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SVCT	  I	  or	  II	  
Na+	  

Plasma	  Ascorbate	  
Concentra4ons:	  

30-‐80	  µM	  

Intracellular	  	  Ascorbate	  
Concentra4ons:	  

1-‐5	  mM	  

Ascorbic	  Acid	  

GLUT	  Dehydroascorbic	  	  
Acid	  

OxidaBon	   ReducBon	  

Ascorbic	  Acid	  

Dehydroascorbic	  
	  Acid	  

Vitamin	  C	  Absorp4on	  and	  Transport:	  
Sodium-‐dependent	  Vitamin	  C	  Transporters	  I	  and	  II	  

Na+	  



Enzymatic Functions of Vitamin C 

  Monooxygenases (reducing/co-substrate) 
  Dopamine β-Hydroxylase 

  Peptidylglycine α-Amidating Monooxygenase 

  Dioxygenases 
  Prolyl 4-Hydroxylase, Prolyl 3-Hydroxylase, and Lysyl 

Hydroxylase 

  HIF Hydroxylases 
  Trimethyllysine Hydroxylase and γ-Butyrobetaine 

Hydroxylase 
  4-Hydroxyphenylpyruvate Dioxygenase 



Vitamin C Deficiency: Scurvy 

¤ Symptoms: 
¤  Lassitude and fatigue (covert) 

¤  Bleeding and bruising, impaired wound healing 

¤  Hair and tooth loss 

¤  Joint pain and swelling 

¤  Death 

Insufficient      
L-carnitine 

biosynthesis 

Defective  
pro-collagen 
hydroxylation 

Swollen and inflamed gums 

Petechiae  
(bleeding under the skin) 





Recommended	  Dietary	  Allowance	  
(RDA)	  in	  the	  U.S.	  

 Men:	  90	  mg/day	  
  Based	  on	  the	  vitamin	  C	  intake	  required	  for	  80%	  
neutrophil	  saturaBon	  with	  li\le	  urinary	  loss	  in	  healthy	  
men	  	  

 Women:	  75	  mg/day	  
  Extrapolated	  from	  men	  on	  the	  basis	  of	  body	  mass	  
 Higher	  RDA	  for	  pregnant	  and	  lactaBng	  women	  

  Smokers:	  plus	  35	  mg/day	  
 Ascorbate	  turnover	  is	  approximately	  35	  mg/day	  greater	  
in	  smokers	  due	  to	  smoking-‐induced	  oxidaBve	  stress	  



Vitamin	  C	  in	  Chronic	  Disease	  PrevenBon	  
	  
  Is	  there	  biological	  plausibility	  (mechanisms	  of	  acBon)	  for	  a	  

role	  of	  vitamin	  C	  in	  chronic	  disease	  prevenBon	  (nonindex	  
disease),	  in	  parBcular	  cardiovascular	  diseases	  (CVD):	  	  

  Hypertension	  
  Coronary	  Heart	  Disease	  (CHD)	  
  Stroke	  

  What	  is	  the	  human/epidemiological	  evidence	  that	  	  
vitamin	  C	  contributes	  to	  the	  prevenBon	  of	  CVD?	  

	  
  What	  is	  the	  opBmal	  intake	  of	  vitamin	  C	  in	  humans?	  

	  

	  



	  
	  

	  	  	  	   	  	  	  	   	  	  	  	  	   	  	  	  	   	  	  	  	   	  	  	  	  	   	  	  	  	   	  	  	  	  

	  RelaBve	  Risk	  of	  Cardiovascular	  Events	  among	  Apparently	  Healthy	  Postmenopausal	  Women	  According	  to	  Base-‐Line	  
Levels	  of	  Total	  Cholesterol	  and	  Markers	  of	  InflammaBon.	  Each	  marker	  of	  inflammaBon	  improved	  risk-‐predicBon	  models	  
based	  on	  lipid	  tesBng	  alone,	  an	  effect	  that	  was	  strongest	  for	  hs-‐CRP	  and	  serum	  amyloid	  A.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Ridker	  et	  al.	  (2000)	  N	  Engl	  J	  Med	  342:836–843	  
	  	  

	  Coronary	  heart	  disease	  (CHD)	  is	  an	  inflammatory	  disease	  



	  	  	  Role	  of	  inflammaBon	  and	  oxidaBve	  stress	  in	  atherosclerosis	  

Diaz,	  Frei	  et	  al.	  New	  Engl.	  J.	  Med.	  1997;337:408-‐416	  

// 
Antioxidants  

Antioxidants  

// // 



AnBoxidant	  Defenses	  in	  Human	  Plasma	  and	  LDL	  

	  

