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|’innovation Phytomarine

Antioxydant et anti-radicalaire, efficace contre lestress oxydatif
Protection et détoxication du systeme foie-rein
Protection des cellules et du systeme sanguin
Activité anti-inflammatoire

Renforcement du systeme
Immunitaire



Le Premier extrait liguide de Spiruline fraiche titré en Phycocyanine

Alpha Biotech a mis au point le premier extraiulae deSpiruline fraiche titré

en Phycocyanine. La phycocyanine est le principginpnt présent dans la
micro-algueSpirulina platensis Cette protéine fluorescente capture les photons,
puis transforme leur énergie lumineuse en énerlgiedique. Parce qu’elle est
au coeur des processus énergétiques de la celugésence d’oxydants forts
comme l'oxygene, la phycocyanine est un anti-oxydamssant et un des
principaux composeés actifs de la Spiruline.
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Le groupe bilin qui la constitue est tres proche gggments biliaires de
I’'homme, ce qui pourrait expliquer son activitéaléfiante et hepatoprotectrice.
L'extrait contient, outre la Phycocyanine, undipate la fraction hydrosoluble
de la spiruline : des protéines, des acides amdessenzymes, des sucres, des
vitamines hydrosolubles, des sels minéraux.
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Le développement de cet extrait liquide depuis 199t I'objet d'un dépdbt de
brevet.



Pourquol cet extrait liquide ?

Une activité prouvée par de nombreuses études
De nombreuses études ont montré I'intérét desiexagueux de Spiruline pour
la santé, et le réle prépondérant de la Phycocganin

- Activité anti-oxydante et anti-radicalaire trés forte

- Protection et détoxication du systeme foie-rein

- Protection des cellules et du systeme sanguin

- Renforcement du systeme immunitaire et activité aminflammatoire

Ces études sont présentées en annexe. Par aillesiesxtraits de Spiruline ont
fait 'objet de tests en cristallisation sensiblees résultats qui montrent la
particularité et I'unicité du Spirulysat sont a déerir en Annexe.

Un extrait actif, protége et préservée

L’extrait liquide de Spiruline fraiche permet deperver les molécules sous
leurs formes natives. La phycocyanine, les polysaides, les vitamines sont
extraites avec I'eau d’enrobage et les autres mtdeajui les entourent dans le
cytoplasme de la spirulin€ontrairement a la spiruline séchée, ces molécules
gardent leur forme spatiale dite quaternaire dans le Spirulysat. Leurs
propriétés biologiques sont ainsi préservées. L'epdction a froid garanti un
respect total des micronutriments.Par exemple l'activité anti-oxydante SOD
est 1000 fois plus grande dans I'extrait liquide @ans la spiruline seche. Par
ailleurs la phycocyanine est toujours capable datecal’énergie du soleil :
I'extrait blanchit progressivement a la lumiere dait étre conservé dans
I'obscurité.

Extraction
a froid e Séchage

Dénaturation

Respect



Une grande bio-disponibilité

La forme liquide permet une assimilation rapideluBidans un peu d’eau,
I'extrait n’a pas de godt et possede un léger paithampignon. Les difficultés
d’utilisation de la Spiruline (goQt, odeur) sontiges. Plusieurs études in vivo
montrent les effets de I'extrait sur des organisweants : augmentation de
I'activité SOD, de la Gluthation peroxydase et a@éroxydation des lipides.

Spécifications et Composition
Le Spirulysat bénéficie des technologies suivantes
- extraction a partir de spiruline fraiche
- séparation sur membranes a basses températures
- extrait pur sans additions de produits chimiquesyaghese
- pas de chauffage ni de dégradation des moléculizesic
- couleur bleue entierement naturelle preuve decleesse en Phycocyanine

La composition, moyenne du Spirulysat est donnédessous. La spiruline
comme toutes les micro-algues est trés sensiblepatametres de cultures :
température et lumiére. Sa composition varie agscshisons et les conditions
meétéorologiques

Spirulysat par Ampoule
Protéines 0,50 g
Glucides 0,11 g
Lipides

Vitamines B12 0,68 pug
Fer 0,134 0,27 mg
magnesium 20 a 40 mg
calcium 27 a55 mg
Potassium 6al2 mg
Sodium 13a 27 mg
Cuivre 20 2 40 ug
zinc 13427 ug




1.Activité anti-oxydante, anti-radicalaire et
protection contre les dommages du stress oxydatif

Une activité anti-radicalaire prouvee

L’activité anti-radicalaire du Spirulysat a été quaree aux activités de 2
substances de référence en agroalimentaire : dphécol et le BHA.

Le tableau ci-dessous montre I'activité anti-raldica de I'extrait liquide de
Spiruline titré en Phycocyanine, le Spirulysat, fzgport a ces deux produits.

B Spirulysat
@ BHA
= Tocophérol

% d'activité

T T 1
Spirulysat BHA Tocophérol
produits

Le SpirulysaO a une activité anti-radicalaire supérieure a sedies
substances de référence : BHA et tocopherol. thpéde lutter
efficacement contre les effets du stress oxydatif

Activité antioxydante équivalente SuperOxyde Dismudse (SOD)

La Superoxyde dismutase est 'enzyme nécessamwamiient de la vie en
présence d’'oxygéene pour éliminer les especes déang@ctif toxiques pour les
cellules.

L’activité SOD équivalente du Spirulysat a été méswar le CEVA (Centre
d’étude et de Valorisation des Algues) par doshgs résultats montrent une
activité environ 45 fois plus importante que I'ag® SOD normale du sang
humain. Pour un adulte avec 5 | de sang, une ampuSpirulysat apporte
donc une augmentation de presque 10% de l'ac8@© équivalente de
I'ensemble du systeme sanguin (en supposant uinglaien compléte dans le
systéme sanguin). C’est donc un renforcement cetltes défenses de
I'organisme, particulierement contre le « stresgdaxif ».




Par comparaison I'activité SOD de poudre de phyapirye ou de poudre de
spiruline est environ 1000 fois plus faible.

Cette activité a été démontrée in vivo sur desagast ingérer de la
phycocyanine (cf référence 13).

Etudes scientifiques sur 'activité anti-oxydante

L’activité anti-oxydante et antiradicalaire de laypocyanine a été testée contre
les radicaux oxygénés {OOH., RO.), peroxyles, hydroxyles, le desoxyrihose
le peroxynitrite, et par rapport a la peroxydati@s lipides du foie. Toutes les
expériences ont été concluantes et une activitéagute au trolox, a la
catéchine et a I'acide urique ont été calculédgér@éce 1, 2, 5 et 6). Certaines
études se sont penchées sur I'explication et leamgime de cette activité
(référence 2 et 3).

L’ingestion de phycocyanine a montré chez le rat protection totale contre la
peroxydation des lipides, et la capacité de la pbyanine a détruire les
radicaux libres a I'intérieur des cellules (APR&),maintenant le niveau de
Glucathion peroxydase.

Les applications de cette activité ont été étudp@es la protection du foie
(référence 6 et 1 et theme 2), de 'ADN (référesedu coeur (Référence APP1
et APP2). La diminution du stress oxydatif parhggpcyanine est a chaque fois
impliquée dans les résultats obtenus.

1. Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoireslal€C-phycocyanine issue d'algues bleu
vertes. Pharmacology Department, National CenteStientific Research, CNIC, Havana,
Cuba

2. Activité antioxydante de différentes fractions dfait protéiques deSpirulina platensis.
XXIV Int. Congress of the Latin Mediterranean Phaogutical Society, Assisi (Italy). 20-23
Sept. 2000

3. Activités antioxydantes de la phycocyanobiline pirée a partir de&Spirulina platensis.
Division of Applied Biosciences, Graduate Schoohgficulture, Kyoto Université, Japan

4. Elimination du peroxynitrite par la phycocyaninela&phycocyanobiline issues &pirulina
platensis. Chemical Biology Unit, Jawaharlal Nehru Centre fAdvanced Scientific
Research, Bangalore, India

5. La cinétique de destruction des groupes bilin dphigcocyanine par les radicaux peroxyle.
Department of Chemistry, Faculty of Chemistry andl@®yy, Universidad de Santiago de
Chile, Santiago, Chile

6. La C-phycocyanine : un puissant anti-radicalaireti@les radicaux peroxyle in vivo et in
vitro. Department of Organic Chemistry, Indian inge of Science, Bangalore, 560 012,
India.

APP1- La C-phycocyanine protege des blessures du ¢mes des perfusions ischémiques.
Internal Medicine, Ohio State University, Columb@g{, USA.



APP2- La C-Phycocyanine réduit le stress oxydatifilla Doxorubicin et la mort des cellules
cardiaques chez le rat adulte. From the *CenteBiomedical EPR Spectroscopy and Imaging,
Davis Heart and Lung Research Institute, Departneéninternal Medicine, The Ohio State
University, Columbus,

APP3- Effet Salubre de la C-phycocyanin contredesxmages rénaux ameneés par I'oxalate.
Département de Biochimie Médicale, Dr. AL MudalRrwst-Graduate Institute of Basic Medical
Sciences, University of Madras, Taramani, Chenf@i-613, India.

7.

8.

2.Activité  Hépathoprotectrice et Détoxifiante
(systeme foie/rein)

Plusieurs études ont montré I'action protectricereg&e sur le foie par un extrait
agueux de spiruline. Dans le cas de la fibroserihoe du foie, il a été montré
in-vitro le réle inhibiteur de I'extrait de spiruak sur les cellules responsables du
développement de la maladie (cellules hépatitdiaisés, référence 7). L'effet
régulateur de la phycocyanine sur le foie est négodir I'étude de I'action sur
les cellules de Kupffer (référence 8). En compléntepouvoir de régulation du
cholestérol sanguin par la spiruline a pu étreigyplen grande partie par la
phycocyanine selon une étude Japonaise (référgnce 9

Par ailleurs la capacité de la phycocyanine a géoke foie contre des
dommages oxydants par des résidus de moléculaeslfléféerence 10) et les
reins contre le mercure et les résidus de moléahliesiques de synthese a aussi
été soulignée (référence 11).

Enfin la phycocyanine permet de prévenir et dedrades coliques néphrétiques
liées a 'oxalate de sodium chez les rats (réféardrd; 13 et 13 bis). Le
mécanisme est encore une diminution du stress tikyalec augmentation du
taux de glucathion.

Activité anti-oxydante et anti-proliférative destiits de spiruline et de chlorelle.
Département de Chimie appliquée, National Chi-Naivérsity, Puli, Nantou, Taiwan.

Influence de la C-phycocyanine sur les paramétépatio-cellulaires liés au stress oxydatif
du foie et au fonctionnement de la cellule de Képf€Centro de Investigaciones del Ozono,
Centro Nacional de Investigaciones Cientificas,d@dide la Habana, Cuba

Une protéine nouvelle C-Phycocyanin joue un rétectal dans I'action de régulation du
cholestérol sanguin par la Spiruline concentrée trats.

Département de science vivante appliquée, Factilyplied Biological Sciences, Gifu
University, Gifu 501-1193, Japan

10. Effets hépatoprotecteurs de la C-phycocyanineteption contre le tétrachlorure de carbone

et le R-(+)-pulegone impliqués dans I'hépatotogictiez les rats. Department of Organic
Chemistry, Indian Institute of Science, Bangal&®&) 012, India.



11.Effets de la Spiruline sur la toxicité rénale indupar du mercure inorganique et le
cisplatine. Fukino et al, Eisei Kagaku, Japon 1990

12.Effet Salubre de la C-phycocyanin contre les donesagnaux amenés par I'oxalate.
Département de Biochimie Médicale, Dr. AL MudalRost-Graduate Institute of Basic
Medical Sciences, University of Madras, Taramaihie@hai-600 113, India.

13.Rdéle prophylactique de la phycocyanine: a studgxailate mediated renal cell injury.
Department of Medical Biochemistry, Dr. ALM Postduate Institute of Basic Medical
Sciences, University of Madras, Taramani, Chenf@ail@3, India.

13-bis Les dommages néphrétiques liés a I'oxaldiue inhibition par la C-phycocyanine: une
étude sur des rats urolitiques. Department of M@dtochemistry, Dr. A.L.M. Postgraduate
Institute of Basic Medical, Sciences, UniversityMdidras, Taramani, Chennai, 600 113, India

3.Protection cellulaire et du systeme sanquin

Deux études récentes ont montré l'action de la phgcyanine sur les parametres
sanguins :

La régulation du cholestérol (référence 14) et l'agigation des plaquettes en vue de la
prévention des thromboses (référence 15 et 15 big},des phlébites.

Une étude a par ailleurs montré que la phycocyaninassociée aux polysaccharides de la
spiruline permettait d’augmenter la synthése des gbules rouges (référence 19).

