
WO 2012/004522 PCT/FR2011/051593 

1 

COMPLEXE MACROMOLECULAIRE D'ORIGINE BACTERIENNE ET 

UTILISATION DUDIT COMPLEXE MACROMOLECULAIRE POUR PREVENIR 

ET TRAITER LES RHUMATISMES INFLAMMATOIRES 

La presente invention concerne un complexe 

5 macromoleculaire d'origine bacterienne ainsi que 

1'utilisation dudit complexe macromoleculaire pour la 

prophylaxie et le traitement des rhumatismes 

inflammatoires. 

De nombreuses etudes scientifiques ont mis en evidence 

10 le role que joue la flore intestinale dans la pathogenese 

des maladies inflammatoires rhumatismales chroniques telles 

que la polyarthrite rhumatoide, la spondylarthrite 

ankylosante ou les rhumatismes post-infectieux. 

Par exemple, 1'absence de signes d'arthrite est 

15 observee chez les animaux sans germes (rats ou souris 

transgeniques) alors que leurs confreres hebergeant une 

flore intestinale developpent des signes d'arthrite (Rath 

HC,et al ; J. Clin.Invest ;98(4) ; 945-953 ;1996 et 

Abdollahi-Roodsaz S., et al ; J.Clin.Invest ;118 ;205-

20 216 ;2008) . 

Par ailleurs, chez l'etre humain, des etudes ont 

montre que les patients dont la polyarthrite rhumatoide 

etait de diagnostic recent, hebergeaient peu de 

bifidobacteries, par rapport a des sujets temoins 

25 (Vaahtovuo J,et al ; J.Rheumatol ;35 ; 690-693 ;2008) et 

lorsque l'equilibre de la flore intestinale etait 

partiellement restaure par 1'introduction d'une 

alimentation vegetarienne, l'etat du patient se trouvait 

etre ameliore (Peltonen R, et al ; J.Rheumatol ;36 ; 64-
30 68 ;1997) . Enfin, il est bien connu que 1'utilisation de 

certains antibiotiques qui modifient la composition de la 

flore intestinale ameliore les signes de la polyarthrite 

rhumatoide (Stone M. et al. ; J.Rheumatol ;30 ;2112-

2122 ;2003) . 
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Un des mecanismes expliquant 1'implication de la flore 

intestinale dans la pathogenese des maladies rhumatismales 

chroniques reside dans sa capacite a reguler la 

translocation bacterienne. Le mecanisme de translocation 

5 bacterienne est defini par le passage de la barriere 

intestinale de bacteries intestinales. Ces bacteries 

intestinales sont captees puis transportees par des 

cellules du systeme immunitaire intestinal telles que des 

cellules dendritiques ou les macrophages vers le site 

10 synovial provoquant un foyer inflammatoire douloureux de 

type rhumatismal au niveau des articulations. 

La composition de la flore intestinale influence ce 

processus. Ainsi, lorsque les bifidobacteries colonisent 

largement la partie basse de l'intestin, ces dernieres 

15 montrent une capacite a reduire la translocation 

bacterienne (Romond MB, et al. ; Anaerobe ; 14 ; 43-48 ; 

2008). 

Par ailleurs, la composition de la flore intestinale 

influence egalement le niveau d'expression de genes 

20 impliques dans la reponse inflammatoire, tels que les 

galectines (Romond MB, et al ; Fems Immunol Med Microbiol ; 

55 ; 85-92 ; 2009). 

II existe a ce jour de nombreux produits capables de 

modifier la flore intestinale tels que les prebiotiques ou 

25 les probiotiques. En revanche, peu d'entre eux ont un 

impact positif sur la translocation bacterienne. Parmi les 

produits ayant une action benefique vis-a-vis de la 

translocation bacterienne, on trouve la macromolecule 

isolee de culture de Bifidobacterium breve. En effet, il a 

30 ete demontre dans les documents WO 2004/093898 et 

WO 2006/040485 que 1'administration par voie orale de cette 

macromolecule entrainait une diminution de la translocation 

et de la dissemination bacterienne et que cette derniere 

presentait une activite preventive de l'arthrite induite 
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par collagene chez la souris. Cependant, une activite pro-

inflammatoire residuelle est toujours observee avec 

1'utilisation de la macromolecule isolee de culture de 

Bifidobacterium breve, ce qui limite son utilisation dans 

5 le domaine des maladies inflammatoires. 

