxanthine provoque
une néoformation de vitamine A décelable au niveau de Peell. L’expérimentation
in pitro permet de préciser que cet organe est bien le siége de la tranatormation

. cnzymntf ue qui conduit de l’nstaxanthlne au rét!nol.

Chez le Rat alhmos carencé en vitamine A, 'astaxanthine (3.3"-dihydro-
xy-4.4'-dicéto-B-caroténe) manifeste une activité électivement anti-
xérophtalmique. En effet, 'administration quotidienne de 10 a 15 pg de
pigment guérit rapidement les lésions oculaires sans provoquer d’accrois-
sement pondéral qui ne s’observe qu’avec des doses nettement supérieures (')
& (). Pour les Poissons cependant, P'astaxanthihe est une provitamine A
authentique car chez Gambusia holbrooki, elle conduit & une néoformation
de rétinol décelable en particulier dans la muqueuse intestinale ( ) (° )‘, .
La confrontation de ces faits suggére que le Rat pourrait avoir conservé
au niveau de I'@il la faculté restreinte de convertir PPastaxanthine en

. vitamine A. Telle est du moins I'hypothése qlu a été soumxse a la sanotlon
expérimentale.

- Dans une premiére prerlence, du diacétate d’astaxanthine a été admi-

~ nistré & des rats carencés qui ont ensuite été sacrifiés en méme temps que
des témoins et la vitamine A a été dosée parallélement dans les yeux de
chaque catégorie de sujets, Dans la seconde expérience, les yeux d’animaux
carencés ont été divisés en deux lots : le premier a été incubé en présence
de diacétate d’ astaxanthme, le second a été traité de méme, mais sans
adjonction de pigment; les concentrations rvespectives en rétinol ont
ensuite été déterminées. | |

w3

PREPARATION DU DIACETATE D'ASTAXANTHINE. — Les parois des poches
stognacales d'Aristeomorpha foliacea, Risso, et d’ Aristeus antennatus, Risso
(grosses crevettes rouges de la tribu des Pénéidés) contiennent un chromo-
protéide bleu dont le groupement prosthétique est I'astaxanthine (*). v
Aprés dissection, les poches sont vidées de leur contenu et agitées avec o
de Jeau distillée on le chromoprotéide se dissout. La solution est alors
additionnée de quatre fois son volume d’acétene : I'astaxanthine se détache
de sa copule protéique et la solution se colore en rouge orangé. Par addition
d’éther de pétrole et d’eau, le pigment passe dans la phase légére qui est
géparée et séchée sur-sulfate de sodium anhydre. La solution est filtrée sur
colonne de magnésie qui est ensuite lavée a I'éther de pétrole, puis avec de
'hexane additionné de 2 vol 9, d’acétone (élimination des caroténes ct
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des esters de vitamine A) et enfin avec un mélange de g2 ml ’hexane et
de 8 ml d'éthanol (élimination du rétinol). La colonne est alors trongonnée,
la zone pigmentée est immergée dans de la pymdtne qui par élution se
colore en rouge. La solution concentrée sous pression réduite et sous azote
est additionnée d’anhydride acétique (XX gouttes/ml). Aprés gh & la
température ambiante, le diacétate est repris par 'éther de pétrole. La

solution est’ lavée, séchée et chromatographide.sur alumine. La colonne

est traitée comme celle de magnésie. La solution pyridinique finalement
obtenue est additionnée d’éther de pétrole et d’eau. La phase légére est
séparée, séchée et concentrée. Le résidu est repris par la pyridine chaude,
-additionné d’un tiers de volume d’eau et abandonné 24 h & 0° C. Le précipité
cristallin est purifié par deux recristallisations.

