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Résumé

Contexte:

les cellules souches adultes sont connues pour @veicapacité réduite de restauration dées
gue nous vieillissons et sont plus vulnérablestigass oxydatif résultant d'une diminution de
la capacité du corps a se guérir. Nous avons d&gnalé qu'une formulation exclusive
nutraceutiques, NT-020, favorise la prolifératias @ellules souches hématopoiétiques de
I'hnomme in vitro et protége les cellules souchestdess oxydatif chronique lorsqu'il est
administré a des souris in vivo. Parce que lesadpprécédents suggéerent que les algues
bleu-vert, Aphanizomenon flos-aquae (AFA) peuveatdier la fonction immunitaire chez
les animaux, nous avons cherché a étudier lesaféeAFA sur les cellules souches humaines
dans les cultures.

Matériel / Méthodes:

Deux produits ont été utilisés pour l'extraction:

AFA (AFA-W) et AFA concentré (AFA-C). Les extractie a l'eau et I'éthanol ont été
réalisées afin d'isoler les composés actifs pauexpériences de cultures cellulaires.

Pour 'analyse de la prolifération cellulaire deButes de moelle osseuse, des cellules CD34
+ ont été cultivées sur des plaques de 96 puitaigs pendant 72 heures avec divers extraits.
Un test MTT a été utilisé pour estimer la prolitéra cellulaire.

Résultats:

Nous rapportons ici que l'ajout d'un extrait alaqodé de concentré AFA augmente encore
I'action proliférative des cellules souches du ND-rsqu'il est incubé avec des cellules
humaines adultes de moelle osseuse ou CD34 + ptegénhématopoiétiques humains en
culture.

L’extrait d'algue seul avait seulement produit aogvité modérée dans les essais de ces
souches de prolifération cellulaire.

Conclusions:
Cette étude préliminaire suggére que le NT-02@G5 péxtrait de la CAF a I'éthanol peut agir
pour favoriser la prolifération des populationscééiules souches humaines.



Les cellules souches sont présentes dans de naxinganes de I'adulte humain, y compris
la moelle osseuse, le sang périphérique, le covddrilical, le sang, la rate, la pulpe dentaire,
les tissu adipeux et le cerveau.

Ces cellules souches sont a I'étude pour leur pekefutilisation des tissus transplantés et
dans le traitement de maladies telles que les cares maladies neuro-dégénératives, le
diabéte, les accidents vasculaires cérébrauxniasctus du myocarde, la sclérose latérale
amyotrophique (SLA) et la maladie de Parkinson][1Peu d'efforts ont toutefois été réalisés
dans le renforcement des cellules souches endogdoidss comme moyen pour favoriser la
guérison.

Au cours du vieillissement, les cellules souchasdtad sont connus pour avoir un taux réduit
de capacité de régénération [8,9] et sont plusdldessau stress I'oxydatif [10] entrainant une
diminution de la capacité de I'organisme de seigu&ar exemple, les satellites des cellules
souches neurales du muscle, cellules et progésiemdothéliaux montrent tous la réduction
de prolifération chez les personnes agées et eelgguer un réle dans les pathologies de
maladies liées a I'age [11-14]. Dans les maladiediavasculaires par exemple, il existe une
corrélation entre une réduction des cellules saragupériphériques progénitrices
endothéliales et de nombreux facteurs de risquesadigdie cardio-vasculaire [15,16]. Les
cellules souches neurales sont des cellules augsiises a une diminution de la capacité
proliférative di au vieillissement et certains éntis I'hypothése que des baisses dans la
neurogenése di au vieillissement sont liées ainddajnitif [17-19]. Toutefois, de plus en
plus la bibliographhie indique que certains nutnisevitamines, et flavonoides pourraient
jouer un réle important dans la prolifération etrlaintien d'un remplacement continu des
cellules souches nécessaires a la santé et a-fandoivellement des cellules souches dans le
sang, le cerveau et autres tissus.