II serait done avantageux de disposer d'un produit 

permettant une diminution de la translocation bacterienne 

et qui ne presenterait pas d'activite pro-inflammatoire 

residuelle. 

10 Or, la demanderesse a decouvert que 1'utilisation d'un 

complexe macromoleculaire isole de culture de 

Bifidobacterium longum permettait de repondre a ces 

exigences. 

Le complexe macromoleculaire de la presente invention 

15 est produit par la souche Bifidobacterium longum CBi0703, 

deposee selon le traite de Budapest sous le numero CNCM I-

3994 au nom de BIFINOVE, le 23 Mai 2008 aupres de la 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) 

tenue par l'Institut Pasteur, 25 rue du docteur Leroux 

20 75015 Paris. 

Ledit complexe macromoleculaire est constitue de 

chaines associant une lipoproteine et un oligosaccharide au 

sein desquelles : 

- la lipoproteine presente une masse moleculaire de 

25 30kDa a 60kDa ; 

- 1'oligosaccharide presente une masse moleculaire 

inferieure a 15kDa, et de maniere preferee inferieure 

a lOkDa ; 

- la partie lipoproteique qui est constitute de 

30 1'ensemble des lipoproteines de chacune des chaines 

represente 75 a 99%, preferentiellement de 80 a 98%, 

plus pref erent iellement de 85 a 95% en poids de la 

masse totale du complexe et la partie 

oligosaccharidique qui est constitute par 1'ensemble 
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des oligosaccharides liee a chacune des chaines 

represente 1 a 25%, preferentiellement de 2 a 20%, et 

plus preferentiellement de 5 a 15% de la masse totale 

du complexe. 

5 Le complexe macromoleculaire comporte plusieurs 

chaines associant une lipoproteine et un oligosaccharide, 

lesdites chaines etant de natures identiques ou 

differentes. II est necessaire selon 1'invention, que le 

complexe macromoleculaire comportant plusieurs chaines se 

10 presente sous forme agglomeree afin qu'un effet anti-

arthritique soit observe. En effet, 1'administration de 

structures monomeriques de faibles masses moleculaires 

(typiquement de l'ordre de 15 a 50kDa) chez des souris a 

entraine une elevation significative du score arthritique. 

15 Le complexe macromoleculaire selon 1'invention doit 

done necessairement presenter une masse moleculaire 

superieure a 150kDa, de preference superieure a 400kDa et 

de maniere particulierement preferee superieure ou egale a 

600kDa. 

20 Selon 1'invention, la lipoproteine comprend la 

sequence en acide amines SEQ ID n°l: 

MTNVRVIKPALAALVAAAACVGGLAFSSAQPAQADTYSDLINAQNQHAASVQREAELKQ 

QLAGASQDLANKVLELDDLTNNKIVAAQAKVTQANEDAATAQDEADAASGRLSAAQKDK 

ETLEEQIKQTGKDYDDAHAAVAQLARDEMHGSNASDVMSVVTGATSTQDFVNSMQSRDA 

2 5 LSRNEANAASSAATSLSTSKNRGERLAAIEKQIAVLKTQADEKAAPHRPPPK. 

La sequence en acides amines de la lipoproteine est SEQ ID 

n° 2 : 

MTNVRVIKPALAALVAAAACVGGLAFSSAQPAQADTYSDLINAQNQHAASVQREAELKQ 

QLAGASQDLANKVLELDDLTNNKIVAAQAKVTQANEDAATAQDEADAASGRLSAAQKDK 

3 0 ETLEEQIKQTGKDYDDAHAAVAQLARDEMHGSNASDVMSVVTGATSTQDFVNSMQSRDA 

LSRNEANAASSAATSLSTSKNRGERLAAIEKQIAVLKTQADEKAASAQTAAETAQSERD 

ALDKLRQEGEARRDELSSMIDSLDSQSAKQAAQTVLIASQVDSYNRQFQKEQQDAANRV 

DTGNQGGTPSTPVTPAPAPAPAPAPAPAPAPAPSVGGQGTSNGDYGNAYATGQCTYWAY 



WO 2012/004522 

5 

PCT/FR2011/051593 

ERRRQMGIGTPSYLGNGGDWWRNAPSYGLRVDHNPQVGAALSFLPGQDGADGTWGHVAV 

VEAVYGDGTFQISEMNVGGLWMMNYRTLTNLGQYWFVH. 