Small	  Molecule	  An4oxidants	  	  	  	  	  	  	  	  Typical	  Plasma	  ConcentraBons	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
  Water-‐Soluble:	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  	  µM	  

	   	  Uric	  Acid	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	  300	  	  
	   	  Ascorbic	  Acid	  (Vitamin	  C)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	  	  	   	  	  	  50	   	  	  
	   	  Albumin-‐Bound	  Bilirubin 	  	  	   	   	  	  	  15	  	  
	   	  Glutathione	  (GSH) 	  	   	   	  	  <	  2	   	  	  

  Lipid-‐Soluble	  (Lipoprotein-‐Associated): 	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  mol/mol	  LDL	  
	   	  α-‐Tocopherol	  (Vitamin	  E) 	  	  	   	  	  	   	  	  25	   	  	  	  	  	  	  10	  
	   	  Ubiquinol-‐10	  (Coenzyme	  Q10) 	  	  	  	  	   	  	  1.0	   	  	  	  	  	  	  0.4	  
	   	  β-‐Carotene	  (Pro-‐Vitamin	  A) 	  	  	   	  	  0.5	   	  	  	  	  	  	  0.2	  
	   	  Lycopene 	  	  	  	   	   	   	  	  0.5	   	  	  	  	  	  	  0.2	  

	  
	  



	  How	  effecBvely	  do	  the	  endogenous	  
anBoxidants	  in	  human	  plasma	  (vitamin	  C,	  
uric	  acid,	  bilirubin)	  and	  LDL	  (vitamin	  E)	  
prevent	  lipid	  peroxidaBon	  and	  oxidaBve	  
(atherogenic)	  modificaBon	  of	  LDL?	  



Frei B, Stocker R, Ames BN. Proc Natl Acad Sci USA. 1988;85:9748-52 



	
	




Orthomolecular	  Medicine	  
The	  right	  molecule	  	  

at	  the	  right	  concentraBon	  

	  “Orthomolecular	  medicine	  is	  the	  
preservaBon	  of	  good	  health	  and	  the	  
treatment	  of	  disease	  by	  varying	  the	  
concentraBons	  in	  the	  human	  body	  of	  
substances	  that	  are	  normally	  present	  
in	  the	  body	  and	  required	  for	  health.”	  

	  
	  Linus	  Pauling	  (1986)	  “How	  to	  Live	  Longer	  and	  Feel	  Be\er”	  



Vitamin	  C	  effecBvely	  inhibits	  lipid	  peroxidaBon	  in	  human	  
plasma	  and	  isolated	  LDL	  induced	  by:	  

  Aqueous	  peroxyl	  radicals	  (AAPH)	  	  Frei	  et	  al.,	  PNAS	  1988,	  1989;	  Polidori	  et	  al.,	  
Arch	  Biochem	  Biophys	  2004	  	  

  The	  gas-‐phase	  of	  cigare\e	  smoke	  	  Frei	  et	  al.,	  Biochem	  J	  1991	  

  AcBvated	  polymorphonuclear	  leukocytes	  	  Frei	  et	  al.,	  PNAS	  1988,	  Stocker	  et	  
al.,	  PNAS	  1991	  

  HOCl	  and	  MPO/H2O2/Cl-‐	  +/-‐	  NO2
-‐
	  (apoB	  modificaBon)	  Carr	  et	  al.,	  

Biochem	  J	  2000;	  Carr	  and	  Frei,	  J	  Biol	  Chem	  2001	  	  

  Human	  aorBc	  endothelial	  cells	  	  MarBn	  and	  Frei,	  ATVB	  1997	  

  Superoxide	  radicals	  and	  hydrogen	  peroxide	  (X/XO	  system)	  	  Frei	  et	  al.,	  
Adv	  Exp	  Med	  Biol	  1990	  

  Copper	  	  Retsky	  et	  al.,	  J	  Biol	  Chem	  1993,	  Biochim	  Biophys	  Acta	  1995,	  Suh	  et	  al.,	  FRBM	  2003	  

  Iron	  	  Berger	  et	  al.,	  J	  Biol	  Chem	  1997,	  Suh	  et	  al.,	  FRBM	  2003	  