Il semble que certains nutriments, vitamines eftditedides pourraient jouer un réle important
dans le maintien de l'auto-renouvellement des leslisouches et stimuler la prolifération et la
différenciation des progéniteurs engagés nécessaireemplacement continu des cellules
matures dans le sang, le cerveau et d'autres.tiEsumutre, il peut étre possible d'utiliser
certaines produits naturels, seuls ou en synqugid, la traitement des affections ou le
remplacement de cellules souches semble justibésMivons réecemment étudié la capacité
de divers composés naturels pour stimuler la gmalifon des cellules souches humaines
provenant de la moelle osseuse (cellules CD34 eglktles souches du sang périphérique

( CD133 +) in vitro [20]. Plus précisément, nousm@ montré qu'une combinaison
particuliere d'extrait de bleuet, extrait de th& vearnosine, et de vitamine

D3, une formule exclusive de nutraceutiques cosous le nom scientifique de NT-020, a
démontré une activité synergique dans la promgdroiiférative des cellules souches
hématopoiétiques humaines en culture [21]. En pdées une étude de suivi, nous avons
constaté que NT-020 réduit le stress oxydatif indaduit I'apoptose des neurones murins et
des cellules microgliales in vitro [21] La culturellules souches de moelle osseuse de souris
au NT-020 par voie orale pendant 2 semaines pr&saenhune réduction dose-dépendance du
stress oxydatif induit par la mort cellulaire. @sdes précliniques montrent que les
formulations de neutraceutiques comme le NT-02Qypnt agir pour promouvoir la

guérison par le biais d'une interaction avec lgmifadions de cellules souches [21]. Des
études avec NT-020 ont montré qu'ils favorisemniigration des cellules souches du cerveau
de la niche de cellules souches sur le site deetsbire dans un modele animal.

Le NT-020 a été montré dans une étude contréléegréuenir des dommages de l'ischémie
de 70% par rapport aux conditions de contréle.cBarmémes animaux il a été démontré qu'il
y avait une augmentation du nombre de cellulestesineurales dans les niches de cellules
souches de la zone sous-ventriculaire et surdadsitblessure dans le striatum. Ces données
ont démontré que NT-020 favorise la proliférati@s dellules souches dans la niche et la



migration des ces cellules de tissus endommagégsJB2 classe supplémentaire de
composeés a également été suggéré pour avoir ukagéadans la promotion de la fonction

des cellules souches. Classifiees comme cyanoles;tias algues bleu-vert (Aphanizomeénon
Flos Aquae (AFA)) sont riches en phycocyanine,edgnne une pigmentation bleu. La
grande quantité de chlorophylle donne la couledrwé& D’autres caroténoides
supplémentaires présents contribuent a la pigmentathe en bleu des algues vertes. Les
algues bleu-vert ont également démontré les eftetta fonction des cellules immunitaires,

y compris l'augmentation des mononucléaires, ibaates cellules [18], qui est la fraction

qui contient des cellules souches adultes.

Dans des études plus étendues, une fraction diysguzharide dénomme "Immolina” isolé
par extraction a I'éthanol de I' algue bleu-veété@trouvé comme un puissant stimulateur
permettant 'augmentation de cytokines et I'expogsde genes codant sur les membres d'une
famille de cytokines chimiotactiques qui stimuléntirculation des leucocytes et réglemente
la migration des leucocytes du sang vers les tj&&26].

Le but de la présente étude était de déterminesflets des extraits a I'eau ou a I'éthanol de la
CAF sur la prolifération des cellules souches hmesadultes lorsqu'ils sont administrés
seuls ou en combinaison avec NT-020 in vitro.

Matériel et Méthodes Réactifs :

Tous les composés ont été ajoutés a des culturesdldes comme décrit dans les sections de
résultats.

Deux produits AFA ont été utilisés pour I'extrantio

AFA (AFA-W) et AFA concentré (AFA-C) qui ont été mgreusement donnés par

Simplexity. La paroi cellulaire de I'AFA concentrést éliminée I'aide d'un procédé exclusif
(Simplexity Health), ce qui concentre le maténmtacellulaire.

L’AFA est récoltée et traitée conformément aux nesrde la FDA (Pratiques de Fabrication
et réglementation de I'Oregon Ministére de I'Adgtioe)

L’AFA subit des tests de qualité strictes d'assteate la présence d'éléments indésirables, y
compris les toxines, pesticides, métaux lourddeeanicro-organismes préjudiciables

Les réactifs sont dissous aux ultrasons danseda tlistillée pendant 15 minutes et stérilisés
par filtration avec un filtre 45 mn avant appliceti