Les saccharides constituant la partie 

oligosaccharidique du complexe macromoleculaire de la 

5 presente invention peuvent etre choisis parmi le galactose 

(Gal), la N-acetylgalactosamine (Gal Nac), le glucose 

(Glc), la N-acetylglucosamine (Glc Nac), le rhamnose 

(Rham), le mannose (Man) et leurs melanges. 

Selon 1'invention, le ratio massique de Sucre entrant 

10 dans la composition de la macromolecule est de 1 a 25%, de 

preference de 2 a 20% et plus preferentiellement encore de 

5 a 15%. 

La composition massique moyenne de galactose est 

comprise entre 1 et 50pg/mg de complexe macromoleculaire, 

15 de preference entre 5 et 20pg/mg de complexe 

macromoleculaire, de mannose est comprise entre 0,5 et 

lOpg/mg de complexe macromoleculaire, de preference entre 1 

et 10 pg/mg de complexe macromoleculaire ; celle de glucose 

est comprise entre 3 et 80pg/mg de complexe 

20 macromoleculaire, de preference entre 5 et 50pg/mg de 

complexe macromoleculaire, et encore plus 

preferentiellement entre 10 et 50pg/mg de complexe 

macromoleculaire ; celle de N-acetylgalactosamine est 

comprise entre 2 et 30pg/mg de complexe macromoleculaire, 

25 de preference entre 2 et 20pg/mg de complexe 

macromoleculaire, et encore plus preferentiellement entre 2 

et lOpg/mg de complexe macromoleculaire ; celle de 

N-acetylglucosamine est comprise entre 1 a lOpg/mg de 

complexe macromoleculaire, de preference entre 1 et 5pg/mg 

30 de complexe macromoleculaire ; celle de rhamnose est 

comprise entre 0,05 et lOpg/mg de complexe 

macromoleculaire, de preference entre 0,05 et 5pg/mg de 

complexe macromoleculaire, et encore plus 
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preferentiellement entre 1 et 5pg/mg de complexe 

macromoleculaire. 

Les lipides constituant la partie lipidique du 

complexe macromoleculaire de la presente invention peuvent 

5 etre choisis dans le groupe constitue des acides gras 

satures longs en C14, C16, C18 et leurs melanges. 

Par ailleurs, il a ete montre que cette structure 

macromoleculaire est reconnue par la galectine-1 et le TLR-

6, ce qui indique d'une part que des unites de galactose 

10 sont en position externe accessible au recepteur galectine 

1 (la galectine 1 reconnaissant le galactose present dans 

le lactose, et surtout le galactose en position externe 

present dans les glycoconjugues) , et d'autre part que le 

complexe macromoleculaire conserve des unites de 

15 lipoproteine reconnaissables par la sous-unite specifique 

des lipoproteines du complexe TLR2/6. 

Les tests effectues par la Demanderesse ont montre que 

1'administration dudit complexe macromoleculaire induit une 

activite anti-arthritique chez la souris, dans un modele 

20 d'arthrite induite au collagene. 