F2-‐Isoprostanes,	  a	  validated	  marker	  of	  in	  vivo	  lipid	  
peroxidaBon:	  FormaBon	  from	  arachidonic	  acid	  

	  	  	  Morrow	  et	  al.	  (1995)	  New	  Engl.	  J.	  Med.	  332,	  1198	  



Elevated	  8-‐iso-‐PGF2α	  Levels	  in:	  

  Cigare\e	  smokers	  
  Human	  atheroscleroBc	  lesions	  
  DiabeBcs	  
  Hypercholesterolemics	  
  Alzheimer’s	  disease	  paBents	  
  Alcoholics/paBents	  with	  liver	  cirrhosis	  
  Obese	  subjects	  
  During	  vascular	  reperfusion	  
  Etc.	  



SupplementaBon	  with	  vitamin	  C–but	  not	  vitamin	  E–lowers	  
urinary	  F2-‐isoprostane	  levels	  in	  smokers	  	  

SupplementaBon	  with	  2	  g/d	  of	  vitamin	  C	  	  
and/or	  800	  IU/d	  of	  vitamin	  E	  for	  5	  days	  

	  

	  	  	  	  	  	  	  Reilly	  et	  al.	  Circula6on	  1996:94:19-‐25	  
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n	  =	  4-‐7	  heavy	  smokers/group	  
	  



Vitamin	  C	  and	  E	  supplementaBon	  prevents	  the	  increase	  in	  plasma	  
F2-‐isoprostanes	  following	  a	  50-‐km	  ultramarathon	  

SupplementaBon	  with	  300	  mg	  RRR-‐α-‐tocopheryl	  acetate	  and	  
1000	  mg	  vitamin	  C	  daily	  for	  21	  days	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Mastaloudis	  et	  al.	  Free	  Radic	  Biol	  Med.	  2004;36:1329-‐41	  	  



Urinary	  levels	  of	  4-‐hydroperoxy-‐2-‐nonenal	  (HPNE)	  metabolites:	  
Novel	  markers	  of	  in	  vivo	  lipid	  peroxidaBon	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Kuiper	  et	  al.	  Free	  Radic	  Biol	  Med.	  2011;50:848-‐853	  	  



Vitamin	  C	  supplementaBon	  lowers	  urinary	  levels	  of	  	  
4-‐hydroperoxy-‐2-‐nonenal	  (HPNE)	  metabolites	  in	  humans	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Kuiper	  et	  al.	  Free	  Radic	  Biol	  Med.	  2011;50:848-‐853	  	  

Daily	  supplementaBon	  with	  2	  x	  500	  mg	  vitamin	  C	  or	  placebo	  for	  17	  days	  in	  12	  non-‐
smokers	  (6M,	  6F)	  and	  10	  smokers	  (6M,	  4F)	  	  (crossover-‐design)	  



The	  Causes	  of	  Most	  Heart	  A\acks	  and	  Strokes:	  	  
Plaque	  Rupture,	  Thrombus	  FormaBon,	  and	  VasoconstricBon	  

• Narrowing	  of	  Arterial	  Lumen	  	  	  	  	  	  
due	  to	  Atherosclerosis	  

• 	  AtheroscleroBc	  Plaque	  Rupture	  	  
• Platelet	  Adhesion	  and	  
AggregaBon	  	  

• 	  Thrombus	  FormaBon	  	  

• 	  VasoconstricBon	  

Slide	  courtesy	  of	  John	  F.	  Keaney,	  Jr.	  

Inhibited	  by	  
Nitric	  Oxide	  	  
(NO)	  



NO	  Synthase	  

Endothelial	  Cell	  

Guanylyl	  Cyclase	  

Smooth	  Muscle	  Cell	  

Synthesis	  and	  AcBon	  of	  EDNO	  

L-‐Arginine	   L-‐Citrulline	  

NO•	  	  NADPH	  
	  	  O2	  	  	  BH4	  

GTP	   cGMP	  

VasodilaBon	  

[Ca2+i]	  
+	  

Thrombin	  
Acetylcholine	  

cGMP	  

Platelet	  

[Ca2+i]	  

AKT	  

Slide	  courtesy	  of	  J.F.	  Keaney,	  Jr.	  