Pour les cultures cellulaires d’extractions a 8étbl les préparations d’AFA ont également été
etudiées. Les réactifs ont été dissous dans l'étldarn0%, vortexés pendant 40 secondes et
incubées a 65 degrés Celsius pendant 2 heuresxtraits ont été centrifugés a 1000 tr / min
pendant 2 minutes, le surnageant a été recuedlprGcessus a été répété puis les surnageants
réunies et séchées. L'extrait sec a été pesé & egnsuspension dans l'eau, filtré, stérilisé et
utilisé pour des expériences de culture celluldies. extractions MTT pour I'analyse de la
prolifération cellulaire des cellules de moelleaasse ou CD34 + humaines (AllCells, Inc) ont
éte cultives sur 96 plaques (5 x 104/well) conted@0uL de milieu complet (RPMI 1640

d’'un milieu supplémenté avec 5% FCS). Ces cellotggté traitées pendant 72 heures avec
différents extraits d’'une large gamme de dose$(6g,/ ml a 500 ng / mL) avec ou sans
NTO020 (une formulation exclusive de bleuet, devibd, carnosine et de la vitamine D3
précédemment décrit) [20]. Cette méthode et Katilon des doses ont été jugée optimales
dans les précédents études [20] et les avons dilisées pour les essais d’AFA dans la
présente étude.

Cing heures avant la fin du traitement,.20de solution de MTT (kit MTT, Sigma) a été
ajouté a chaque lot. Ces plagues ont ensuite @dées dans une étuve a CO2a 37 ° C
pendant 5 heures et les essais de culture réalisésaiguille et seringue. 20Q de DMSO a

été ajouté a chaque puits avec aspiration et ifoemt afin de dissoudre les cristaux. Ces
plaques ont été remis a I'étuve a 37 ° C pendarihbtes, transférées au lecteur de plaque
afin de mesurer I'absorbance a 550 nm.



Les données ont été représentées en pourcentaga meyprolifération relative

définies comme O.D. Lecture des cellules de comiiél chaque numéro traité et normalisé.
(absence de traitement). Ce test mesure la fongtitothondriale et refléte donc la santé et la
prolifération cellulaires. Les analyses ont étdiséas en double aveugle pour chaque
individu et I'expérience a été répété au moindgtdour déterminer la reproductibilité.

Analyse statistique.
La signification statistique des données a étéuéeaén utilisant un two tailed et Student-test.
Le critére de rejet de I'nypothése nulle hypotl@éts P <0,05.

Résultats

Effets de I'AFA seul sur la prolifération de moadeseuse humaine.

Comme le montre la figure 1, lorsque plusieursastard’ AFA ont été ajoutés a des cellules
de moelle osseuse en culture a des doses entret@)b ng / ml pendant 72 heures AFA-W
et AFA-C a une concentration mesurée, nous comstatoe plus grande efficacité avec la
plus grande concentration d’AFA-W (~ 25% plus deto@le) des cellules souches de moelle
des os, prolifération mesurée par MTT que 'AFA<Q@% pour le contréle).

Pour des augmentations de la prolifération en dessde 10% les contrdle ne sont pas
considérés comme importants. Il semble n'y avoérgule différence sur les mesures de la
prolifération si I'AFA a été extrait de I'eau oli€thanol (E).

Effets de la CAF combinée au NT020 sur la proltiérade moelle osseuse de 'homme.
Lorsque la dose de 500 ng/ ml d'extraits a étébande avec NT020 (500 ng / ml), I'extrait a
I'éthanol de la CAF-C semble avoir des effets #dditir la prolifération des cellules de
moelle osseuse tel que mesuré par le test MTT.

Effets de la CAF seul sur le CD 34 + et sur la pri€ration des cellules souchegsseuses
humaines

Divers extraits de la CAF ont été incubées aveadtsgles CD34 + pendant 72 heures a des
doses allant de 62,5 ng / ml & 500 ng / ml AFA-VAEA-C (a des doses de 250 ng/ ml a
500 ng / ml) et ont eu des effets pour promouaprblifération des cellules CD34 + au-
dessus des conditions de contrdle avec un maxineut#&. Les doses inférieures a 250 ng /
ml n'ont eu aucun effet significatif.

Les augmentations inférieures a 10% n’ont pasa@isidérées comme significatives.

Effets de la CAF combinée au NT020 sur la santédiuenet la prolifération des cellules
souches CD34 +

Lorsque les doses de 500ng / ml de différentagstAFA ont été combinées avec NT020
(500 ng / ml), il semble que I' extrait a I'éthanel la CAF-W a des effets additifs sur la
CD34 + pour la prolifération des cellules souchamaines mesurée par un test MTT.

Discussion

Les résultats de cette étude préliminaire préegim démontre d’avantage la notion que les
composeés naturels ont la capacité de stimulerdif¢gnation des cellules souches humaines
en culture [20]. NT-020 de 70% au-dessus des mdése ce qui soutient nos recherches
précédentes avec cette formulation [20,21].