Cette activite anti-arthritique a ete mise en evidence a 

travers plusieurs observations : 

- une amelioration de la reponse transcriptomique des 

cellules dendritiques a la translocation bacterienne 

25 chez la souris associee a un biotope de patient 

atteint d'arthrite ; 

- un conditionnement de ces cellules dendritiques 

entrainant une co-evolution avec la population de 

lymphocytes T regulateur responsable de la production 

30 d'interleukine-10 (cytokine ayant un role important 

dans 1'immunomodulation dans le systeme digestif et 

qui presente notamment des effets anti-

inflammatoires). 
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Le complexe macromoleculaire selon 1'invention est 

obtenu par un procede comportant les etapes suivantes : 

(i) 1'ensemencement et 1'incubation pendant 16 a 60h, 

en conditions anaerobies et a une temperature 

5 comprise entre 30°C et 39°C environ, d'une souche 

de Bifidobacterium longum deposee selon le traite 

de Budapest sous le numero CNCM 1-3994 aupres de la 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 

(CNCM) dans un milieu de culture et comprenant une 

10 fraction de proteines de lactoserum natives ou 

hydrolysees, du lactose et un agent anti-oxydant ; 

(ii) la separation desdites bacteries dudit milieu de 

culture; 

(iii) 1'ultrafiltration du surnageant sur des membranes 

15 de filtration ayant un seuil de coupure de 10 a 100 

kDa, conduisant a l'obtention d'un retentat 

concentre ; 

(iv) 1'enrichissement en complexe macromoleculaire par 

lavage avec un volume de 5 a 50 fois le volume du 

20 retentat concentre ; 

(v) la purification du complexe macromoleculaire par 

chromatographic de tamisage moleculaire en 

conditions steriles, par exemple sur gel Superdex 

200 ; 

25 (vi) la recuperation de la fraction exclue qui comprend 

le complexe macromoleculaire bacterien. 

II est important de prevenir l'oxydation durant le 

procede d'ou la necessite d'introduire un agent 

anti-oxydant tel que l'acide ascorbique, le chlorhydrate de 

30 cysteine ou le thioglycollate. 

Selon un mode de realisation, le milieu de culture 

contient en outre d'autres composes tels que le 

dihydrogenophosphate de potassium intervenant dans la 

stabilisation du pH. 
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Selon un mode de realisation, 1'ensemencement des 

bifidobacteries dans ledit milieu de culture peut se faire 

a partir d'un concentre congele ou d'une pre-culture de 

16-24h, qui permet la proliferation des bacteries. 

5 Selon un autre mode de realisation pouvant etre 

combine avec le precedent, les bacteries sont ensemencees 

dans ledit milieu de culture a raison de lO^-lO-'-O unites 

formant colonies par mL de milieu. 

Selon un mode de realisation prefere de 1'invention, le 

10 milieu de culture comporte 1 a 20g/L de milieu de proteines 

de lactoserum natives ou hydrolysees, 30 a 80g/L de milieu 

de lactose et 0,1 a 0,5g/L de milieu d'acide ascorbique. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 1'invention, 

le milieu de culture comporte 1 a 20g/L de milieu de 

15 proteines de lactoserum natives ou hydrolysees, 30 a 80g/L 

de milieu de lactose et 0,1 a 0,5g/L de milieu d'acide 

ascorbique et 0,5 et 3g/L de milieu de dihydrogenophosphate 

de potassium. 

Selon un mode de realisation pouvant etre combine avec 

20 les precedents, le pH dudit milieu de culture n'est pas 

regule pendant 1'incubation. 

Enfin, selon un autre mode de realisation, le pH dudit 

milieu de culture est maintenu entre 4 et 7 pendant 

1'incubation. 

25 L'invention porte sur 1'utilisation du complexe 

macromoleculaire d'origine bacterienne selon 1'invention 

pour prevenir et traiter les troubles articulaires, pour la 

regulation de la flore intestinale et de la translocation 

bacterienne. 

30 Selon un autre aspect, la presente invention a pour 

objet 1'utilisation dudit complexe macromoleculaire 

d'origine bacterienne obtenu selon le procede decrit 

precedemment dans des produits destines a l'industrie 

pharmaceutique, agroalimentaire et/ou nutraceutique. 
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L'invention a notamment pour objet une composition 

pharmaceutique comprenant au moins ledit complexe 

macromoleculaire, a titre de principe actif, et au moins un 

support pharmaceutiquement acceptable. 

5 La concentration massique dudit complexe 

macromoleculaire represente de 0,lpg/g a 50pg/g de la 

composition pharmaceutique. 