La protection des cellules du cervelet, et contr@$ dommages neuronaux ont fait I'objet

de deux études séparées de l'université de Barcetorfréeférence 16 et 17). Dans la
deuxiéme étude les chercheurs concluaient dans kérét de la phycocyanine pour

traiter les dommages oxydatifs neuronaux dans les atadies neurovégétatives comme
Alzheimer et Parkinson.

Enfin une derniére étude a montré I'action de progction des Erythrocytes humains
contre les radicaux peroxyles, avec une efficacitéb fois plus grande que le trolox et 20
fois plus grande que la vitamine C (référence 18).

14.Une protéine nouvelle C-Phycocyanin joue un r&lec@@l dans I'action de régulation du
cholestérol sanguin par la Spiruline concentrée terats.
Département de science vivante appliquée, Factilyplied Biological Sciences, Gifu
University, Gifu 501-1193, Japan

15.C-phycocyanin, un trés puissant inhibiteur de Eggtion des plaquettes extrait de la
Spiruline.Institut de Pharmacologie et Institut de Scienceéslighles, Taipei Medical
University, Taipei 110, Taiwan.

15.bis Mécanismes impliqués dans l'effet anti-cdaigiude la C-phycocyanin. Department of
Pharmacology, College of Medicine, Kaohsiung Meldigiversity, Kaohsiung, Taiwan,
Republic of China.



16.La C-phycocyanine protege les cellules du granaleatvelet contre les apoptoses
provoguées par un léger retrait de potassium hsédnité de Pharmacologie et
Pharmacopée, Facultat de Farmacia, Nucli UniversieaPedralbes, Barcelona, Spain

17.Les effets protecteurs de la C-phycocyanine cdagr@lommages neuronaux provoqués par
de l'acide kainique dans I'hippocampe du rat. Ushet€harmacologie et Pharmacopée,
Facultat de Farmacia, Nucli Universitari de PedrgJlBarcelona, Spain

18.La Phycocyanine est un Antioxydant Protecteurrhgthrocytes Humains contre la lyse par
les Radicax Peroxyls. Department of Pharmacologyiodal Center for Scientific Research,
PO Box 6412. Havana City. Cuba

19. Effets des polysaccharides et de la phycocyansuside la spiruline sur le sang
périphérigue et le systeme hématopoiétique de mosfieuse chez les souris. April 1994,
Pub. In Proc. of Second Asia Pacific Conf. On Algadtech. Univ of Malaysia. P.58. China

4.Renforcement du Systeme immunitaire

Plusieurs éléments concourent au renforcementgtérag immunitaire :
L’augmentation du nombre de macrophages, lympheasteale leur activité
(référence 20 et 22)

L'augmentation du nombre de cellules productricéantttorps et la
stimulation de leur production (référence 21 eep23)

L'augmentation du nombre de globule blanc et ddgks rouges par les
polysaccharides de la spiruline (référence 25).

Une action antivirale, limitant la réplication dertains virus (référence 24 et
24 bis)

Par ailleurs le manque d’antioxydant est directdmeunrce de faiblesse pour les

organismes humains comme lI'a montré I'étude SUVIMAXaction anti-

oxydante participe donc aussi au renforcement dtégye immunitaire.

20. Augmentation du Potentiel phagocytaire des macrgghde chats aprés une exposition a un
extrait soluble de Spiruline in vitro. DepartmeritRoultry Science, North Carolina State
University, Raleigh 27695-7608, USA

21.Augmentation de la production d'anticorps chez $esiris nourries avec Spirulina.
Department of Health and Nutrition, Kagawa Nutntidniversity, Sakado, Japan.

22.Activation du systeme immunitaire par la spirulirmaigmentation de la production d’
interféron et de la cyto-toxicité des cellules ®rs1 par 'administration orale d’'un extrait
aqueux chaud de Spirulina platensis. Departmeithofunology, Osaka Medical Center for
Cancer and Cardiovascular Diseases, Japan.

23.La phycocyanin augmente la sécrétion d’anticog@sdt supprime la réponse allergénique
des anticorps IgE chez la souris vaccinée aveautigenes encapsulés dans des micro-
particules biodégradables.



24.Inhibition de la réplication du HIV-1 par un extraaqueux de Spirulina platensis
(Arthrospira platensis). Laboratory of Viral Patleogsis, Dana-Farber Cancer Institute, and
Harvard Medical School, Boston, Massachusetts O2UE3\.

24-bis Calcium Spirulan, un inhibiteur de la deglications des virus a enveloppe, tiré d'une
algue bleue, Spirulina platensis. Faculty of Phaeuntical Sciences and School of Medicine,
Toyama Medical and Pharmaceutical University, Togadapan.

5.Activité anti-inflammatoire

Les études ont été effectuées sur divers problarflammatoires in vivo :

Colite de rat (référence 25)

Inflammation des oreilles (référence 26 et 29)

Arthrite (référence 28)
Elles lient ces propriétés au pouvoir anti-oxydantanti-radicalaire de la
phycocyanine et des extraits aqueux de spiruléférgnce 27 et 28 et 29).
Une étude propose le réle inhibiteur d’'une enzymarme source des activités
anti-inflammatoires (référence 30).

25. Activité anti-inflammatoire d'un extrait de phyca@ryne sur une colite de rat provoquée par
de l'acide acétique. Pharmacological Research,3%INo. 1, 1999

26.Effets d'extrait de phycocyanine sur les niveaux piestaglandine E2 dans un test
d'inflammation d'oreille de souris. Arzneim.-ForgEmug Res. 50 (II), 1106-1109 (2000)

27.Effets d'extrait de phycocyanine sur le facteuhalpécrosant des tumeurs et sur les niveaux
de nitrite dans des sérums de souris traités awdemndotoxine. Arzneim.-Forschung./Drug
Res. 51 (ll), 733-736 (2001)

28.Effets inhibiteurs de la spiruline sur l'arthritee dsouris induite par zymosan. Drug
development research 48:70-75 (1999)

29.Etudes complémentaires sur l'activité anti-inflartoita de la phycocyanine dans des
modeles animaux d'inflammation. Inflammation Resled7 (1998) 334-338

30. Inhibition sélective de la cyclooxygénase-2 paClahycocyanine, une biliprotéine issue de
Spirulina platensis.Department of Organic Chemistrey, Indian Institw& Science,
Bangalore, 560 012, India

6.Autres

Les extraits aqueux de spiruline et la phycocyaonmteété étudiés sous d’autres
points de vue : études anti-tumorales (référencet32, 33 et 34), protection
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contre les effets des rayonnements ionisants @actiité, rayonnements X)
(référence 33 et 34). D’autres études ont porté I'sspect anti-viral des
polysaccharides de la spiruline, notamment la famdes polysaccharides
sulfatés.

31.Activités inhibitrices des protéines &pirulina platensigpar photo-immobilisation du bio-
mateériel sur la prolifération des cellules cancsesBiotechnology Research Institute, South
China Normal University, Guangzhou 510631.

32.Effets inhibiteurs de la phycocyanine issueSgérulina platensisur la croissance des
cellules K562 de leucémie humaimepartment of Animal Sciences, School of Life Sces)
University of Hyderabad, Hyderabad 500046, India.

33.Phycocyanin-mediated apoptosis in AK-5 tumor de®Ilves down-regulation of Bcl-2 and
generation of ROSCentre for Cellular and Molecular Biology, Hyderdld&00 007, India.

34.Effet radioprotecteur de I'extrait @&pirulina platensisur les cellules de moelle osseuse de
souris étudié en utilisant le test du micronoapartment of Biotechnology, Zhongkai
Agriculture and Technology College, Guangzhou P&sgrepublic of China

35. Utilisation post-radiative de complexes contenagd ditamines et d'un extrait de
phycocyanine dans les Iésions faites par radiati@z le ratMechnikov Odessa State
University, Ukraina.

36.Le recombinant de la sous-unité béta de la C-phyaron inhibe la prolifération des cellules
cancéreuses et induit apoptose. Department of @yolBeorgia Cancer Center, Georgia
State University, University Plaza, Atlanta, GA BB3USA,; State Key Laboratory of
Freshwater Ecology and Biotechnology, Institutélgéirobiology, Chinese Academic of
Science, Wuhan 430072, China; Graduate SchoolkoCtiinese Academy of Sciences,
Beijing 100039, China.
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7.La cristallisation sensible

La cristallisation sensible permet de prendre uphato » d’'une substance naturelle et de
I'évaluer par comparaison a une base de donnéée €rtde qualitative permet de situer le
produit étudié par rapport a d’autres produitsfation de la cohérence de I'image obtenue
sur la photo, de son degré d'organisation et dmbérence.

L’extrait de spiruline a un comportement différeles autres végétaux :

« Pour obtenir des images de cristallisation caratiques de spiruline, il suffit d'ajouter au ahire de cuivre
1/1000 de gramme (0,1 ml a 1%), ce qui n'est ptssitec aucune plante mais seulement pour le sanigh

ou humain. Ce fait est certainement en rapport amecaichesse et une qualité de protéine partieupeur les

extraits de spiruline (méme pour le blanc d’cetduit 4/100 de gramme). »

La conclusion de I'étude est assez claire en ceguierne la comparaison entre I'extrait de
spiruline et les végétaux, et la ressemblance leveang.

« Les divers extraits de spiruline étudiés donmiestimages de cristallisation montrant des
différences entre les divers extraits selon leudende préparation et il se dégage une
supériorité vitale du Spirulysat, mais tous lega@$ manifestent une assez grande puissance
organisatrice vis-a-vis du chlorure de cuivre, stupére a celle des végétaux en général.

Les images de cristallisation au chlorure de cuigtess extraits de spiruline, excepté I'extrait
ECB bleu, enrichi en oligo-éléments, présententasi@dogies avec celles du sang. »

8.La Bioélectronique de Vincent

La bioélectronique est une approche quantitatigentieux vivants, qui permet par des
mesures simples effectuées dans tous les lab@sihir monde, de situer par rapport a des
références I'état d'un systeme biologique. C'estt@chnique de terrain, qui permet
d’apprécier la réceptivité de ce terrain aux dgupémments pathogénes, et inversement
I'influence des pathogenes sur le terrain biologidLes mesures sont possibles sur l'urine, le
sang, la salive, pour ce qui est du terrain huniaéngrandes recherches ont également été
faites sur la qualité des eaux, les fruits, lesihégs, et plus généralement tous les aliments.
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Les mesures physico-chimiques utilisées sont Hidg potentiel électrique et la résistivité
électrique (r6). Le pH et le potentiel électriquemettent d’obtenile rH2 qui mesure le
pouvoir réducteur d’un systéeme (pas simplement laancentration en réducteur). Plus il
est élevé, plus la solution est oxydante et moinkeeest réductrice. Le rH2 varie entre O
et 42, la neutralité étant atteinte a la valeur d@8.

Par exemple les paramétres de bonne santé huneainkes suivants :

Bonne santé pHrH2 | rd
Sang 7.221 |210
Salive 6.5(22 | 140
Urine 6.8/24 |30

On reporte ces mesures sur des graphiques sipgrie®ttant de situer la mesure par rapport
aux millions de mesures de références effectugassi60 ans.

Bioélectronigrame de L.-Cl. Vincent

FOMNE 2 ZONE3
flilie L = o
Acide-Oxydé 2 ” ’l‘{“'"'éu y
favorable aux = Sl
- -4 favorable
= mycoses et X ]
= ; o au virus
L champignons
r:i Acide Alcalin
3 ZONE 1 ZONE 4
E g
£ Miliew . Miliew
O Aride-Réducteur = Alcalin-Réducteur
favorable aux = favorable gux
algues vertes ¥ algues brunes,
=4 aux microbes

et vitamines :
pathogenes

Echelle du PH de 0 & 14

Nous avons donc besoin d’aliments acides et réeductgui correspondent g la
zone 1, favorable a la vie humaine et dans laqledleaux de boisson doivent

se trouvef.
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Coordonnées bioélectroniques du Spirulysat

Le Spirulysat est tout a la fois acide et réducteses coordonnées bio-

électroniques sont les suivantes :

pH|rH2 |10
Sang 7.221 | 210
Salive 6.5 22 | 140
Urine 6.8/24 |30
Spirulysat |6 |23 | 100

Les mesures de bioélectroniques confirment I'actianti-oxydante d

Spirulysat et le situent dans la zone des alim@wizrisant un rétablissement

terrain biologique humalin
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ANTIOXYDANT & ANTI-RADICALAIRE

1.Propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires d la C-phycocyanine
issue d'algues bleu-vertes

Romay C, Armesto J, Remirez D, Gonzalez R, LedoGaicia |.