L'eau et les extraits de I'éthanol de la CAF dénemh que le produit seul a des effets
modeérés sur la prolifération des cellules de mamkeuse et des effets représentatifs
seulement a haute doses sur les cellules CD34itrin

Un extrait a I'éthanol de la CAF a des effets @ddsur la prolifération des cellules CD34 +
lorsqu'il est combiné au NT-020. Comme indigué @déenment, Aphanizomenon flos-aquae
(AFA) contient de nombreux composeés qui peuvet &sponsables d’avantages pour la



santé. Par exemple, une fraction d’'un polysacchat&@hommée «Immolina” isolé par
extraction a I'éthanol a partir d'algues bleu-aeété trouvé comme un puissant stimulateur
provoguant une augmentation de cytokines et I'esgiwa des génes codant pour les membres
d'une famille de cytokines chimiotactiques quinstient la circulation des leucocytes et
réglemente la migration des leucocytes du sanglesitsssus [25,26].

Dans une autre étude, on a observé que la consaonnA&tA a une augmentation de la
surveillance immunitaire du plomb[18].

La phycocyanine, une composante de I'AFA, a déngéamtie activité antioxydante
preoxynitirite de récupération afin d'inhiber lalnroxygénase 2, et a donc le potentiel de
réduire l'inflammation [27-31]. En outre, le bélaaane Maitake (MBG) est un
polysaccharide extrait du corps de fruits du chgmmn Grifola frondosa, largement utilisé
pour traiter le cancer en Asie.

Récemment, Lin et al., (2004) a signalé que le MiB@liore les cellules de moelle osseuse
de souris in vitro dans I'hématopoiese et protetjeles de moelle osseuse de la doxorubicine
(DOX) toxicité [32].

Une étude de suivi par ce groupe a constaté que b¥B@es afin de renforcer la
prolifération des cellules souches par la promotiergranulocytes colony-stimulating factor
(GM-CSF), et la production [33].

Une mise en garde a retenir pour cette étude edtaguéthode utilisés pour mesurer les
cellules viables dans ce manuscrit reflete I'atiéide certaines enzymes dans la mitochondrie
et est donc seulement une mesure indirecte du mod#bcellules. Il est possible que I'effet
d'accroitre le nombre des mitochondries par cetluléonction mitochondriale pourrait
produire des résultats similaires, mais ce senaib®e tenir compte du renforcement des
fonctions cellulaires, qui serait le résultat sottha

Les futures études devraient étre effectuées afiratlier les effets de la CAF en utilisant des
épreuves plus spécifiques du nombre de cellulesg@imiter les effets sur la prolifération
par rapport a 'augmentation de I'activité métadpodi. En outre, il convient de noter que de
nombreux composants favorisant la prolifération@dkiles souches sont des
polysaccharides qui peuvent se solubiliser dang lu l'autre des extractions aqueuse ou a
I'éthanol. Les méthodes d'extraction sont donadeditions susceptibles d'influer sur le
montant des composants actifs. Des recherchesgpentrdélimiter les molécules actives
dans cet extrait aux fins d'une validation de lacirisation. Une mise en garde
supplémentaire rapporte que les données que néserions ici pour la prolifération des
cellules souches de moelle osseuse avec le NEfidaférieur a celui précédemment
publiés [20].

Il existe la plusieurs raisons possibles de cettéca

Une possibilité est que le donateur des cellulenoelle osseuse a été un fournisseur
différent de I'étude précédente;

Une seconde raison possible est la variabilitéddesiteurs. Ces deux possibilités pourraient
entrainer des variations dans les nombres dessdiyaes de cellules présentes dans la moelle
osseuse utilisées dans les deux études comme |kemosseuse est une population cellulaire
mixte qui contient des cellules hématopoiétiquetirea ainsi que d'un petit nombre y
compris des cellules souches CD34 +,.

Les données présentées dans cette étude du s@gigepgue de cellules isolée dérivées
CD34 + étaient similaires a celles déja publié [2@s CD34 + sont une population plus
définie que des progéniteurs hématopoiétiquesustgme donc refléter plus fidelement les
effets sur la fonction des cellules souches.

Conclusions
Cette étude démontre pour la premiére fois quérbea I'éthanol AFA-C, étudié en



association avec NT-020 avait un effet additiflesrcellules de moelle osseuse humaines et
CD34 + de cellules souches in vitro.

Si I'on examine seulement les différents extraat$ AFA ils ont des effets modestes pour
promouvoir la prolifération des cellules souchesad@oelle osseuse ou les cellules souchess
CD34 + de 'homme in vitro. Ce préliminaire sugggue les études précliniques du NT-020,
plus un extrait concentré par I'éthanol de la CAHtgavoriser la prolifération et la santé des
populations de cellules souches humaines
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