Par pharmaceutiquement acceptable, on entend tout 

support qui permet non seulement de conserver les 

10 proprietes immunomodulatrices du complexe macromoleculaire 

obtenu selon le procede decrit precedemment, mais aussi de 

vehiculer ledit complexe macromoleculaire. 

L'utilisation de la composition pharmaceutique permet 

de reguler la flore intestinale et la translocation 

15 bacterienne. Elle est par consequent destinee a la 

prophylaxie et au traitement des rhumatismes inflammatoires 

tels que la polyarthrite rhumatoide et la spondylarthrite 

ankylosante, de I'arthrose et de la fibromyalgie. 

L'invention porte done sur 1'utilisation de la 

20 composition pharmaceutique pour l'obtention d'un medicament 

destine a reguler la flore intestinale et la translocation 

bacterienne. 

Ainsi, l'invention concerne une composition 

pharmaceutique pour une utilisation dans la regulation de 

25 la flore intestinale et la translocation bacterienne. 

L'invention porte aussi sur 1'utilisation de la 

composition pharmaceutique pour l'obtention d'un medicament 

destine a traiter ou a prevenir les rhumatismes 

inflammatoires, I'arthrose et la fibromyalgie. 

30 Ainsi, l'invention concerne une composition 

pharmaceutique pour une utilisation dans le traitement et 

la prevention des rhumatismes inflammatoires, de I'arthrose 

et de la fibromyalgie. 
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L'invention porte egalement sur 1'utilisation de la 

composition pharmaceutique pour l'obtention d'un medicament 

destine a traiter la polyarthrite rhumatoide et la 

spondylarthrite ankylosante, I'arthrose et la fibromyalgie. 

5 Ainsi, l'invention concerne une composition 

pharmaceutique pour une utilisation dans le traitement de 

la polyarthrite rhumatoide et de la spondylarthrite 

ankylosante, de I'arthrose et de la fibromyalgie.La 

composition pharmaceutique de la presente invention peut se 

10 presenter sous toute forme galenique souhaitee pour une 

administration soit par voie orale a l'homme ou a 1'animal 

comme par exemple sous forme liquide (sirop, solution, 

spray) ou sous forme solide (poudre, comprime, gelule, 

capsule, spray poudre , gomme, pate, granules, dans leurs 

15 formes diverses, a liberation immediate ou programmee), ou 

par voie rectale, nasale, pulmonaire, parentale ou sous une 

forme adaptee a une administration par inhalation ou 

insufflation. Le mode d'administration prefere est 

generalement la voie orale. 

20 La composition pharmaceutique comprenant ledit 

complexe macromoleculaire peut etre conservee a une 

temperature de -70 °C a +4°C pour les formes liquides et 

jusqu'a +40°C pour les formes solides pendant 3 ans. 

Par ailleurs, le complexe macromoleculaire obtenu 

25 selon le procede decrit precedemment peut egalement etre 

incorpore, a titre d'ingredient, dans des compositions 

alimentaires. 

Par consequent, l'invention a egalement pour objet une 

composition alimentaire comprenant au moins le complexe 

30 macromoleculaire et au moins un ingredient alimentaire. 

L'ingredient alimentaire peut etre par exemple une 

preparation lactee, des cereales, etc. 

Une telle composition alimentaire peut etre destinee a 

l'homme ou a 1'animal et peut notamment se trouver sous la 



WO 2012/004522 PCT/FR2011/051593 

11 

forme de produits alimentaires dietetiques ou non, a usage 

hospitalier ou non. En particulier, cette composition peut 

etre un solute enteral. 

La concentration massique dudit complexe 

5 macromoleculaire represente de lOng/g a 2pg/g, de 

preference de lOng/g a lpg/g de la composition alimentaire. 

Enfin, le complexe macromoleculaire obtenu selon le 

procede decrit precedemment peut etre incorpore a titre 

d'ingredient alimentaire dans des compositions 

10 nutraceutiques. 

L'invention a done comme objet une composition 

nutraceutique comprenant au moins ledit complexe 

macromoleculaire, et au moins un support nutraceutiquement 

acceptable. 