Pharmacology Department, National Center for StierfResearch, CNIC, Havana, Cuba

OBJECTIF: La phycocyanine est un pigment trouvésdies algues bleu-vertes
qui contient une chaine ouverte de tétrapyrrolesc asles propriétés anti-
radicalaires potentielles. Nous avons étudié sasrigtés antioxydantes.
MATERIEL ET METHODES: La phycocyanine a été évaluée comme étiant
antioxydant présumé in vitro en utilisant:

a) de la chémiluninescence améliorée au luminol (LG&hérée par trois

différentes espéeces de radicaux, (MH, RO) et par des leucocytes
polymorphonucléaires humains activés au zymosarNIEdY|
b) un essai au desoxyribose
c) une inhibition de la peroxydation des lipides msmmmaux du foie induite
par Fé*-acide ascorbique. L'activité antioxydante a égalenété testée
in vivo dans une inflammation de patte de sourtkiite par le Glucose
Oxydase(GO).
RESULTATS: Les résultats ont indiqué que la phyemiye est capable de
neutraliser les radicaux QKIC50 = 0.91mg/ml) et RQ(IC50 = 76rg/ml), avec
une activité équivalente a, respectivement, 0.1281nde diméthyle sulphoxide
(DMSO) et a 0.038y/ml de trolox, les inhibiteurs spécifiques de cadicaux.
Dans l'essai au désoxyribose la constante de @igissecond ordre était de :
3.56*10" M(-1) S (-1), ce qui est similaire & ce qui esteoln par certains anti-
inflammatoires non-stéroidiens. La phycocyanine ib@h également la
peroxydation des lipides microsomaux du foie (IG5D2mg/ml), la réponse CL
des PMNLs (p0.05) ainsi que l'indice d'cedeme dans une inflanomate patte
de souris induite par du GO<.05).
CONCLUSIONS: A notre connaissance ceci est le premapport sur les
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoire$ad€-phycocyanine.

2.Activité antioxydante de différentes fractions déxtrait protéique de
Spirulina platensis.

J.E. Pinero Estrada, P. Bermejo Bescos, A.M. Vdkes Fresno

XXIV Int. Congress of the Latin Mediterranean Phaoeutical Society, Assisi (ltaly). 20-23
Sept. 2000
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Spirulina platensisune algue planctonique bleu-verte, fait I'objehd attention
croissante grace a ses propriétés nutritionnellesélicinales. Cette micro-
algue contient des phycobiliprotéines (phycocyarehallophycocyanine). De
précédents rapports venant de notre laboratoire noomtré qu'un extrait
protéique deS. platensisest un puissant anti-radicalaire (radicaux hydrexat
peroxyle) et inhibe la peroxydation des lipides nmsomaux. Le but de cette
étude était de purifier et de caractériser la pbyanine deS. platensisDe plus,
nous avons essayé de déemontrer que I'un des @incgomposants responsable
de cette activité antioxydante est une biliproteitlzephycocyanine. Dans ce but,
nous avons étudié l'activité antioxydante des wiffees fractions obtenues
pendant le procédé de purification de la phycoayanau travers de l'activité
anti-radicalaire vis a vis des radicaux hydroxjdeus avons également observé
gu'une augmentation du contenu en phycocyanintlié®ia une augmentation
de l'activité antioxydante des difféerentes fractiodonc la phycobiliproteine
phycocyanine est le composant en grande partieomsaple de I'activité
antioxydante.

3.Activités antioxydantes de la phycocyanobiline mparée a partir de
Spirulina platensis

Hirata T, Tanaka M, Ooike M, Tsunomura T, Sakagithi
Journal of Applied Phycology 12: 435-439, 2000.

L'activité antioxydante de la phycocyanobiline ssleSpirulina platensisa été
évaluée par rapport a l'oxydation du méthyl lin@éalans un systeme
hydrophobique ou avec des Iliposomes de phosphetiolyhe. La
phycocyanobiline et également les produits phytodpies comprenant
I'a-tocophérol, I'acide cafeique et la zéaxanthing, empéché avec succes la
peroxydation du méthyl linoléate et ont produit upériode d'induction
prolongée. L'oxydation des liposomes de phosphahdiline était aussi
contrélée de facon marquée en ajoutant de la pgoabiline ou de
I'a-tocophérol. La phycocyanobiline a été distribuéedehors des liposomes
pour éliminer les radicaux du AAPH et pour évitaritialisation en chaine des
réactions radicalaires. Quand les concentrations pdgcocyanine et de
phycocyanobiline dans le mélange réactionnel étaigistées équitablement sur
une base de phycocyanobiline, l'activité de la phyanobiline était presque
identique a celle de la phycocyanine dans le mélaggctionnel contenant du
AAPH. L'action antioxydante de la phycocyanine prée a partir de spiruline
séchée était presque en accord avec celle isslee gf@ruline fraiche dans le
mélange réactionnel contenant du AAPH. Ces résultatggerent que la
phycocyanobiline est responsable de la majoritEadavité anti-oxydante de la
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phycocyanine et pourrait agir comme un antioxydefficace dans le corps
humain vivant.

4.Elimination du peroxynitrite par la phycocyanine et la phycocynobiline
iIssues deSpirulina platensis: une protection contre les dommages oxydatifs
de I'ADN.

Bhat VB, Madyastha KM
Biochemical and Biophysical Research Communicatidis 262-266 (2001)

Le peroxynitrite (ONOO(-)) est connu pour inactivdlimportantes cibles
cellulaires mais également en tant que médiatens s dommages oxydatifs
contre I'ADN. Cette étude a démontré que la phyaoirye, une biliprotéine
issue deSpirulina platensiset son chromophore, la phycocyanobiline (PCB),
éliminent efficacement ONOO(-), une puissante texinnorganique
physiologique. L'action anti-radicalaire de la pbgganine et de la PCB vis-a-
vis de ONOO(-) a été établie en étudiant leursramtons avec ONOO(-) et a
été quantifiee en utilisant les cinétiques de cditpe dans l'essai de
décoloration du pyrogallol rouge. La proportionatele anti-oxydante et la
valeur de I'lC(50) indiquent clairement que la ptgy@nine est plus efficace
qgue la PCB dans l'action anti-radicalaire contreQQN-). Cette étude a aussi
montré que la PCB a inhibé de facon significativere fonction du dosage les
cassures dans un brin monocaténaire provoquée€N@O(-) dans un plasmide
d'ADN super-enroulé avec une valeur IC(50) de 2:9046 nM. Ces résultats
suggerent que la phycocyanine a la capacité dénhis effets biologiques
déléteres provoqués ONOO(-) et a donc le poteptiet Etre utilisée comme un
agent thérapeutique.

5.La cinétique de destruction des groupes bilin d&a phycocyanine par les
radicaux peroxyle.

Lissi EA, Pizarro M, Aspee A, Romay C.

Department of Chemistry, Faculty of Chemistry andld@yy, Universidad de Santiago de
Chile, Santiago, Chile

Les groupes bilin dans la C-phycocyanine sont dawdnt décolorés par les
radicaux peroxyle produits par la thermolyse d@'3zobis(2-amidinopropane).
Par une évaluation des groupes bilin détruits gmradicaux qui réagissent avec
la protéine, il est conclu que les groupes bilinstduent la principale cible des
radicaux. Les expressions cinétiques sont derigéagli permet une estimation
de la réactivité du substrat a partir d'une anadgsk vitesse de modification du
groupe bilin en fonction de la concentration entgire. A partir de cette
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analyse il est conclu que des concentrations nmwitaires de C-phycocyanine
sont capables de réduire de moitié des concenimatgiables de radicaux
peroxyle, indiquant une importante activité antidagte de ce composé. Cette
conclusion est confirmée en mesurant la capacita gdetéine a protéger du
1-naphtol contre une modification par les radicgqaecoxyle. Les résultats
obtenus montrent que les groupes bilin ont, surhase molaire, une activité
antioxydante similaire a celle des antioxydantsgamts comme la catéchine.

6.La C-phycocyanine: un puissant anti-radicalaire ontre les radicaux
peroxyle in vivo et in vitro

Bhat VB, Madyastha KM

Department of Organic Chemistry, Indian Institut&oience, Bangalore, 560 012, India

La C-phycocyanine (issue depirulina platensis a efficacement inhibé une
peroxydation lipidiqgue provoquée par du ¢@ans un foie de rat in vivo. Les
phycocyanines naturelle et réduite ont inhibé affement une peroxydation
lipidique provoquée par des radicaux peroxyle d#es microsomes de foie de
rat et cette inhibition était dépendante de la eabation avec des IC(50)
respectives de 11.35 et 12.@#M. La proprieté anti-radicalaire de Ila
phycocyanine a été établie en étudiant sa réaxtwviec des radicaux hydroxyle
et peroxyle ainsi que par une cinétique de comepe@tide la décoloration de
crocin. Ces études ont démontré que la phycocyaesteun puissant anti-
radicalaire contre les radicaux peroxyle avec ufb0f de 5.0nM et les
proportions a taux constants obtenues pour la myarone et I'acide urique (un
anti-radicalaire connu de radicaux peroxyle) étarespectivement de 1.54 et
3.5. Ces études suggerent clairement que le chiooneplié par liaison
covalente, la phycocyanobiline, est impligué dass dctivités antioxydante et
anti-radicalaire de la phycocyanine.

APP-1 C-phycocyanin protects against ischemia-repérsion injury of heart
- through involvement of p38 MAPK and ERK signaling

Khan M, Varadhara] S, Ganesan LP Shobha JC Naidu MU, Parinandi
NL, Tridandapani S, Kutala VK , Kuppusamy P.

Internal Medicine, Ohio State University, Columb@g{, USA.

Earlier, we have shown that C-phycocyanin (PCarroxidant biliprotein
pigment of Spirulina platensis (a blue-green algégctively inhibited
doxorubicin-induced oxidative stress and apoptiostardiomyocytes. Here, we
investigated the cardioprotective effect of PC agfaischemia-reperfusion
(I/R)-induced myocardial injury in an isolated pes¢d Langendorff heart
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model. Rat hearts were subjected to 30 min of dlisichemia at 37 degrees C
followed by 45 min of reperfusion. Hearts were psefd with PC (10 microM)
or Spirulina preparation (SP, 50 mg/l) for 15 mefdre the onset of ischemia
and continued throughout reperfusion period. Unéekécontrol) hearts, at the
end of 45 min of reperfusion, showed a significdetrease in the recovery of
coronary flow (44%), left-ventricular-developed gsare (21%) and rate-
pressure product (24%), increased release of éad&tydrogenase (LDH) and
creatine kinase (CK) in the coronary effluent, gigant myocardial infarction
(44%, of risk area), and TUNEL-positive apoptotsti€ as compared to the pre-
ischemic state. Treatment with PC or SP signifigaehhanced the recovery of
heart function and decreased the infarct sizenadited LDH and CK release,
and suppressed I/R-induced free radical generd®Grireatment reverted back
the I/R-induced activation of p38 MAPK, Bax, andgjgase-3, suppression of
Bcl-2, and increase in TUNEL-positive apoptotidseHowever, I/R also
induced the activation of ERK1/2 that was enharmeBC treatment. Overall,
these results for the first time showed that PE€naidted the I/R-induced cardiac
dysfunction through its antioxidant and anti-aptiptactions and modulation of
p38 MAPK and ERK1/2

APP2- C-PhycocyaninAmeliorates Doxorubicin-Induced Oxidative Stresd a
Apoptosis in Adult Rat Cardiomyocytes.

Khan M

From the *Center for Biomedical EPR Spectroscopy lamaging, Davis Heart
and Lung Research Institute, Department of Intekedicine, The Ohio State
University, Columbus, OH; and daggerDepartmentlofi€al Pharmacology
and Therapeutics, Nizam's Institute of Medical Bces, Hyderabad, India.

Doxorubicin (DOX), a potent antineoplastic agemisgs limitations for its
therapeutic use due to the associated risk of dpwej cardiomyopathy and
congestive heart failure. The cardiotoxicity of daxbicin is associated with
oxidative stress and apoptosis. We have recentiywsithat Spirulina, a blue-
green alga with potent antioxidant properties, reffiesignificant protection
against doxorubicin-induced cardiotoxicity in midée aim of the present study
was to establish the possible protective role gh@eocyanin, one of the active
ingredients of Spirulina, against doxorubicin-indd®xidative stress and
apoptosis. The study was carried out using cardomytgs isolated from adult
rat hearts. Doxorubicin significantly enhancedftvenation of reactive oxygen
species (ROS) in cells as measured by the 2',Aletmdihydrofluorescein
diacetate and dihydroethidium fluorescence. Theddxcin-induced reactive
oxygen species formation was significantly atteadan cells pretreated with C-
phycocyanin It was further observed that the doxorubicin-icetl DNA
fragmentation and apoptosis, as assayed by TUN&iyaand flow cytometry
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coupled with BrdU-FITC/propidium iodide stainingeve markedly attenuated
by Cphycocyanin Cphycocyaninalso significantly attenuated the
doxorubicin-induced increase in the expressionaf protein, release of
cytochrome c, and increase in the activity of casgin cells. In summary, C-
phycocyaninameliorated doxorubicin-induced oxidative stress apoptosis in
cardiomyocytes. This study further supports theiatuole of the antioxidant
nature of Cphycocyaninin its cardioprotection against doxorubicin-inddice
oxidative stress and apoptosis.