	  Shear	  Stress	  
(increased	  blood	  flow)	  



	  	  	  Role	  of	  inflammaBon	  and	  oxidaBve	  stress	  in	  atherosclerosis	  

Diaz,	  Frei	  et	  al.	  New	  Engl.	  J.	  Med.	  1997;337:408-‐416	  

// 
Vitamin C  

Vitamin C  

// // 



Vitamin	  C	  Treatment	  (Short-‐	  or	  Long-‐Term)	  Improves	  Vascular	  
FuncBon	  (EDNO-‐Dependent	  VasodilaBon)	  in	  CAD	  PaBents	  

  48	  paBents	  with	  angiographically	  
proven	  CAD	  

  Randomized,	  double-‐blind,	  
placebo	  controlled	  study	  

  Visit	  1:	  brachial	  ultrasound	  at	  
baseline	  and	  2	  hours	  azer	  2	  
grams	  of	  ascorbic	  acid	  

  Visit	  2:	  brachial	  ultrasound	  azer	  
30	  days	  of	  500	  mg/day	  of	  
ascorbic	  acid	  

P	  <	  0.01	  
*	  

*	  

Levine	  et	  al.	  Circula6on	  1996;93:1107-‐1113	  	  
Gokce	  et	  al.	  Circula6on	  1999;99:3234-‐3240	  

Baseline	  dila4on	  <8%	  



Vitamin	  C	  (500	  mg–12	  g	  by	  IV	  infusion	  or	  orally)	  Improves	  	  
Vascular	  FuncBon	  (EDNO-‐Dependent	  VasodilaBon):	  

  in	  CAD	  paBents	  	  Levine	  et	  al.	  (1996)	  CirculaBon	  93:1107-‐1113;	  Ito	  et	  al.	  (1998)	  Am	  J	  Cardiol	  82:762-‐767;	  Gokce	  et	  al.	  
(1999)	  CirculaBon	  99:3234-‐3240	  	  

  in	  NIDDM	  and	  IDDM	  paBents	  	  Ting	  et	  al.	  (1996)	  J	  Clin	  Invest	  97:22-‐28;	  Timimi	  et	  al.	  (1998)	  J	  Am	  Coll	  Cardiol	  
31:552-‐557;	  Beckman	  et	  al.	  (2001)	  CirculaBon	  103:1618-‐1623;	  Antoniades	  et	  al.	  (2004)	  Diabet	  Med	  21:552-‐558	  	  

  in	  chronic	  smokers	  	  Heitzer	  et	  al.	  (1996)	  CirculaBon	  94:6-‐9;	  Motoyama	  et	  al.	  (1997)	  Am	  J	  Physiol	  273:H1644-‐H1650;	  
Schindler	  et	  al.	  (2000)	  Cardiology	  94:239-‐246	  	  

  in	  hypercholesterolemic	  subjects	  	  Ting	  et	  al.	  (1997)	  CirculaBon	  95:2617-‐2622;	  PerBcone	  et	  al.	  (2000)	  
Atherosclerosis	  152:511-‐518	  

  in	  hypertensive	  paBents	  	  Solzbach	  et	  al.	  (1997)	  CirculaBon	  96:1513-‐1519;	  Taddei	  et	  al.	  (1998)	  CirculaBon	  
97:2222-‐2229;	  Natali	  et	  al.	  (2000)	  ATVB	  20:2401-‐2406	  

  following	  a	  single	  high-‐fat	  meal	  	  Plotnick	  et	  al.	  (1997)	  JAMA	  26;278:	  1682-‐1686	  

  in	  paBents	  with	  chronic	  heart	  failure	  	  Hornig	  et	  al.	  (1998)	  CirculaBon	  97:363-‐368;	  Ito	  et	  al.	  (1998)	  Am	  J	  Cardiol	  
82:762-‐767	  

  in	  paBents	  with	  angina	  pectoris	  Kugiyama	  et	  al.	  (1998)	  J	  Am	  Coll	  Cardiol	  32:103-‐109;	  Hamabe	  et	  al.	  (2001)	  Am	  J	  
Cardiol	  87:1154-‐1159	  

  in	  experimental	  hyperhomocyst(e)inemia	  Kanani	  et	  al.	  (1999)	  CirculaBon	  100:1161-‐1168;	  Hanra\y	  et	  al.	  
(2001)	  BMC	  Cardiovasc	  Disord	  1:1	  



	  	  	  	  	  Mechanism	  of	  Vitamin	  C	  AcBon	  

Oxida4on,	  Enzyme	  
Turnover	  

	  Ascorbic	  Acid	  N	  

HN	  

N	  

N	  

H2N	  

O	  

H	  

OH	  

OH	  

H	  

Tetrahydrobiopterin	  
(BH4)	  