15 La concentration massique dudit complexe 

macromoleculaire represente de lOng/g a 5pg/g de la 

composition nutraceutique. 

Par composition nutraceutique, on entend une 

composition qui possede des effets physiologiques 

20 benefiques ou protecteurs superieurs a ceux que pourrait 

apporter la nutrition classique. 

Une telle composition nutraceutique peut se trouver 

sous la forme de complements alimentaires. Ces complements 

alimentaires peuvent etre sous forme solide tels que des 

25 comprimes, poudres, gelules, capsules, ou sous forme 

liquide telles que des boissons ou des emulsions. 

La composition nutraceutique selon l'invention peut 

done etre utilisee afin de prevenir les rhumatismes 

inflammatoires, I'arthrose et la fibromyalgie. 

30 L'invention porte done sur 1'utilisation de ladite 

composition nutraceutique pour l'obtention d'un complement 

alimentaire destine a prevenir les rhumatismes 

inflammatoires, I'arthrose et la fibromyalgie. 
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Ainsi, l'invention porte sur une composition 

nutraceutique pour une utilisation dans la prevention des 

rhumatismes inflammatoires, de I'arthrose et de la 

fibromyalgie. 

5 La figure 1 represente la reconnaissance in vitro par la 

galectine-1 du complexe macromoleculaire obtenu soit avec 

une fermentation a pH regule ou a pH non regule selon 

1'invention. 

La figure 2 represente la reconnaissance in vitro par 

10 le TLR-6 du complexe macromoleculaire obtenu soit avec une 

fermentation a pH regule ou a pH non regule selon 

1'invention. 

La figure 3 represente le score d'arthrite chez des 

souris DBA1 apres deux injections de collagene avec ou sans 

15 traitement par le complexe macromoleculaire prepare selon 

1'exemple 2 (0,2mg/L, soit 30-40 pg/kg). 

La figure 4 represente 1'evolution de l'arthrite 

induite par un cocktail d'anticorps et du LPS chez des 

souris DBA1. 

20 La figure 5 represente 1'evolution du score d'arthrite 

chez les souris DBA1 traitees par le complexe 

macromoleculaire hydrolyse (0,2mg de complexe 

macromoleculaire hydrolyse/L). 

La figure 6a represente des articulations de membres 

25 posterieurs gauches (n'ayant pas subi d'injection de 

iodoacetate de sodium : MIA) de rats appartenant au groupe 

temoin non traite par le complexe macromoleculaire de 

1'invention. 

La figure 6b represente des articulations de membres 

30 posterieurs gauches (n'ayant pas subi d'injection de MIA) 

de rats appartenant au groupe traite par le complexe 

macromoleculaire de l'invention. 

Les figures 7a et 7b representent des articulations de 

membres posterieurs droits (ayant subi une injection de 
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MIA) de rats appartenant au groupe temoin non traite par le 

complexe macromoleculaire de l'invention. 

Les figures 7c et 7d representent des articulations de 

membres posterieurs droits (ayant subi une injection de 

5 MIA) de rats appartenant au groupe traite par le complexe 

macromoleculaire de l'invention. 

La presente invention sera illustree par les exemples 

suivants. 

EXEMPLES 

10 Exemple 1 : Preparation et isolement du complexe 

macromoleculaire selon l'invention (pH regule pendant la 

fermentation) 

Un milieu de culture contenant les ingredients 

suivants est prepare : 

15 -la 20g/L d'une base proteique composee de permeat de 

proteines de lait hydrolyst ou sous forme native 

30 a 80g/L de lactose 

0,1 a 0,5g/L d'acide ascorbique 

0,5 a 3g/L de dihydrogenophosphate de potassium 

20 Une premiere solution est reconstitute avec le seul 

lactose et sterilisee a 108°C pendant 130 minutes. Une 

deuxieme solution est reconstitute avec le reste des 

ingrtdients et sttriliste a 121°C pendant 20 minutes. 

La fermentation est de type discontinu a pH rtgult 

25 pendant 24 heures. 