HEPATOPROTECTION & DETOXIFICATION

7. Activité anti-oxydante et anti-proliférative desextraits de spiruline et de
chlorelle
(Antioxidant and antiproliferative activities of spillina and chlorella water

extracts)
Wu LC, Ho JA, Shieh MC, Lu IW.
Department of Applied Chemistry, National Chi-Nanikgrsity, Puli, Nantou, Taiwan.

Liver fibrosis is a chronic liver disease that villther develop to cirrhosis if
severe damage continues to form. A potential treatrfor liver fibrosis is to
inhibit (HSC) proliferation and, subsequently, nduce HSC apoptosis. It has
been reported that antioxidants are able to inkheitproliferation of HSCs. In
this study, the aqueous extract of spirulina wasseh as the source of
antioxidant to investigate the inhibitory effect i@ proliferation of HSC. The
growth inhibitory effects of aqueous spirulina aiindorella extract on human
liver cancer cells, HepG2, were also studied amdpared in pairs. Results
indicated that the total phenol content of spiraiimas almost five times greater
than that of chlorella (6.86 +/- 0.58 vs 1.44 +0B4€mg tannic acid equivalent/g
of algae powder, respectively). The antioxidanivagtof spirulina determined
by the ABTS(*)(+) method was higher than chlor¢BaC(50): 72.44 +/- 0.24
mumol of trolox equivalent/g of spirulina extrac ¥6.09 +/- 1.99 mumol of
trolox equivalent/g of chlorella extract). Reswlf<DPPH(*) assay also showed
a similar trend as the ABTS(*)(+) assay (EC(50).389+/- 0.65 mumol of
ascorbic acid equivalent/g of spirulina extracfi4s04 +/- 1.06 mumol of
ascorbic acid equivalent/g of chlorella extract)eTaqueous extracts of these
two algae both showed antiproliferative effectH8C and HepG2, but
spirulina was a stronger inhibitor than chlorefanexin-V staining showed
that aqueous extract of spirulina induced apoptfsi$SC after 12 h of
treatment. In addition, the aqueous extract ofudipi triggered a cell cycle
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arrest of HSC at the G2/M phase.

8. Influence de la C-phycocyanine sur les parametsehépatocellulaires liés
au stress oxydatif du foie et au fonctionnement dellules de Kupffer.

Remirez D, Fernandez V, Tapia G, Gonzalez R, Vidéla

Centro de Investigaciones des Ozono, Centro Nakdmmvestigaciones Cientificas, Ciudad
de la Habana, Cuba.

OBJECTIFS: Les cellules de Kupffer, des macrophatyefoie impliqgués dans
l'immunomodulation, la phagocytose et les attagbheEhimiques, peuvent
provoquer une cytotoxicité et une inflammation ¢us leurs activités sont
exacerbées. Le but de cette étude était d'évaaasffets de la C-phycocyanine
sur le fonctionnement des cellules de Kupffer ensaérant ses propriétés
antioxydante et anti-inflammatoire.

MATERIEL ET METHODES: Les actions de la C-phycocyen sur la
phagocytose des carbones colloidaux, I'activitéédésements respiratoires dus
au carbone, et la libération sinusoidale de lactaghydrogenase (LDH) ont été
étudiées sur des foies isolés de souris sous mmrfusinfluence de la
C-phycocyanine sur le TN&-et sur les niveaux de nitrites dans l'activitdale
Nitrite Oxyde Synthétase (NOS) du sérum et du foité estimée sur des rats
soumis a une administration d'hormone thyroide ,(T®e condition connue
pour étre sous jacente a un stress oxydatif hamatigmprenant une activité
accrue des cellules de Kuppfer.

RESULTATS: La C-phycocyanine a provoqué une iniohitde la phagocytose
de carbone en fonction de la concentration et dassemilation d'@ provoquée
par du carbone (IC50 = 0.2mg/ml) par des foies spaigusion, avec une
diminution de 52% de la libération sinusoidale d@HLinduite par du carbone
trouvée a une concentration de 0.25mg/ml. Les oweke TNF-alpha dans le
sérum ont été multipliés 82 fois par une calorigéngée la thyroide, effet qui a
été supprimé par un pré-traitement a la C-phycaogara I'antioxydant alpha-
tocophérol, et par linactivateur des cellules depffer : le chlorure de
gadolinium. La C-phycocyanine a aussi suppriméhaentation des niveaux de
nitrites sériques (234%), ainsi que l'activité ded©S hépatiques (75%)
provoquée par la T3.

CONCLUSIONS: La C-phycocyanine a diminué significaent la
phagocytose des cellules de Kipffer et ses éclatisnrespiratoires associes,
effets qui pourraient contribuer a une abolition lderéponse du TNF-alpha
provoquée par le stress oxydatif, et la productien NO par un état
hyperthyroide.

21



9. Une protéine nouvelle C-Phycocyanin joue un rélCrucial dans I'action
de régulation du cholestérol sanguin par la Spiruhe concentrée chez les
rats.

(A Novel Protein C-Phycocyanin Plays a Crucial Raftethe
Hypocholesterolemic Action of Spirulina platensiso@centrate in Rats.)

Nagaoka S Shimizu K, Kaneko H, Shibayama F, Morikawa K , Kanamaru Y, Otsuka A,
Hirahashi T, Kato T.

Department of Applied Life Science, Faculty of Aigpl Biological Sciences, Gifu
University, Gifu 501-1193, Japan and.

This study was designed to clarify the mechanishteeohypocholesterolemic
action of Spirulina platensis concentrate (SPC)idadtify the novel
hypocholesterolemic protein derived from SPC. Wegtigated the effects of
casein or SPC on the solubility of cholesterolr@abolate binding capacity in
vitro, cholesterol absorption in Caco-2 cells, ahdlesterol metabolism in rats
for 10 d. We also evaluated the effects of SPChgzpcyanin (PHY), and PHY
residue on cholesterol metabolism in rats fed a-oigplesterol diet for 5 d, and
SPC or SPC-acetone extract for 10 d. SPC had disagtily greater bile acid-
binding capacity than casein in vitro. Micellar tdsierol solubility and
cholesterol uptake by Caco-2 cells was signifigalativer in the presence of
SPC compared with casein. Fecal excretion of chterlglsand bile acids was
significantly greater in rats fed the SPC-supplet@eiet than in those fed the
casein control diet. Serum and liver cholesteralcemtrations were significantly
lower in rats fed SPC than in those fed caseinsTthe hypocholesterolemic
action of SPC may involve the inhibition of botlujeal cholesterol absorption
and ileal bile acid reabsorption. Although no stsdio date have found a
hypocholesterolemic protein among the algal preteiwe report here the
discovery of a hypocholesterolemic effect in theeigrotein C-phycocyanin.
This study provides the first direct evidence thHtY, a novel
hypocholesterolemic protein derived from Spirulptatensis, can powerfully
influence serum cholesterol concentrations and itvgatronger
hypocholesterolemic activity than SPC in animals.

10. Effets hépatoprotecteurs de la C-phycocyamiraection contre le
tétrachlorure de carbone et le R-(+)-pulegone igu@s dans I'hnépatotoxicité
chez les rats.

Vadiraja BB, Gaikwad NW, Madyastha KM

Biochemical and biophysical research communication249, 428-431 (1998)
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Article N° RC989149

L'effet d'un pré-traitement a la C-phycocyanine (isue deSpirulina
platensig sur I'hépatotoxicité chez les rats induite par duétrachlorure de
carbone et par du R-(+)-pulegone a été étudié. L'amlinistration intra-
péritonéale (200mg/kg i.p.) d'une dose de phycoayae aux rats, une ou
trois heures avant les stimulations au R-(+)-pulege (250mg/kg) ou au
tétrachlorure de carbone (0.6ml/kg), a réduit sigrficativement
I'népatotoxicité causée par ces produits chimique®ar exemple, I'activité
du sérum glutamate pyruvate transaminase (SGPT) étiapresque égale aux
valeurs de contrble. Les pertes de cytochrome micsomal P450, de glucose-
6-phosphatase et d'aminopyrine-N-déméthylase étaieréduites de facon
significative, suggérant que la phycocyanine appogtune protection aux
enzymes du foie. Il a été noté que le niveau de ntleafuran, une toxine
proche du R-(+)-pulegone était plus élevé de presgur0% dans les
échantillons d'urine provenant de rats traités aveadu R-(+)-pulegone seul
que dans ceux des rats traités avec une combinaisde phycocyanine et de
R-(+)-pulegone. Le mécanisme éventuel impliqué datiképatoprotection
est discuté.

11. Effets de Spirulina sur la toxicité rénale indue par du mercure
inorganique et le cisplatine

Fukino et al.
Pub. In Eisei Kagaku, 36:5, 1990. Japan

La toxicité rénale provoquée par du mercure a@@ranée en nourrissant des
rats avec spirulina. Un extrait hydrosoluble de@ia, contenant de la
phycocyanine, le pigment bleu naturel a été exanhiadoxicité rénale chez les
rats provoquée par du para-aminophénol (antalgigu€)splatine (anti-
cancéreux) a été significativement diminuée pg@hlcocyanine extraite de
Spirulina. Les chercheurs ont conclu que la phyanme joue un rbéle majeur
dans l'effet protecteur de spirulina contre les ohages rénaux provoques par le
mercure et les médicaments, et que spirulina gezitélisable dans la

réduction des dysfonctionnements rénaux en général.

12. Effet Salubre de la C-phycocyanin contre les damages rénaux ameneés
par I'oxalate.
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(Salubrious effect of C-phycocyanin against oxalateediated renal cell
injury.)

Farooqg SM, Asokan D, Sakthivel R, Kalaiselvi P, akshmi P.

Department of Medical Biochemistry, Dr. AL Mudaligost-Graduate Institute
of Basic Medical Sciences, University of Madrasiaiaani, Chennai-600 113,
India.

BACKGROUND: C-phycocyanin, a biliprotein pigmentufad in some blue
green algae (Spirulina platensis) with nutritioaatl medicinal properties, was
investigated for its efficacy on sodium oxalatetiodd nephrotoxicity in
experimentally induced urolithic rats. METHODS: Malistar rats were
divided into four groups. Hyperoxaluria was induaedtwo of these groups by
intraperitoneal infusion of sodium oxalate (70 ngg/lkand a pretreatment of
phycocyanin (100 mg/kg) as a single oral dosagegies to one of these
groups by 1 h prior to sodium oxalate infusion rajes. The study also
encompasses an untreated control group and a pjamoealone treated drug
control group. The extent of lipid peroxidation QPwas evaluated in terms of
renal concentrations of MDA, conjugated diene aydrdperoxides. The
following assay was performed in the renal tis@)ea(tioxidant enzymes such
as superoxide dismutase (SOD) and catalase, (tatiglone metabolizing
enzymes such as glutathione peroxidase (GPx),thlaree reductase (GR),
glutathione-S-transferase (GST) and glucose 6-gtadsglehydrogenase
(G6PD), (c) the low molecular weight antioxidar®&SH, vitamins E and C) and
protein carbonyl content. RESULTS: The increasetteatrations of MDA,
conjugated diene and hydroperoxide (index of thiel lperoxidation) were
controlled (P < 0.001) in the phycocyanin-pretrdagsoup. At the outset, the
low molecular weight antioxidants were appreciabtreased (P < 0.001),
whereas the tissue protein carbonyl concentratias adecreased (P < 0.001),
suggesting that phycocyanin provides protectioretal cell antioxidants. It
was noticed that the activities of antioxidant eneg and glutathione
metabolizing enzymes were considerably stabilipaghis pretreated with
phycocyanin.

CONCLUSION: We suggest that phycocyanin proteatsirtegrity of the renal
cell by stabilizing the free radical mediated LP@l grotein carbonyl, as well as
low molecular weight antioxidants and antioxidamzymes in renal cells. Thus,
the present analysis reveals that the antioxidatra of C-phycocyanin
protects the renal cell against oxalate-induceatyngnd may be a
nephroprotective agent.