Quinoid	  dihydrobiopterin	  
(QBH2)	  

N	  

N	  

N	  

N	  

H2N	  

O	  

H	  

OH	  

OH	  



Plasma Vitamin C correlates with Unstable Coronary  
Syndrome (Angina Class) in CAD Patients (n = 149) 

 

                                                         Angina Class (1-4) 
Plasma Marker         R   P 
 

α-Tocopherol (Vitamin E)    -.06  .68   
LDL α-Tocopherol     -.18  .27   
γ-Tocopherol      -.08  .56 
β-Carotene         .07  .66 
Lycopene      -.01  .95 
Retinol       -.15  .36 
Ascorbic Acid (Vitamin C)    -.43  .001   
Uric Acid         .20  .12   
Thiols       -.19  .15   
Ceruloplasmin         .00  .97 
Superoxide Dismutase (RBCs)    -.08  .64 
Lag Phase (LDL Diene Conjugation)   -.13  .43   
F2-Isoprostanes         .02  .87   

                                                                             
 Vita et al. (1998) J. Am. Coll. Cardiol. 31, 980-986 



Vitamin	  C	  and	  Blood	  Pressure	  
Phase	  II	  RCT	  Evidence	  	  

	  
 Hypertension	  is	  a	  CV	  disease	  (ICD	  10	  Code	  
110-‐115:	  Hypertensive	  diseases)	  

	  	  

  Second	  most	  common	  preventable	  cause	  of	  
death	  in	  the	  U.S.	  



Danaei	  et	  al.,	  2009;	  6(4):e1000058	  



Vitamin	  C	  Lowers	  Blood	  Pressure	  	  
in	  PaBents	  with	  EssenBal	  Hypertension	  

•  39	  paBents	  with	  hypertension,	  age	  
49±13	  years	  

•  Randomized,	  double-‐blind,	  placebo	  
controlled	  study	  

•  Visit	  One:	  blood	  pressure	  measured	  at	  
baseline	  and	  2	  hours	  azer	  2	  grams	  of	  
ascorbic	  acid	  

•  Visit	  Two:	  blood	  pressure	  measured	  
azer	  30	  days	  of	  500	  mg/day	  of	  
ascorbic	  acid	  	  

Duffy	  et	  al.	  Lancet	  1999;354:2048-‐2049	  	  
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Effects	  of	  Vitamin	  C	  SupplementaBon	  on	  Blood	  Pressure:	  	  
Meta-‐Analysis	  of	  29	  RCTs	  (median	  500	  mg/d,	  8	  wks)	  	  



Effects	  of	  Vitamin	  C	  SupplementaBon	  on	  Blood	  Pressure:	  	  
Meta-‐Analysis	  of	  29	  RCTs	  (median	  500	  mg/d,	  8	  wks)	  	  



	  Azer	  8	  weeks,	  the	  SBP	  and	  
DBP	  of	  those	  on	  the	  fruit	  
and	  vegetable	  diet	  were	  
significantly	  lower	  than	  
those	  on	  the	  typical	  
American	  diet.	  

	  
	  SBP	  and	  DBP	  of	  those	  on	  
the	  combinaBon	  (DASH)	  
diet	  were	  even	  lower.	  

	  	  	  	  	  	  Appel	  et	  al.	  N	  Engl	  J	  Med	  1997;336:1117-‐1124	  

(3	  servings/d)	  
(8	  servings/d)	  
(9	  servings/d)	  

Fruit	  &	  Vegetable	  Intake	  	  
and	  Blood	  Pressure	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  



Epidemiologic	  Studies	  of	  Vitamin	  C	  
and	  Incidence	  of	  CHD	  or	  Stroke	  

	  
ProspecBve	  Cohort	  Studies	  based	  on	  
Plasma	  or	  Serum	  Levels	  of	  Vitamin	  C	




Frei, Birlouez-Aragon, and Lykkesfeldt. Crit Rev Food Sci Nutr 2012;52(9):815-29. 
  