1- Fermentation de type discontinu a pH regule : 

Le pH est ajustt a une valeur de 6,5 une fois les deux 

solutions verstes dans le fermenteur. Le milieu de culture 

est ensemenct avec 6 a 10% (v/v) d'un inoculum de 24h 

6 - 8 30 contenant entre 1x10 a 2x10 unites formant colonies (UFC) 

de bifidobacttries issues de la souche Bifidobacterium 

longum dtposte sous le numtro CNCM 1-3994 auprts de la 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes 

(CNCM)par mL de milieu de culture. Les bacttries sont 
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cultivees sous agitation, sans aeration du milieu et a une 

temperature de 37°C. Le pH est maintenu a 6,5 par ajout de 

soude (IN a 3 N) lors de la fermentation. 

La fermentation dure 24 heures et la population de 

5 Bifidobacterium longum en fin de culture est comprise 

entre 2xl08 a lxlO10 UFC par mL de milieu de culture. 

2- Isolement du complexe macromoleculaire 

En fin de culture, les bacteries sont eliminees par 

centrifugation a 13000g pendant 30 minutes a une 

10 temperature de 4°C ou par microfiltration sur cassettes 

MILLISTACK (Millipore) de surface appropriee au volume de 

fermentation. 

Le surnageant est ultrafiltre a temperature ambiante 

et en condition sterile sur un appareil type AMICON Proflux 

15 M12 (Millipore). Une premiere ultrafiltration est effectuee 

sur une cartouche spiralee type HELICON (Millipore) d'un 

seuil de coupure de lOkDa. 

Le surnageant est concentre au maximum 15 fois, puis 

lave en continu avec de l'eau osmosee sterile, 30 fois le 

20 volume concentre. Le retentat de 10 kDa recupere est 

conserve a 4°C ou congele pour la seconde ultrafiltration. 

La seconde ultrafiltration est realisee egalement a 

temperature ambiante et en conditions steriles sur le meme 

appareil que precedemment mais equipe d'un support pour 

25 cassettes type PELLICON (Millipore). La cassette utilisee 

est de type BIOMAX de 0,5 m2 de surface et d'un seuil de 

coupure de 100 kDa. Le retentat de 10 kDa est concentre au 

maximum 2 fois puis lave en continu avec 30 volumes d'eau 

osmosee. 

30 Le retentat >100 kDa est conserve sous forme congelee 

ou lyophile jusqu'a purification. 

Le complexe macromoleculaire contenu dans le retentat 

>100 kDa, est ensuite obtenu en conditions steriles par 

chromatographie d'exclusion sur un gel type Superdex 200 
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(GE Healthcare) . Le complexe macromoleculaire est ainsi 

separe puis elue dans la fraction exclue (> 600 kDa) avec 

un tampon Tris/HCl 50 mM - 150 mM NaCl , pH 8.0. 

Cette fraction exclue est ensuite dessalee par 

5 filtration, puis diafiltree avec 5 a 7 volumes d'eau 

osmosee sterile. Le complexe macromoleculaire est ainsi 

recupere et conserve sous une forme lyophile. 

Exemple 2 : Preparation et isolement du complexe 

macromoleculaire selon l'invention (pH non regule pendant 

10 la fermentation) 

La composition du milieu de culture et les etapes sont 

les memes que dans 1'exemple 1 a 1'exception que dans cet 

exemple le pH n'est pas regule pendant la fermentation, 

I'etape 1 est ainsi remplacee par I'etape decrite 

15 ci-dessous. 

1-Fermentation de type discontinu a pH non regule lors de 

la fermentation : 

Le pH est ajuste a une valeur de 6,5 une fois les deux 

solutions versees dans le fermenteur. Le milieu de culture 

20 est ensemence avec 6 a 10 % (v/v) d'un inoculum de 24h, 

6 - 8 contenant entre 1x10 a 2x10 unites formant colonies (UFC) 

de bifidobacteries issues de la souche Bifidobacterium 

longum deposee sous le numero CNCM 1-3994 aupres de la 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) 

25 par mL de milieu de culture. Les bacteries sont cultivees 

sous agitation, sans aeration du milieu et a une 

temperature de 37°C. Le pH n'est pas ajuste pendant la 

fermentation. La fermentation dure 24 heures et la 

population de Bifidobacterium longum en fin de culture est 

7 - 9 30 comprise entre 1x10 a 1x10 UFC par mL de milieu de 

culture. 