13. Réle prophylactique de la phycocyanine: a studgf oxalate mediated
renal cell injury.
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(Prophylactic role of phycocyanin: a study of oxalee mediated renal cell
injury.)
Farooq SM, Asokan D, Kalaiselvi P, Sakthivel R, Vaalakshmi P.

Department of Medical Biochemistry, Dr. ALM Postduate Institute of Basic
Medical Sciences, University of Madras, Taramatie&hai 600113, India.

Oxalate induced renal calculi formation and theeisged renal injury is
thought to be caused by free radical mediated nmesms. An in vivo model
was used to investigate the effect of phycocyafnon( Spirulina platensis), a
known antioxidant, against calcium oxalate urosithsé. Male Wistar rats were
divided into four groups. Hyperoxaluria was induaedwo of these groups by
intraperitoneal infusion of sodium oxalate (70 ngg/knd a pretreatment of
phycocyanin (100 mg/kg) as a single oral dosagegives, 1h prior to sodium
oxalate infusion. An untreated control and drugtadr{phycocyanin alone)
were also included in the study. We observed thgt@cyanin significantly
controlled the early biochemical changes in calcaxalate stone formation.
The antiurolithic nature of the drug was evaludigdhe assessment of urinary
risk factors and light microscopic observation ohary crystals. Renal tubular
damage as divulged by urinary marker enzymes (akk@hosphatase, acid
phosphatase and gamma-glutamyl transferase) atagbéikological
observations such as decreased tubulointerstitaljar dilatation and
mononuclear inflammatory cells, indicated that felzanage was minimised in
drug-pretreated group. Oxalate levels (P < 0.0ad)ligid peroxidation (P <
0.001) in kidney tissue were significantly conteollby drug pretreatment,
suggesting the ability of phycocyanin to quenchftee radicals, thereby
preventing the lipid peroxidation mediated tissaendge and oxalate entry. This
accounts for the prevention of CaOx stones. Thesptesent analysis revealed
the antioxidant and antiurolithic potential of pbgganin thereby projecting it
as a promising therapeutic agent against renairgetly associated kidney stone
formation.

13-bis Les dommages néphrétiques liés a I'oxalaue inhibition par la C-
phycocyanine: une étude sur des rats urolitiques.

Farooq SM

Department of Medical Biochemistry, Dr. A.L.M. Pgstduate Institute of
Basic Medical, Sciences, University of Madras, Ti@aai, Chennai, 600 113,
India

The assumption of oxidative stress as a mechamsxalate induced renal
damage suggests that antioxidants might play aficeaieole against oxalate
toxicity. An in vivo model was used to investig#te effect of C-phycocyanin
(from aquatic micro algae; Spirulina spp.), a knamtioxidant, against calcium
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oxalate urolithiasis. Hyperoxaluria was inducedwo of the 4 groups of Wistar
albino rats (n = 6 in each) by intraperitoneallgating sodium oxalate
(70,mg/kg body weight). A pretreatment of phycoaggdi00,mg/kg body
weight) as a single oral dosage was given, one iooir to oxalate challenge.
An untreated control and drug control (phycocyaione) were employed.
Phycocyanin administration resulted in a signiftaamprovement (p < 0.001) in
the thiol content of renal tissue and RBC lysageincreasing glutathione and
reducing malondialdehyde levels in the plasma @llabte induced rats (p <
0.001), indicating phycocyanin's antioxidant effectoxalate mediated
oxidative stress. Administering phycocyanin aftealate treatment significantly
increased catalase and glucose-6-phosphate deleyd®g activity (p < 0.001)
in RBC lysate suggesting phycocyanin as a freecghduencher. Assessing
calcium oxalate crystal retention in renal tissam@ polarization microscopy
and renal ultrastructure by electron microscopeaty normal features in
phycocyanin - pretreated groups. Thus the studsgmts positive
pharmacological implications of phycocyanin agamsilate mediated
nephronal impairment and warrants further worlafothis potential aquatic
resource for its medicinal application. (Mol CelbBhem xxx: 1-7, 2004).

PROTECTION CELLULAIRE ET DU
SYSTEME SANGUIN

14. Une protéine nouvelle C-Phycocyanin joue un I® Crucial dans I'action
de régulation du cholestérol sanguin par la Spiruhe concentrée chez les
rats.

(A Novel Protein C-Phycocyanin Plays a Crucial Rafethe
Hypocholesterolemic Action of Spirulina platensiso@centrate in Rats.)

Nagaoka S Shimizu K, Kaneko H, Shibayama F, Morikawa K , Kanamaru Y, Otsuka A,
Hirahashi T, Kato T.

Department of Applied Life Science, Faculty of Al Biological Sciences, Gifu
University, Gifu 501-1193, Japan and.

This study was designed to clarify the mechanishteeohypocholesterolemic
action of Spirulina platensis concentrate (SPC)idadtify the novel
hypocholesterolemic protein derived from SPC. Wegtigated the effects of
casein or SPC on the solubility of cholesterolr@aholate binding capacity in
vitro, cholesterol absorption in Caco-2 cells, ahdlesterol metabolism in rats
for 10 d. We also evaluated the effects of SPChg:zpcyanin (PHY), and PHY
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residue on cholesterol metabolism in rats fed &a-cigplesterol diet for 5 d, and
SPC or SPC-acetone extract for 10 d. SPC had disagrily greater bile acid-
binding capacity than casein in vitro. Micellar tsierol solubility and
cholesterol uptake by Caco-2 cells was signifigalativer in the presence of
SPC compared with casein. Fecal excretion of clterlelsand bile acids was
significantly greater in rats fed the SPC-suppleteeliet than in those fed the
casein control diet. Serum and liver cholesterolcemtrations were significantly
lower in rats fed SPC than in those fed caseins]tie hypocholesterolemic
action of SPC may involve the inhibition of botlujeal cholesterol absorption
and ileal bile acid reabsorption. Although no sésdio date have found a
hypocholesterolemic protein among the algal pretewe report here the
discovery of a hypocholesterolemic effect in theeigrotein C-phycocyanin.
This study provides the first direct evidence thHtY, a novel
hypocholesterolemic protein derived from Spirulptatensis, can powerfully
influence serum cholesterol concentrations and ith@atronger
hypocholesterolemic activity than SPC in animals.

15. C-phycocyanin, a very potent and novel plateletggregation inhibitor
from Spirulina platensis.

Hsiao G, Chou PH, Shen MY, Chou DS Lin CH, Sheu JR
Graduate Institute of Pharmacology, and Graduaitume of Medical Sciences, Taipei
Medical University, Taipei 110, Taiwan.

The aim of this study was to systematically exantivginhibitory mechanisms
of C-phycocyanin (C-PC), one of the major phycabdieins of Spirulina
platensis (a blue-green alga), in platelet actatin this study, C-PC
concentration-dependently (0.5-10 nM) inhibitedglet aggregation stimulated
by agonists. C-PC (4 and 8 nM) inhibited intradalilCa2+ mobilization and
thromboxane A2 formation but not phosphoinositideakdown stimulated by
collagen (1 microg/mL) in human platelets. In aaif C-PC (4 and 8 nM)
markedly increased levels of cyclic GMP and cy@idP-induced vasodilator-
stimulated phosphoprotein (VASP) Ser(157) phosdaton. Rapid
phosphorylation of a platelet protein of Mw 47,q@@7), a marker of protein
kinase C activation, was triggered by phorbol-1&jiutyrate (150 nM). This
phosphorylation was markedly inhibited by C-PC 1¢dl & nM). In addition, C-
PC (4 and 8 nM) markedly reduced the electron sgsonance (ESR) signal
intensity of hydroxyl radicals in collagen (1 migfonL)-activated platelets. The
present study reports on a novel and very potantgnomolar concentrations)
antiplatelet agent, C-PC, which is involved in tbiblowing inhibitory pathways:
(1) C-phycocyanin increases cyclic GMP/VASP Serpb@sphorylation and
subsequently inhibits protein kinase C activityguléing in inhibition of both
P47 phosphorylation and intracellular Ca2+ mobii@a and (2) C-PC may
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inhibit free radicals (such as hydroxyl radicaleased from activated platelets,
which ultimately inhibits platelet aggregation. kaesults strongly indicate
that C-PC appears to represent a novel and pdtantiplatelet agent for
treatment of arterial thromboembolism.

16. La C-phycocyanine protege les cellules du graleudu cervelet contre les
apoptoses provoquées par un |éger retrait de potass / sérum

Rimbau V, Camins A, Pubill D, Sureda FX, Romay On@alez R, Jimenez A, Escubedo E,
Camarasa J, Pallas M.

Unitat ed Farmacologia i Farmacognosia, FacultatFdemacia, Nucli Universitari de
Pedralbes, Barcelona, Spain.

Nous avons testé la potentialité du réle cytoptetacde la C-phycocyanine
dans des cultures de cellules de granule de céndelmats. La mort des cellules
a été provoquée par un retrait de potassium etdans(K/S). La viabilité des
cellules a été étudiée en utilisant I'essai de eongutre et la cytométrie a
balayage laser avec de I'iodure de propidium corfilum@ochrome. La
C-phycocyanine (1-3mg/ml) a montré un effet neurtgoteur contre un retrait
de K/S de 24 heures dans les cellules de granutemelet. Apres 4 heures de
retrait de K/S, ce composé (3mg/ml) a inhibé lanation d'especes réactives de
I'oxygene, mesurée par la fluorescence de laditilorofluoresceine, montrant
ainsi ses capacités anti-radicalaires. Un préetmant a la C-phycocyanine a
réduit l'incorporation de thymidine dans I'ADN papport a des valeurs de
contrble et a réduit fortement la présence de cemnpapoptose, visualisés par de
I'lodure de propidium, indiquant l'inhibition deapoptose induite par un retrait
de K/S. La cytométrie de flux utilisant de l'ioducke propidium dans des
cellules perméabilisées auTriton X100 a montrérgrédrait de 24h de K/S agit
comme un signal de prolifération pour les celluesgranule de cervelet, qui
montrent un pourcentage plus élevé de cellules lemsegpS et les cellules
progressent sur la voie de l'apoptose. La C-phyaruog a protégé les cellules
de granule de cervelet contre une apoptose inghaiteun retrait de K/S. Ces
résultats suggerent que la C-phycocyanine prévintl'apoptose dans les
cellules de granule de cervelet, probablement gadsen activité antioxydante.
Il est suggeéré qu'une apoptose induite par unitreeak/S pourrait étre due, en
partie, a une altération dans le cycle cellulai@ pintermédiaire d'un
mécanisme de stress oxydatif.

17. Les effets protecteurs de la C-phycocyanine doe les dommages
neuronaux provoqués par de I'acide kainique dansHhippocampe du rat.
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Rimbau V, Camins A, Romay C, Gonzalez R, Pallas M.

Unitat de Farmacologia i Farmacognosia, FacultaFdenacia, Universitat de Barcelona,
Spain.

Le réle neuroprotecteur de la C-phycocyanine &¢aéniné sur des cerveaux de
rats blessés au kainate. L'effet de trois diff&rératitements avec de la
C-phycocyanine a été étudié. L'incidence des chaagts de comportements
neuraux eétait significativement plus basse chezal@snaux recevant de la
phycocyanine. Ces animaux ont également pris stgifement plus de poids
gue ceux recevant uniqguement de l'acide kainigloes gue leur gain de poids
ne différait pas significativement par rapport ammaux témoins. Des résultats
équivalents ont été trouvés lorsque le dommageonaurdans I'hippocampe
était évalué au travers de changements dans leptegcs périphériques de
benzodiazépine (marqueur microglial) et au traderexpression de la protéine
de choc de chaleur 27 kD (marqueur astroglial). Massiltats sont compatibles
avec les propriétés anti-radicalaires de la C-pbyaoine vis a vis de radicaux
oxygéneés décrites ailleurs. Nos trouvailles etdasirmanque de toxicité de la
C-phycocyanine suggérent que cette drogue poutratutilisée pour traiter les
blessures neuronales induites par un stress okydains les maladies
neurodégénératives, comme Alzheimer ou Parkinson.