Prospective Cohort Studies: Highest Plasma or Serum Vitamin C Levels 
are associated with Lowest CVD Risk (CHD or Stroke)  



Mortality	  from	  all	  causes,	  cardiovascular	  diseases,	  and	  cancer	  in	  	  
>19,000	  men	  and	  women	  45-‐79	  years	  by	  category	  of	  plasma	  vitamin	  C	  	  

	  

European	  ProspecBve	  InvesBgaBon	  into	  Cancer	  (EPIC)	  Norfolk	  1993-‐2000	  
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Khaw	  et	  al.	  Lancet	  2001;357:657-‐663	  
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Stroke 2001;32:898-902 



Fruit	  and	  vegetable	  intake	  by	  quinBle	  	  
of	  plasma	  vitamin	  C	  in	  men	  	  
(EPIC	  Norfolk	  1993-‐1997)	  
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Khaw	  et	  al.	  Lancet	  2001	  



Fruit	  &	  Vegetable	  Intake	  	  
and	  Coronary	  Heart	  Disease:	  	  

17%	  ReducBon	  
	  

(Vitamin	  C/EPIC:	  60%)	  

	  	  	  	  	  	  	  	  He	  et	  al.	  J	  Hum	  Hyperten	  2007;21:717-‐728	  



	  	  	  	  	  	  He	  et	  al.	  Lancet	  2006;367:320-‐326	  

Fruit	  &	  Vegetable	  
Intake	  and	  Stroke:	  	  
26%	  ReducBon	  

	  
(Vitamin	  C/EPIC:	  39-‐51%)	  	  



  Vitamin C Supplement Use and Coronary Heart 
Disease Risk in the Nurses’ Health Study 

RR 95% CI 
Supplement Use 0.72* (0.61-0.86) 
Dose of Vitamin C Supplements 

1-400 mg/day 0.82 (0.60-1.12) 
401-749 mg/day 0.69* (0.55-0.87) 
750 mg/day or more 0.71* (0.55-0.92) 

Duration of Vitamin C Supplements 

<2 years 1.12 (0.45-2.76) 
2-4 years 0.77 (0.63-1.12) 
5-9 years 0.84 (0.63-1.12) 
10 or more years  0.70* (0.52-0.94) 

                                            Osganian et al., JACC 2003 



What	  amount	  of	  vitamin	  C	  do	  
humans	  have	  to	  consume	  to	  
achieve	  opBmum	  plasma	  and	  
Bssue	  levels	  and	  reap	  the	  full	  
health	  benefits	  of	  vitamin	  C? 
	




Relative Risk for CVD Mortality 
in 19,496 men and women (EPIC) 

Plasma ascorbic acid quintile 
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Frei, Birlouez-Aragon, and Lykkesfeldt. Crit Rev Food Sci Nutr 2012;52(9):815-29. 
  

Prospective Cohort Studies: Highest Plasma or Serum Vitamin C Levels (64-85 µM) 
are associated with Lowest CVD Risk (CHD or Stroke)    



Plasma	  ascorbate	  concentraBons	  	  
as	  a	  funcBon	  of	  vitamin	  C	  dose	  
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Levine	  et	  al.	  (2001)	  PNAS	  98:9842-‐6	  

n	  =	  15	  females	  

Peak	  Plasma	  ConcentraBon:	  400	  mg/d	  

First	  dose	  beyond	  steep/linear	  part	  of	  	  
sigmoidal	  dose-‐response	  curve:	  200	  mg/d	  



Intracellular	  ascorbate	  concentraBons	  	  
as	  a	  funcBon	  of	  vitamin	  C	  dose	  

Levine	  et	  al.	  (2001)	  PNAS	  98:9842-‐6	  

Peak	  Cell	  ConcentraBon:	  200	  mg/d	  



	  	  Vitamin	  C	  Supplement	  Use	  and	  CHD	  Risk	  	  
in	  the	  Nurses’	  Health	  Study	  

RR 95% CI 
Supplement Use 0.72* (0.61-0.86) 

Dose of Vitamin C Supplements 

1-400 mg/day 0.82 (0.60-1.12) 
401-749 mg/day  0.69* (0.55-0.87) 
750 mg/day or more  0.71* (0.55-0.92) 

Duration of Vitamin C Supplements 

<2 years 1.12 (0.45-2.76) 
2-4 years 0.77 (0.63-1.12) 
5-9 years 0.84 (0.63-1.12) 
10 or more years  0.70* (0.52-0.94) 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Osganian	  et	  al.,	  JACC	  2003	  



Plasma	  Ascorbate	  ConcentraBon:	  	  
Vitamin	  C	  Dose	  vs.	  FuncBon	  

•  Lack	  of	  
Energy	  

• FaBgue	  

• Cancer	  
• MI/Stroke	  
• Hyper-‐
tension	  

Disease/	  
Symptom	  

• Scurvy	   Collagen	  
Biosynthesis	  

RDA	  (90/75	  mg/d)	  