Prorocores kT RESULTATS. — a. Ezpérience in vivo. — 18 rats
Wistar, pesant 32 g sont sevrés et soumis au régime de base exempt de
facteurs vitaminiques A. Aprés 4o jours, les signes de carence étant mani-
festes, les animaux sont partagés en trois lots recevant quotidiennement :

Lot A : régime de base seul; lot B : régime de base + 3 pg de vita-
mine A (*) ;lot C : régime de base 4 15 pg de diacétate d’astaxanthine (*).
Aprés 20 jours, les animaux sont décapités et les rétines sont prélevées
selon ("). Les résultats des dosages de vitamine A effectués selon (') sur
I'insaponifiable de 'ensemble des rétines de chaque lot sont :

Lot A : traces; lot B : 1 yg; lot C: 2,1 pg. :

b. Expérience in vitro. — 12 rats carencés dans les mémes conditions
que les précédents sont décapités au 4o¢ jour Dans deux petits sacs de
collodion, on introduit 1 ml de sérum sanguin frais et 1 mmole d’z-tocophérol

dlspersee dans 1 ml d’eau. Dans Pun des sacs, on place les yeux droits

de six des sujets et les yeux gauches des six autres (lot 1); dans le deuxiéme
sac, on introduit les 12 yeux restants (lot II) et 1 mg de diacétate d’astaxan-
thine en dispersion dans 1 ml de Tween 80. Les sacs sont immergés dans
une solution tamponnée de Krebs-Ringer et maintenus & P'étuve a 370 C
pendant 12 h. Le dosage de la vitamine A effectué sur I'insaponifiable de la
totalité des yeux de chaque lot fournit les valeurs suivantes : |

Lot 1: 0,75 ug; lot 11 : 1,65 ug.

Discussion. -— L’étude spectrophotométrique de la solution de pigment
avant chromatographie ne révéle ni vitamine A, ni caroténe. Si des traces
de ces substances avaient cependant échappé a 'examen, elles seraient
¢liminées par les lavages des colonnes pratiqués dans ce but selon y('%). La
recristallisation du diacétate d’astaxanthine constitue enfin une dermere
purification. Le contréle suivant exclut d’ailleurs D'interférence d’une
imp.ureté : dans les mémes conditions que celles de I'expérience in vitro,
deux lots de fragments d’intestin de rats carencés ont été incubés en pré-

sence, I'un de [3-caroténe, I'autre de diacétate d’astaxanthine. Une néo-
formation de vitamine A été constatée uniauement dans le nramier Int
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1856 - ACADEMIE DES SCIENCES. .
Amm, dans les condmons expénmentales décrites, in vive comme in vitro, }
la vitamine A néoformée et décelée dans I'eil ne peut étre due qu'd la
transformation de I'astaxanthine. Des: expériénces complémentalres tente-
.. ront de préc:sep si, comme cela est vrmsemblable, c’est la rétine qui effectue
la conversion enzymatique. .
Conclusion, — Les résultats. enreglstrés ‘vérifient Phypothése de travail
qui a dicté ces expériences : chez le Rat albinos caréncé en vitamine A,
I'administration de diacétate d’astaxanthine provoque une néoformation
de rétinol au niveau de 'ceil: L’expérimentation in vitro aboutit & la méme
constatation et localise en outre au tissu oculaire le siége de la réaction.

(*) Séance du 13 mars 1961,

{") R, Grancaup et M¥e R, MassoNET, Comples rendus, 227, 1948, p. 568,

() R. GraNaaup et Ml2 R. MAssoNET, Comples fendus, 230, 1950, p. :319.

() R. GRANGAUD, Thése de Doctorat &s sciences physiques, Lyon, 1950. ’

(*) Mil® R, MassoNET, These de Doclorat & sciences naturelles, Lyon, 1958,

(*} R. GRANGAUD et M!'e R, MassoNET, Comples rendus, 241, 1955, p. 1087,

(®) R. GraNgaup, P. ViaNars, Mll¢ R, MASSONET et J. P. MoA'r'rI, Comples rendus,
243, 1956, p. 1170,

(") J. P. MoatT1, Thése de Doctorat d'Etu‘t (Pharmacie), Alger, 1959.

(") En solution dans de V’huile végétale dévitaminée additionnée de 2 9, d’z-tocophérol.

(") J. M. Lewis, O. Bopansky, K. G. FaLk et G. Mc Guing, J, Nutrition, 23, 1941, p. 351.

(*) S. Y. TuompsoNn, J. Ganoury et S. K, Kon, Brit. J. Nuir., 3, n° 1, 1949, p. 57.

(Laboratoire de ‘Chimie biologique, Faculté de Mé&écine etAPhatjmdcie d'Alger.)
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