18. La Phycocyanine est un Antioxydant Protecteurdes Erythrocytes
Humains contre la lyse par les Radicax Peroxyls.

(Phycocyanin is an Antioxidant Protector of Humanrighrocytes against
Lysis by Peroxyl Radicals)

Department of Pharmacology, National Center foefitiic Research, PO Box 6412. Havana
City. Cuba

C. Romay, Department of Pharmacology. National &efdr Scientific Research. PO Box
6412. Havana City, Cuba.

Previously we reported that phycocyanin, a bilipmefound in the blue green
algaeSpirulina,exerts scavenging action against reactive oxygeaniasp such
as OH’ and Ra’ radicals and produces a concentratgpendent decrease in
lipid peroxidation induced by Fe2+ -ascorbic acidat liver microsomes
(Romay et al 1 998a). Recently we found that lghoups in phycocyanin,
which strongly absorb at 620 nm, are readily bleddby peroxyl radicals
produced in the thennolysis of 2,2’-azobis(2-anogimpane) (AAPH) and that
micromolar concentrations of phycocyanin are ableetiuce the steady-state
concentration of the peroxyl radicals by half, cating a high antioxidant
activity for this compound (Lissi et al 20(0). Théare, we decided to evaluate
the antioxidant activity of phycocyanin by deteingnits protection of
erythrocytes against haemolysis induced by thecamgpound versus other
known antioxidants including trolox (a ‘vitamin Evative) and ascorbic acid.
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When the water-soluble radical initiator, AAPH, wadded to the suspension of
erythrocytes, it induced haemolysis dose and tirapeddently (results not
shown). Haemolysis was not observed in the absehorygen, suggesting the
importance of peroxyl radical-mediated chain oxmiat We found that
phycocyanin, at tested concentrations, inhibitedheocyte haemolysis in the
same way as trolox and ascorbic acid, well-knowrozidants (Table 1). Based
on IC50 values (concentration of the additive tgave 50% inhibition of
peroxidative damage), phycocyanin proved to be sinsixteen times more
efficient as an antioxidant than trolox and abeerity times more efficient than
ascorbic acid.

Our results provide evidence of the protectiveatféd phycocyanin against
haemolysis induced by peroxyl radicals in humanheogytes, which seems to
be due to the scavenging action of the radicalseraqueous phase. Thus
inhibiting chain of initiation of lipid peroxidatm in a similar manner to trolox
and ascorbic acid.

19. Effets des polysaccharides et de la phycocyaairssus de la spiruline sur
le sang périphérique et la moelle osseuse hématogtiiue chez les souris.

Zhang Cheng-Wu et al.

April 1994. Pub. In Proc. of Second Asia Pacificn€dn Algal Biotech. Univ of Malaysia.
P.58. China

Y e

La C-phycocyanine et les polysaccharides ont @i€dset purifiés a partir de
Spirulina. En utilisant les techniques de cultueecdlonies formant des unités
érythroides (CFU-E) sur des cellules fétales de €& souris, in vitro, il a été
trouvé que la C-phycocyanine possede une forteitgcérythropoiétique (EPO).
A 12.5ng de C-phycocyanine correspondent 850 miP@.ELes effets des
polysaccharides et de la phycocyanine sur le sarighgrique et sur le systeme
hématopoiétique ainsi que sur les cellules soucheg des souris normales,
irradiées et anémiques ont été étudiés. Ces éamd@®montré l'unique capacité
de la C-phycocyanine et des polysaccharides aeinfler la différenciation et la
prolifération des cellules souches hématopoiétigmgmgees. Une récupération
stimulée par la C-phycocyanine et les polysacckaral été observée dans des
leucocytes et dans des cellules nuclées de mosdleuse, et sur le nombre de
colonies CFU-GM formées chez la souris apres qugdhisme entier ait été
soumis a des radiations Gamma. La C-phycocyaninée gtolysaccharide
peuvent diminuer le degré d'anémie de la sourimparé avec un traitement par
des radiations Gamma et des injections péritoné@idesde hydrochlorique de
benzohydrazine.
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19.a. Les phycocyanines dalgues améliorent la cesiance de cellules
humaines en culture.

Shinohara K, Okura Y, Koyano T, Murakami H, Omura H

Food Additive Laboratory, National Food Researdtitate, Ibaraki, Japan.

Les substances promotrices de croissance dans twait exon dialysable de
Synechoccus elongatusur des cellules RPMI 8226 (une ligne de cellules
humaines du myélome) ont été séparées par unatifitir au gel et une
chromatographie par échange d'ions. Par une ifiitratu gel avec du Sepharose
4B, le dialyséat a été séparé en deux fractions. ftawtion était colorée en vert
(P1) et l'autre était colorée en bleu (P2). LatioamcP2 avait une plus grande
action promotrice de croissance que P1. Avec unenwitographie par échange
d'ions, la fraction P2 a été séparée en deux padmorées en bleu de
phycocyanine et d'allophycocyanine. Les deux oligines promurent la
croissance des cellules RPMI 8226, néanmoinspphjicocyanine était plus
active que la phycocyanine.

RENFORCEMENT DU SYSTEME
IMMUNITAIRE

20. Augmentation du Potentiel phagocytaire des maophages de chats
apres une exposition a un extrait hydrosoluble defulina in vitro

M. Quereshi et al.

Pub. In Immunopharmacology in press. USA. Janu@g6l

Des macrophages obtenus aprés un lavement deseshd®sbronches de chats
ont été isolés et cultivés sur des plagues de .veage macrophages ont été
exposes a un extrait hydrosoluble Sgirulina platensisa des concentrations
comprises entre 0 et B88/ml pendant 2 heures. L'exposition a l'extrait de
Spirulina n'a pas causé de toxicité significative les macrophages par rapport
au groupe de contréle non traité. Les cultures enaoouche de macrophages
traitées et celles de contréle ont été incubées aes globules rouges de
mouton (SRBC) ainsi qu'avec E. Coli viable. Le mpemtage de macrophages
phagocytaires pour ces 2 antigenes particulieté agmenté (doublé en ce qui
concerne la phagocytose des SRBC et plus de 109gmdéntation en ce qui
concerne l'assimilation d'E. Coli) dans les culur&aitées avec des
concentrations variables d'extrait de Spirulina.pédelant, le nombre de
particules internalisées par les macrophages pltaimes ne différait pas entre
le groupe de contréle et les cellules traitées. dogmees montrent que I'extrait
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de Spirulina platensisaugmente la fonction phagocytaire des macrophages
suggérant que la supplémentation en Spiruline pdwugmenter la capacité de
résistance aux maladies chez les chats.

21. Augmentation de la production d'anticorps chezes souris nourries avec
Spirulina

Hayashi et al.

Pub. In Journal of Nutr. Science and Vitaminolaggpan. June 1994

Les souris nourries avec Spirulina ont montré umgneentation des anticorps
dans la rate — cellules produites lors de la répamsnunitaire primaire contre
des globules rouges de mouton (SRBC). Toutefamsmiinoglobuline G (IgG)
— anticorps produit lors de la réponse immunit@eeondaire- a été a peine
affectée. Le pourcentage de cellules phagocytalees les macrophages du
péritoine de la souris nourrie avec Spirulina, iagpne la prolifération de cellules
de la rate ont été significativement augmentésiditeon d'un extrait chaud de
Spirulina (SHW) a une culture in vitro de cellulds la rate a sensiblement
augmenté la production de ces cellules alors quealtare de cellules de thymus
a été a peine affectée. L'extrait de spiruline aledgent augmenté de facon
significative la production d'interleukine 1 (IL-lpar les macrophages du
péritoine. L'addition de SHW a des cultures deutetl de rate in vitro, ainsi que
le surnageant de macrophages stimulés avec SHWdaipune augmentation
de la production d'anticorps, ce qui correspongh& augmentation du nombre
de PFC. Ces résultats suggerent que Spirulina antgrteeréponse immunitaire,
particulierement la réponse primaire, en stimuldes fonctions des
macrophages, la phagocytose et la production d'lIL-1

21.b. Effets imunomodulateurs de la supplémentatioen Spiruline chez les
poulets

M. Quereshi et al.

Pub. In Proc. Of 44Western Poultry Disease Conference, pp 117-12@.. &y 1995.

Les macrophages de poulets exposés a un extraibsoidble de Spirulina
montrent une augmentation de [l'activité phagoaytam vitro, suggérant
I'activation de la fonction des phagocytes monaodaioks. De plus, un régime
supplémenté en spiruline (de 1000 ppm a 10000 @paygmenté le poids du
thymus, la réponse CBH, la destruction des celltesorales par les cellules
NK et a doublé le potentiel phagocytaire des matagps par rapport aux
poulets nourris avec un régime normal. Les pouletsaris avec 1000 ppm de
Spirulina ont significativement plus éliminé E. Cde la circulation 30 et 40
minutes aprés l'inoculation intraveineuse. Une cédn similaire a été observé
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dans le processus d'élimination des bactéries deatla 80 minutes apres
I'inoculation intraveineuse de Staph. Aureus chexz bulets traités avec 10000
ppm par rapport au groupe contréle. Les pouletad@pant aux groupes traités
avec 1000 a 16000 ppm de Spirulina ont montré ugenantation de la réponse
CBH. Les poulets appartenant au groupe traité 4080 ppm ont montré une
augmentation de I'élimination d'E.Coli entre 3G@tminutes et ont diminué le
nombre de bactéries dans la rate 80 minutes ajmesulation. Ces études
suggerent que Spirulina augmente plusieurs foretéofinalité immunologique
pendant les expositions in vitro et in vivo.

21.C. Augmentation du potentiel immunitaire de la $iruline chez les
poulets

M. Quereshi et al.

Pub. In Journal of Poultry Science Vol 73, S1. pl48A August 1994.

Les effets de Spirulina sur la fonction immunitades poulets ont été examinés.
Les cultures de macrophages traités avec un exkiyditosoluble de Spirulina
ont déployé une augmentation de la phagocytosedetitila sécrétion d'un
facteur détruisant les cellules tumorales. Dansdeuieme étude, 0, 10, 100 et
10000 ppm de Spirulina ont étés ajoutés dans dgweé a base de mais ou de
soja administrés aux poulets Leghorn. Il a été miésdes glandes thymiques
plus volumineuses, une activité NK et une réponBeél Qlus élevées chez les
poulets traités avec 10000 ppm de Spirulina. Lergeniage de macrophages
phagocytaires ainsi que la réponse secondaire ggmauticorps était meilleurs
que chez les poulets non-traités. Ces données sujggue I'exposition a la
Spiruline ameéliore la performance immunitaire deallets sans affecter les
caracteéristiques des autres performances.

23.Phycocyanin enhances secretary IgA antibody respoasand suppresses
allergic IgE antibody response in mice immunized wh antigen-entrapped

biodegradable microparticles.
Nemoto-Kawamura (Hirahashi T Nagai T, Yamada HKatoh T, Hayashi O

(Department of Health and Nutrition, Kagawa Nutriti on University, Chiyoda, Sakado,
Saitama 350-0288, Japan.)

In the present study, we have investigated thesflgf phycocyanin, a
biliprotein of Spirulina platensis, on mucosal aydtemic immune responses
and allergic inflammation in C3H/HeN and BALB/cAeei To induce the
antigen-specific antibodies in the peripheral lymidiissues such as Peyer's
patches and mesenteric lymph nodes, biodegradahlewnin-entrapped poly
(DL-lactide-co-glycolide) particles were used asaatigen. Two weeks after the
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onset of phycocyanin ingestion, mice were immunizétl an aqueous
ovalbumin (OVA) solution. Starting at one week aftes primary
immunization, the mice were subjected to oral imization with the
biodegradable OVA microparticles twice a week. I¢gf§ and IgG1 antibodies
were determined by ELISA. The OVA microparticlesdeficrom diameter
successfully induced antigen-specific antibodieghe mice that received
phycocyanin treatment for 6 wk, a marked increag@e antigen-specific, as
well as the total, IgA antibody level was obseruethe Peyer's patches,
mesenteric lymph nodes and intestinal mucosa dsaw@h the spleen cells.
Both antigen-specific IgG1 and IgE antibody levalthe serum were
suppressed by ingestion of phycocyanin for 8 wkweber, inflammation of the
small intestine, monitored as vascular permealdiltyhe Evans blue-leaking
method was reduced by phycocyanin at 6 wk, whielcgulied the suppression of
antigen-specific IgG1 and IgE antibody productigr2bwk. These results
suggest that phycocyanin enhances biological defaasvity against infectious
diseases through sustaining functions of the muicosaune system and
reduces allergic inflammation by the suppressioantigen-specific IgE
antibody.

24-Inhibition of HIV-1 replication by an aqueous exract of Spirulina
platensis (Arthrospira platensis).

J Acquir Immune Defic Syndr Hum Retrovirdl998 May 1;18(1):7-12.
Avehunie § Belay A Baba TW, Ruprecht RM.

Laboratory of Viral Pathogenesis, Dana-Farber Caimstitute, and Harvard
Medical School, Boston, Massachusetts 02115, USA.