Cmax	  	  	  SaturaBon	  

Dose	  (mg/day)	  

	  
	  
ConcentraBon	  

	  
CarniBne	  and	  
Catecholamine	  
Biosynthesis	  

	  
	  
•  AnBoxidant	  	  	  	  	  	  	  	  
	  	  	  	  AcBvity	  
•  eNOS/BH4	  	  
	  Recycling	  

	  

Enzyme/	  
Func4on	  

>400	  mg/day	  
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Vitamin	  C	  and	  CVD	  (CHD	  and	  Stroke)	  	  
ProspecBve	  Cohort	  Studies	  

(ObservaBonal)	  

  Based	  on	  dietary	  intake	  assessment	  of	  vitamin	  C	  
	   	   	   	  or	  

  Based	  on	  plasma	  (serum)	  levels	  of	  vitamin	  C	  
  More	  accurate	  measure	  of	  nutrient	  exposure:	  not	  affected	  by	  recall	  

bias,	  and	  taking	  into	  account	  loss	  of	  vitamin	  C	  during	  food	  storage	  and	  
preparaBon	  as	  well	  as	  geneBc	  polymorphisms	  in	  vitamin	  C	  transport	  



How  do genetic factors influence plasma vitamin C levels? 



Ye	  Z,	  Song	  H.	  Eur	  J	  Cardiovasc	  Prev	  Rehabil.	  2008;15:26-‐34.	  

	  Meta-‐analysis	  of	  15	  prospec4ve	  cohort	  studies	  of	  vitamin	  C	  intake:	  	  
16%	  lower	  CHD	  risk	  



Add slide from Table 1 of ascorbate paper: 
plasma levels in uM associated with 

largest reduction in risk 	


Frei, Birlouez-Aragon, and Lykkesfeldt. Crit Rev Food Sci Nutr 2012;52(9):815-29. 
  





Fruit	  and	  vegetable	  intake	  by	  quinBle	  	  
of	  plasma	  vitamin	  C	  in	  men	  	  

(EPIC	  Norfolk	  1993-‐1997)	  
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Khaw	  et	  al.	  Lancet	  2001	  



Real-‐Bme	  display	  of	  	  
flow	  velocity	  and	  	  
vessel	  diameter	  

Non-‐Invasive	  Measurement	  of	  NO-‐
Mediated	  VasodilaBon	  



Ultrasound	  EvaluaBon	  of	  Brachial	  	  
Artery	  Endothelial	  FuncBon	  

Baseline	   Hyperemia	  

4.0	  mm	   4.8	  mm	  

20%	  VasodilaBon	  

Increased	  blood	  flow	  



Levine, Frei, et al. Circulation 1996;93:1107-1113 



NO	  Synthase	  

Endothelial	  Cell	  
Guanylyl	  Cyclase	  

Smooth	  Muscle	  Cell	  

Synthesis	  and	  AcBon	  of	  EDNO	  

L-‐Arginine	   L-‐Citrulline	  

NO•	  	  NADPH	  
	  	  O2	  	  	  BH4	  

GTP	   cGMP	  

VasodilaBon	  

[Ca2+i]	  
+	  

Thrombin	  
Ach	  

cGMP	  

Platelet	  

[Ca2+i]	  

Shear	  stress	  

AKT	  

Slide	  courtesy	  of	  J.F.	  Keaney,	  Jr.	  



Kissner et al. Chem. Res. Toxicol. 1997 

 

•  Rate Constant = 1.9 x 1010 M-1 
 s-1 

Superoxide Inactivates Nitric Oxide	


 
 O2

- + NO   ⎯→    ONOO-  

•  Nitric oxide combines readily with superoxide 

      Beckman et al. PNAS 1990 



Kissner et al. Chem. Res. Toxicol. 1997 

 

•  Rate Constant = 1.9 x 1010 M-1 
 s-1 

Superoxide Inactivates Nitric Oxide	


 
 O2

- + NO ⎯//→ ONOO-  

•  Nitric oxide combines readily with superoxide 

      Beckman et al. PNAS 1990 

Vitamin C	




Vitamin	  C	  Treatment	  (Short-‐	  or	  Long-‐Term)	  Improves	  
Brachial	  Artery	  EDNO	  AcBon	  in	  CAD	  PaBents	  