An aqueous extract of the blue-green filamentogaeArthrospira platensis
(previously called Spirulina platensis) inhibitetM-L replication in human T-
cell lines, peripheral blood mononuclear cells (RBMand Langerhans cells
(LC). Extract concentrations ranging between 0@ A2 microg/ml reduced
viral production by approximately 50% (50% effeetisoncentration [EC50]) in
PBMCs. The 50% inhibitory concentration (IC50) &fract for PBMC growth
ranged between 0.8 and 3.1 mg/ml. Depending ondhéype used, therapeutic
indices ranged between 200 and 6000. The extractivated HIV-1 infectivity
directly when preincubated with virus before adulitto human T-cell lines.
Fractionation of the extract revealed antivirahatt in the polysaccharide
fraction and also in a fraction depleted of polg$erides and tannins. We
conclude that aqueous A platensis extracts coatainetroviral activity that
may be of potential clinical interest.

34



24-2 Calcium spirulan, an inhibitor of enveloped uius replication, from a
blue-green alga Spirulina platensis.

Hayashi T, Hayashi K, Maeda M, Kojima | .

Faculty of Pharmaceutical Sciences and School afiditee, Toyama Medical
and Pharmaceutical University, Toyama, Japan.

Bioactivity-directed fractionation of a hot H20 eagt from a blue-green alga
Spirulina platensis led to the isolation of a nosdfated polysaccharide named
calcium spirulan (Ca-SP) as an antiviral princifleis polysaccharide was
composed of rhamnose, ribose, mannose, fructoketgse, xylose, glucose,
glucuronic acid, galacturonic acid, sulfate, anidioan. Ca-SP was found to
inhibit the replication of several enveloped virsisacluding Herpes simplex
virus type 1, human cytomegalovirus, measles virusnps virus, influenza A
virus, and HIV-1. It was revealed that Ca-SP selebt inhibited the
penetration of virus into host cells. Retentionmmaflecular conformation by
chelation of calcium ion with sulfate groups waggested to be indispensable
to its antiviral effect.

24-3 Heparin cofactor IlI-dependent antithrombin acivity of calcium
spirulan.

Hayakawa Y, Hayashi T, Hayashi K, Hayashi T, Ozawa T, Niiya K,
Sakuragawa N

Department of Clinical Laboratory Medicine, FacufyMedicine, Toyama
Medical and Pharmaceutical University, Japan. hayal® ms.toyama-
mpu.ac.jp

Calcium spirulan (Ca-SP), a novel sulfated polykadde isolated from the
blue-green alga Spirulina platensis, enhancedritidneombin activity of
heparin cofactor Il (HC II) more than 10000-folchélapparent second-order
rate constant of thrombin inhibition by HC Il waaaulated to be 4.2 x 10(4)
M-1 min-1 in the absence of Ca-SP, and it incre@sdge presence of 50
micrograms/ml Ca-SP to 4.5 x 10(8) M-1 min-1. Cae®fectively induced the
formation of a thrombin-HC Il complex in plasma.the presence of Ca-SP,
both the recombinant HC Il variants Lys173-->Led &mug 189-->His, which
are defective in interactions with heparin and deen sulfate, respectively,
inhibited thrombin in a manner similar to nativeGH. This result indicates that
the binding site of HC Il for Ca-SP is differenbiin the heparin- or dermatan
sulfate-binding site. When we removed the calcitomfthe Ca-SP, the
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compound did not exert any antithrombin activityrthermore, Na-SP, which
was prepared by replacement of the calcium in Cax#iPsodium, accelerated
the antithrombin activity of HC Il as Ca-SP did. Werefore suggest that the
molecular conformation maintained by Ca or Na dispensable to the
antithrombin activity of Ca-SP. The HC Il-dependantithrombin activity of
Ca-SP was almost totally abolished by treatmertt ahtondroitinase AC I,
heparinase or heparitinase, but not by treatmetht etiondroitinase ABC and
chondroitinase AC Il, suggesting that a heparirdemmatan sulfate-like
structure is not responsible for the activatiotd@f Il by Ca-SP. Ca-SP is
therefore thought to be a unique sulfated polysatgdé which shows a strong
antithrombin effect in an exclusively HC II-depentenanner.

24-4 A natural sulfated polysaccharide, calcium spilan, isolated from
Spirulina platensis: in vitro and ex vivo evaluation of anti-herpes simplex
virus and anti-human immunodeficiency virus activiies.

Hayashi K, Hayashi T, Kojima | .

Department of Virology, Toyama Medical and Pharnudical University,
Japan.

A sulfated polysaccharide named calcium spirulaa-8P) has been isolated
from a sea alga, Spirulina platensis, as an aatigomponent. The anti-human
immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) and anti-hesgsimplex virus type 1
(HSV-1) activities of Ca-SP were compared with thosdextran sulfate (DS)
as a representative sulfated polysaccharide. Ahti-Hactivities of these agents
were measured by three different assays: vialofitgcutely infected CD4-
positive cells, or a cytopathology assay; detertionaof HIV-1 p24 antigen
released into culture supernatants; and inhibiioHIV-induced syncytium
formation. Anti-HSV-1 activity was assessed by pkagield reduction. In
addition, their effects on the blood coagulatioogasses and stability in the
blood were evaluated. These data indicate thatfCes-& potent antiviral agent
against both HIV-1 and HSV-1. Furthermore, Ca-S§uise promising as an
anti-HIV agent because even at low concentratidrizaeSP an enhancement of
virus-induced syncytium formation was not obsenasdwas observed in DS-
treated cultures, Ca-SP had very low anticoagw@etvity, and showed a much
longer half-life in the blood of mice when compareith that of DS. Thus, Ca-
SP can be a candidate agent for an anti-HIV thetapdrug that might
overcome the disadvantages observed in many siiff@igsaccharides. When
the role of chelation of calcium ion with sulfategps was examined by
removing calcium or its replacement by sodium,ghesence of calcium ion in
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the molecule was shown to be essential for the-dependent inhibition of
cytopathic effect and syncytium formation inducgd-iV-1.
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ANTI-INFLAMMATOIRE

25. Activité anti-inflammatoire d'un extrait de phycocyanine sur une colite
de rat provoquée par de l'acide acétique

Gonzalez, Rodriguez, Romay, Ancheta, Gonzalez, Atmy&emire, Merino

Pharmacological Research, Vol. 39, No. 1, 1999

L'effet anti-inflammatoire d'un extrait de c-phygaaine a été étudié sur une
colite de rat provoquée par de l'acide acétiquephycocyanine (150, 200 et
300mg/kg p.o) a été administrée 30 min avant larais route de la colite avec
un lavement de 1 ml d'acide acétique a 4% pa¥mgt-quatre heures plus tard,
l'activite du myeloperoxydase (MPO) a été déterminét une étude
histopathologique et ultra-structurelle a été mesideles tissus du colon. La
phycocyanine a considérablement réduit l'activie PO qui avait été
augmentée dans le groupe de contrdle de la cdlite.plus, des études
histopathologiques et ultra-structurelles ont éenées sur les tissus du colon et
ont montré une inhibition de linfiltration des locdés inflammatoires ainsi
gu'une réduction des dommages provoqueés sur lesmale rats traités a la
phycocyanine. Le réle probable des propriétés apdiantes et anti-radicalaires
de la phycocyanine contre des espéces réactivd'sxygene dans les effets
anti-colitiques est discuté dans l'article. A n@ognaissance, ceci est le premier
rapport sur l'effet anti-inflammatoire de la phygagine dans un modele
expérimental de colite.

26. Effets d'extrait de phycocyanine sur les niveaude prostaglandine E2
dans un test d'inflammation d'oreille de souiris.

Romay C, Ledon N, Gonzalez R.
Arzneim.-Forsch./Drug ReS0 (1), 1106-1109 (2000)

Il a été démontré récemment que la phycocyanine, hiliprotéine isolée a
partir de la microalgue Spiruline, a une activitati-enflammatoire dans
difféerents modeles d'inflammation sur plusieursmanix. Dans ce rapport, les
effets de la phycocyanine sur les concentrationgrestaglandine E2 (PGE?2) et
sur l'activité des phospholipase A2 (PLA2) ont ééterminés respectivement
avec de l'acide arachidonique (AA) et dans des aeslédforeille de souris
induits par du 12-O-tétradécanoyl phorbol 13-aeé{afPA). La phycocyanine
(50-200mg/kg p.o) a inhibé les niveaux de PGE2 dassoreilles de souris
traités a l'acide arachidonique (AA) d'une mandg#pendant du dosage. De plus
la phycocyanine (100-400mg/kg p.o) a réduit modémntiactivité des PLA2
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dans les cedémes d'oreille de souris induits pafRi. Dans ce modele, du
triamcinolone (10mg/kg p.o) utilisé comme référenee provoqué de

remarquables effets inhibiteurs sur l'activité &$2. Ces résultats montrent
pour la premiere fois de facon évidente que lesteffinti-inflammatoires de la
phycocyanine pourraient résulter, au moins en g@ade [l'inhibition de la

production de PGE2 et d'une inhibition modéréeaidivité des PLA2.

27. Effets d'extrait de phycocyanine sur le FacteuNécrosant les tumeurs
(TNF-a) et sur les niveaux de nitrites dans des sérums deuris traités avec
de I'endotoxine.

Romay C, Delgado R, Remirez D, Gonzalez R, Rojas A.
Arzneim.-Forschung./Drug Res1 (l1), 733-736 (2001)

La phycocyanine est une biliprotéine qui déploie dets anti-inflammatoires
et antioxydant dans différents modeles expérimentawivo et in vitro. Dans
cette étude les effets de la phycocyanine sur ¢éeba Nécrosant les Tumeurs
(TNF alpha) et les niveaux de nitrites dans desmsgrde souris traités avec du
lipopolysaccharide (LPS) ont été examinés. Le TENFE été mesuré par
cytotoxicité sur des cellules L-929 et les nitripgs la réaction de Griess, aprés
réduction de tous les nitrates en nitrites pariteate réductase. 1 heure apres
I'injection de LPS (0.5mg/kg i.p.) il y a eu unegmentation significative des
niveaux de TNFa dans les sérums de souris. La phycocyanine (56804
p.o.) administrée une heure avant le LPS, a rédunitfonction du dosage, la
concentration de TNB-dans le sérum. Aprés 18 heures le LPS (30mg/Kpa.p
aussi provoqué une augmentation importante desmivde nitrites, qui ont été
réduits, en fonction du dosage, par un pré-traitenaela phycocyanine (100-
300mg/kg p.o.). Les résultats indiqguent que la phyanine déploie des effets
inhibiteurs sur le TNF& et sur la production de NO qui pourraient étratatés
aux propriétés antioxydantes de la biliprotéine.

28. Effets inhibiteurs de la spiruline sur l'arthrite de souris induite par
zymosan — Phycocyanine en tant que composé anti-aritique

Remirez D, Gonzalez R, Merino N, Rodriguez S, Atalt@.
Drug development research 48:70-75 (1999)

L'effet anti-inflammatoire de la micro-algue sping a été étudié sur l'arthrite
de souris induite par zymosan. Quatre jours apirgedtion intra articulaire de
zymosan (15mg/ml), la spiruline (100 et 400mg/kg paie orale) a été
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administrée aux animaux pendant 8 jours. Les sfumémnt alors tuées et le beta-
glucuronidase a été mesuré dans le fluide synd@l@que joint de genou a été
enlevé pour une étude histopathologique. La spieula réduit de facon
significative les niveaux de beta-glucuronidaseausient été augmentés par le
zymosan. Les études histopathologiques et ulticsiiles ont montré une
inhibition de la réaction inflammatoire, mais pasdestruction de cartilage, des
chondrocytes bien préservés, des réticulum endopjaes rugueux et des
mitochondries normaux ont été observes. L'effetathiritique déployé par la
spiruline comme montré dans ce modeéle est peutl@frau moins en partie, aux
propriétés anti-inflammatoires et antioxydante den sconstituant la
phycocyanine rapportées précédemment. A notre cxsaree, ceci est le
premier rapport sur l'effet anti-inflammatoire de dpiruline dans un modele
expérimental d'arthrite.

29. Etudes complémentaires sur [l'activité anti-infkmmatoire de la
phycocyanine dans des modéles animaux d'inflammatio

Romay, Ledon, Gonzalez

Inflammation Research 47 (1998) 334-338

OBJECTIF : Examiner les effets de la C-phycocyanimepigment trouvé dans

les algues bleu-vertes, qui agit comme antioxydantitro et in vivo dans

différents modeles animaux d'inflammation.

Matériel : Utilisation de rats males Sprague Davdegouris OF1

Traitements : L'oedéme a été provoqué par :

a) AA (0.5mg/oreille) ou TPA (du/oreille) dans l'oreille de souris

b) Injection de carraghénanes (0.1 ml d'une suspersib¥) dans la patte de
rat (+/- adrénalectomie)

c) Boulette de coton implantée dans l'axile de rat

La phycocyanine (50-300mg/kg p.o) ou l'indométagiimag/oreille ou

3-10mg/kg p.o) en tant que référence ont été telstés les 4 modéles animaux.

METHODES : Les mesures de l'augmentation du pondg) (de biopsie de

section d'oreille de 6mm provenant d'oreilles é&edt ont été effectuées en

comparaison avec les oreilles de contréle, en m@&mps que l'activité de la

myeloperoxydase (MPO) comme indice de linfiltrati@les neutrophiles.

L'augmentation de I'épaisseur de la patte (mm§an&surée avec un compas a

cadran. La boulette de coton été implantée etuisjapres, le granulome a été

enlevé et le poids sec a été déterminé. La toxagaé a éeté étudiée chez les

souris et les rats. Les statistiqgues ont été fames utilisant [l'analyse

unidirectionnelle de la variance avec le test dadam Multirange.

RESULTATS : La phycocyanine a réduit significativemh (p<0.05) et en

fonction de la dose, I'cedéme d'oreille induit pAret TPA chez les souris, ainsi
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que lI'o,edéme dans la patte de rat induit par leagta&nanes (chez des animaux
intacts et adrénalectomisés). Dans le test au T®Pphycocyanine a également
réduit le contenu en MPO. De plus, la phycocyamiexercé un effet inhibiteur
dans le test de granulome avec la boulette de cbimms le test de toxicité aigué
chez les rats et les souris, méme a la plus haste téstée (3000mg/kg), aucune
toxicité n'a été trouvee.

CONCLUSIONS : La phycocyanine montre une activitéi-anflammatoire
dans 4 modeles expérimentaux d'inflammation. Seprigtés antioxydantes et
anti-radicaux libres peuvent contribuer, au moingartie, a son activité anti-
inflammatoire.

30. Inhibition sélective de la cyclooxygenase-2 pda C-phycocyanine, une
biliprotéine issue deSpirulina platensis

Reddy CM, Bhat VB, Kiranmai G, Reddy MN, Reddann®Rdyastha KM.

Department of Organic Chemistrey, Indian Instinit&cience, Bangalore, 560 012, India

Nous rendons compte de données issues de deuxnsgstBessai (essai avec
une enzyme isolée et essai avec du sang entierJaq@ephycocyanine, une
biliprotéine issue deSpirulina platensisest un inhibiteur sélectif de la
cyclooxygenase-2 (COX-2) avec un rapport IC(50) GDKXIC(50) COX-1 trés
bas (0.04). L'étendue de l'inhibition dépend deélaode de pré-incubation de la
phycocyanine avec COX-2, mais pas de la périodaé&kncubation avec
COX-1. La valeur IC(50) obtenue pour linhibitione dCOX-2 par la
phycocyanine est beaucoup plus basse (180 nM) glkesade la celecoxib
(255nM) et du rofecoxib (401 nM), les inhibiteurlextifs de COX-2 bien
connus. Dans l'essai avec le sang entier, la pjgoote a inhibé tres
efficacement COX-2 avec une valeur IC(50) de 80h&phycocyanine réduite
et la phycocyanobiline, le chromophore de la phyaame, sont de pauvres
inhibiteurs de COX-2 sans la sélectivité de COX&ela suggere que
I'apoprotéine dans la phycocyanine joue un rélalalés I'inhibition sélective de
COX-2. Cette étude montre que les propriétés hepatectives, anti-
inflammatoires et anti-arthritiques de la phycodganrapportées dans la
littérature pourraient étre dues, en partie, apsepriétés d'inhibition sélective
de COX-2, bien que sa capacité anti-radicalairecafé contre les radicaux
libres et sa capacité a arréter la peroxydatidditjine puissent également jouer
un réle.

30.1 C-Phycocyanin, a selective cyclooxygenase-Bibmitor, induces
apoptosis in lipopolysaccharide-stimulated RAW 264. macrophages

Madhava C. Reddy, J. Subhashinf, S. V. K. Mahipal, Vadiraja B. Bhat*,
P. Srinivas Reddy, G. Kiranmai?, K. M. Madyastha2 and P. Reddanna
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C-Phycocyanin (C-PC) is one of the major biliprogeofSpirulina platensisa
blue green algae, with antioxidant and radical enging properties. It is also
known to exhibit anti-inflammatory and anti-canpeoperties. However, the
mechanism of action of C-PC is not clearly undedtd’reviously, we have
shown that C-PC selectively inhibits cyclooxygerag€0X-2), an inducible
iIsoform that is upregulated during inflammation @adcer. In view of the
reported induction of apoptosis in cancer celleysiooxygenase-2 inhibitors,
the present study is undertaken to test the edfe€CtPC on LPS stimulated
RAW 264.7 mouse macrophage cell line. These studies shown a dose
dependent reduction in the growth and multiplicatd macrophage cell line by
C-PC. This decrease in cell number appears to loeateel by C-PC induced
apoptosis as evidenced by flow cytometric and cmalfoicroscopic studies.
Cells treated with 20M C-PC showed typical nuclear condensation and%6.6
of cells in sub-@G; phase. These cells also showed DNA fragmentati@n |
dose dependent manner. The studies on poly(ADRejqmolymerase (PARP)
cleavage showed typical fragmentation pattern irCteated cells. This C-PC
induced apoptosis in RAW 264.7 cells appears tmédiated by the release of
cytochromec from mitochondria and independent of Bcl-2 exp@ssThese
effects of C-PC on RAW 264.7 cells may be due tluced PGElevels as a
result of COX-2 inhibition.

AUTRES

31. Activités inhibitrices des protéines deSpirulina platensis par photo
immobilisation du biomatériel sur la prolifération des cellules cancéreuses.

Guan Y, Guo B.
Biotechnology Research Institute, South China Notdmaversity, Guangzhou 510631

La protéine bioactive de phycocyanine et toutes destéines deSpirulina
platensisont été isolées et purifiées. Les protéines phéastives ont été
synthétisées en couplant les protéines avec dud@fo- benzoyloxy)
succinimide) et ont été étalées sur 24 plagues uire de cellules en
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polystyrene. Alors la surface protégée a été expasdes radiations UV pour
permettre une fixation chimique de protéines viactmversion du groupe
phenylazido en un tres réactif phényl-nitréne quimfe spontanément des
liaisons covalentes avec ses hydrocarbones voistis. ces plaques de
polystyrene contenant des protéines immobilisées cdllules cancéreuses 7402
du foie ont été mises en culture dans des conditd@pourvues de sérum, et
I'activité inhibitrice sur la prolifération des tdes cancéreuses du foie a été
étudiée et analysée.

32. Effets inhibiteurs de la phycocyanine issue depirulina platensissur la
croissance des cellules K562 de leucémie humaine

Yufeng Liu, Lizhi Xu, Ni Chang, Lijun Lin et ChangnwZhang
Journal of Applied Phycology 12: 125-130, 2000.

Les effets de la phycocyanine issueSferulina platensissur la croissance de
cellules K562 des crises chroniques de leucémidaggée a été étudié avec de
I'agar-agar semi-solide et la mesure de la viébddllulaire. La phycocyanine a
significativement inhibé la croissance des cellld®&62 d'une facon dépendant
de la dose. La valeur de I'lC50 de la phycocyagiaét de 72.5mg/L. Ensuite,
les cellules K562 ont été mises en culture avetadehycocyanine pendant 6
jours, la cytométrie de flux a montré qu’il y avpltus de cellules bloquées dans
leur progression dans la phase-S et qu'elles étaiedtées en phase G1. La
fragmentation de I'ADN a indiqué qu'il n'y avaitspde base manquante dans les
fragments d'ADN avec contenant un multiple de 20@upiquant que 'apoptose
n'a pas eu lieu. L'analyse par Western blot a raamqie la protéine Bcl-2 était
exprimée mais son niveau restait inchangé alordegneeau d'expression de
c-myc a augmenté. Ces résultats suggerent queyleopyanine pourrait étre
capable d'inhiber la croissance des cellules K562 yme voie autre que
I'apoptose et que le changement du mode d'expres&iola protéine c-myc
pourrait étre impliqué dans une telle inhibition.

33. Phycocyanin-mediated apoptosis in AK-5 tumor dis involves down-
regulation of Bcl-2 and generation of ROS.

Pardhasaradhi BV, Ali AM, Kumari AL, Reddanna P,aIA.

Centre for Cellular and Molecular Biology, Hyderdd#0 007, India.

C-phycocyanin, which is a major biliprotein of thkele-green algae, has been shown to
possess cyclooxygenase-2 inhibitory activity. Weehstudied the effect of phycocyanin on a

rat histiocytic tumor line. AK-5 cells are inducedo apoptotic death program when treated
with phycocyanin, which involves the activationaaispase-3. Phycocyanin-mediated
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apoptotic death is induced through the generatioaaxtive oxygen radicals. Free radical
scavengers inhibited phycocyanin-induced apoptath in AK-5 cells. Bcl-2, an inhibitor
of apoptosis, is shown to regulate ROS generaBoh2 gene-transfected AK-5 cells are
resistant to phycocyanin-induced death. Overexmmessd Bcl-2 inhibited the production of
ROS in phycocyanin-treated AK-5 cells. Thus, ousarations demonstrate phycocyanin-
induced apoptotic death in AK-5 cells, which isiited by Bcl-2 expression through the
regulation of free radical generation. Phycocyaainatural product, could therefore be a
possible chemotherapeutic agent through its apiopotivity against tumor cells.

34. Effet radioprotecteur de I'extrait de Spirulina platensissur les cellules de
moelle osseuse de souris étudié en utilisant lettdst micronoyau.

Qishen P, Guo BJ, Kolman A

Department of Biotechnology, Zhongkai AgriculturedaTechnology College, Guangzhou
People's Republic of China.

L'effet radioprotecteur d'un extrait de Spirulidatpnsis a été étudié en utilisant
le test du micronoyau dans des érythrocytes pabynhtigues de moelle osseuse
de souris. Dans ce systeme l'extrait a provoquééohgection importante des
fréquences de micronoyau induites par des radmtiamma.

35. Utilisation post-radiative de complexes contemd des vitamines et d'un
extrait de phycocyanine dans les Iésions faites peadiation chez le rat.

Karpov LM, Brown Il, Poltavtseva NV, Ershova ON, iakis SG, Vasil'eva TV, Chaban IuL.

Mechnikov Odessa State University, Ukraina.

Des rats de Wistar ont été exposé a des rayonsd&sadoses de 5 Gy. Une
diminution significative de l'activit¢ du déshydésmpse, des niveaux de
phosphate riches en énergie et l'efficacité de dierse antioxydante, ainsi
gu'une augmentation significative du pyruvate total été observées pendant 4
semaines. Il a été trouvé que le fait de noursiréds exposés avec un extrait de
phycocyanine provenant de l'algue bleu-ve3f@rulina platensisconduisait a
une correction de ces effets. Le méme résultaé drétivé aprés des injections
de tocophérol ou de 6 vitamines hydrosolubles cergd. La combinaison des
composés mentionnés ci-dessus a eu un effet ploguganotamment sur la
présence d'unitiole et de p&e

36-Le recombinant de la sous-unité béta de la C-phgcyanin inhibe la
prolifération des cellules cancéreuses et induit aptose.

Wang H

Department of Biology, Georgia Cancer Center, Geoig State University,
University Plaza, Atlanta, GA 30303, USA, State Keyaboratory of
Freshwater Ecology and Biotechnology, Institute oHydrobiology, Chinese
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Academic of Science, Wuhan 430072, China; Graduagchool of the
Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China.

C-Phycocyanin (C-PC) from blue-green algae has begorted to have various
pharmacological characteristics, including antlanfmatory and anti-tumor
activities. In this study, we expressed the betassit of C-PC (ref to as C-
PC/beta) in Escherichia coli. We found that theneginant C-PC/beta has anti-
cancer properties. Under the treatment of SmuMefrecombinant C-PC/beta,
four different cancer cell lines accrued high dgesktion inhibition and

apoptotic induction. Substantially, a lower res@oascurred in non-cancer
cells. We investigated the mechanism by which Cbet/inhibits cancer cell
proliferation and induces apoptosis. We found thatC-PC/beta interacts with
membrane-associated beta-tubulin and glyceraldeBymleosphate
dehydrogenase (GAPDH). Under the treatment of HRCibeta,
depolymerization of microtubules and actin-filansewere observed. The cells
underwent apoptosis with an increase in caspaape3¢caspase-8 activities. The
cell cycle was arrested at the GO/G1 phase unddreatment of C-PC/beta. In
addition, the nuclear level of GAPDH decreasediBgantly. Decrease in the
nuclear level of GAPDH prevents the cell cycle frentering into the S phase.
Inhibition of cancer cell proliferation and industi of apoptosis may potentate
the C-PC/beta as a promising cancer preventiohesapy agent.
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