  48	  paBents	  with	  angiographically	  
proven	  CAD	  

  Randomized,	  double-‐blind,	  
placebo	  controlled	  study	  

  Visit	  1:	  brachial	  ultrasound	  at	  
baseline	  and	  2	  hours	  azer	  2	  
grams	  of	  ascorbic	  acid	  

  Visit	  2:	  brachial	  ultrasound	  azer	  
30	  days	  of	  500	  mg/day	  of	  
ascorbic	  acid	  

P	  <	  0.01	  
*	  

*	  

Levine	  et	  al.	  Circula6on	  1996;93:1107-‐1113	  	  
Gokce	  et	  al.	  Circula6on	  1999;99:3234-‐3240	  

Baseline	  dila4on	  <8%	  



Vitamin	  C	  (500	  mg–12	  g	  by	  IV	  infusion	  or	  orally)	  Improves	  	  
Vascular	  FuncBon	  (EDNO-‐Dependent	  VasodilaBon):	  

  in	  CAD	  paBents	  	  Levine	  et	  al.	  (1996)	  CirculaBon	  93:1107-‐1113;	  Ito	  et	  al.	  (1998)	  Am	  J	  Cardiol	  82:762-‐767;	  Gokce	  et	  al.	  
(1999)	  CirculaBon	  99:3234-‐3240	  	  

  in	  NIDDM	  and	  IDDM	  paBents	  	  Ting	  et	  al.	  (1996)	  J	  Clin	  Invest	  97:22-‐28;	  Timimi	  et	  al.	  (1998)	  J	  Am	  Coll	  Cardiol	  
31:552-‐557;	  Beckman	  et	  al.	  (2001)	  CirculaBon	  103:1618-‐1623;	  Antoniades	  et	  al.	  (2004)	  Diabet	  Med	  21:552-‐558	  	  

  in	  chronic	  smokers	  	  Heitzer	  et	  al.	  (1996)	  CirculaBon	  94:6-‐9;	  Motoyama	  et	  al.	  (1997)	  Am	  J	  Physiol	  273:H1644-‐H1650;	  
Schindler	  et	  al.	  (2000)	  Cardiology	  94:239-‐246	  	  

  in	  hypercholesterolemic	  subjects	  	  Ting	  et	  al.	  (1997)	  CirculaBon	  95:2617-‐2622;	  PerBcone	  et	  al.	  (2000)	  
Atherosclerosis	  152:511-‐518	  

  in	  hypertensive	  paBents	  	  Solzbach	  et	  al.	  (1997)	  CirculaBon	  96:1513-‐1519;	  Taddei	  et	  al.	  (1998)	  CirculaBon	  
97:2222-‐2229;	  Natali	  et	  al.	  (2000)	  ATVB	  20:2401-‐2406	  

  following	  a	  single	  high-‐fat	  meal	  	  Plotnick	  et	  al.	  (1997)	  JAMA	  26;278:	  1682-‐1686	  

  in	  paBents	  with	  chronic	  heart	  failure	  	  Hornig	  et	  al.	  (1998)	  CirculaBon	  97:363-‐368;	  Ito	  et	  al.	  (1998)	  Am	  J	  Cardiol	  
82:762-‐767	  

  in	  paBents	  with	  angina	  pectoris	  Kugiyama	  et	  al.	  (1998)	  J	  Am	  Coll	  Cardiol	  32:103-‐109;	  Hamabe	  et	  al.	  (2001)	  Am	  J	  
Cardiol	  87:1154-‐1159	  

  in	  experimental	  hyperhomocyst(e)inemia	  Kanani	  et	  al.	  (1999)	  CirculaBon	  100:1161-‐1168;	  Hanra\y	  et	  al.	  
(2001)	  BMC	  Cardiovasc	  Disord	  1:1	  



Working Model���
     Vitamin C 

 O2

- + NO  ___

 //    ONOO- 	


O2

- 

NO (k2 = 1.9 x 1010 M-1 

 s-1) 

(~ 0.1 µM)  

Ascorbic Acid  
(k2 = 2 x 105 M-1 


 s-1) 

(~ 0.1 µM x 105 = 10 mM) 



Ascorbic	  Acid	  enhances	  BH4-‐Dependent	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
eNOS	  AcBvity	  and	  Intracellular	  BH4	  Levels	  
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Huang	  et	  al.,	  J	  Biol	  Chem.	  2000:275:17399	  



	  	  	  	  	  Mechanism	  of	  Vitamin	  C	  AcBon	  

Oxida4on,	  Enzyme	  
Turnover	  
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