L'isolement du complexe macromoleculaire peut etre 

ensuite realise selon I'etape 2 de 1'exemple 1. 
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Dans la suite de ce texte, CI fait reference au 

complexe macromoleculaire prepare selon 1'exemple 2 de 

1'invention. 

Exemple 3 : Caracterisation du complexe macromoleculaire 

5 Les parties saccharidiques, proteiques et lipidiques 

dont est constitue le complexe macromoleculaire ont ete 

caracterisees qualitativement et quantitativement a l'aide 

de diverses methodes analytiques. 

La concentration proteique a ete determinee par la 

10 methode de Lowry. Elle est de 80 a 400 pg/mg de poudre (8 a 

40 % du complexe macromoleculaire). 

La concentration en saccharides a ete determinee par 

Chromatographie en Phase Gazeuse apres methanolyse 

(MeOH/HCl a 0,5 N) , puis derivation par anhydride 

15 heptafluorobutyrique (20 pL dans 100 pL d'acetonitrile 

anhydre) . Elle est de 20 a 150 pg/ mg de poudre (2 a 15 % 

du complexe macromoleculaire). 

> lipoproteine : la sequence SEQ ID n° 2 est la 

suivante : 

2 0 MTNVRVIKPALAALVAAAACVGGLAFSSAQPAQADTYSDLINAQNQHAASVQREAELKQ 

QLAGASQDLANKVLELDDLTNNKIVAAQAKVTQANEDAATAQDEADAASGRLSAAQKDK 

ETLEEQIKQTGKDYDDAHAAVAQLARDEMHGSNASDVMSVVTGATSTQDFVNSMQSRDA 

LSRNEANAASSAATSLSTSKNRGERLAAIEKQIAVLKTQADEKAASAQTAAETAQSERD 

ALDKLRQEGEARRDELSSMIDSLDSQSAKQAAQTVLIASQVDSYNRQFQKEQQDAANRV 

2 5 DTGNQGGTPSTPVTPAPAPAPAPAPAPAPAPAPSVGGQGTSNGDYGNAYATGQCTYWAY 

ERRRQMGIGTPSYLGNGGDWWRNAPSYGLRVDHNPQVGAALSFLPGQDGADGTWGHVAV 

VEAVYGDGTFQISEMNVGGLWMMNYRTLTNLGQYWFVH 

De plus, la composition en lipide etablie par 

chromatographie en phase gazeuse couplee a la spectrometrie 

30 de masse montre la presence de pics majeurs d'acides gras 

de longueur C14:0, C16:0 et C18:0. 

^ sucre: la partie saccharidique de la macromolecule 

contient les saccharides cites dans le tableau 1 selon 

les ratios molaires suivants: 
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Gal Man Glc Gal NAc Glc NAc Rham 

Composition 

massique 

(pg/mg de 

complexe 

macromolecu 

laire) 

15,35 4, 95 35, 10 6, 75 1,5 1, 45 

Tableau 1: Repartition massique de sucres entrant dans la composition 

du complexe macromoleculaire 

5 

^ Le complexe macromoleculaire est reconnu in vitro par 

la galectine 1 (figure 1) . 

Dans le present exemple, le complexe macromoleculaire 

de la presente invention et issu de la fermentation a pH 

10 regule ou non regule est reconnu, apres adsorption dans des 

cupules de microplaques par la galectine 1 (revelation par 

systeme biotine-streptavidine) . Selon la figure 1, la 

saturation est observee pour des concentrations de l'ordre 

de 10 a 20 pg de complexe macromoleculaire pour 10 ng de 

15 galectine-1. 

^ Le complexe macromoleculaire est reconnu in vitro par 

le TLR-6 (figure 2) 

Dans le present exemple, le complexe macromoleculaire 

de la presente invention issu de fermentation a pH regule 

20 ou non regule est reconnu, apres adsorption dans des 

cupules de microplaques, par le TLR6 (revelation par 

systeme biotine-streptavidine). Selon la figure 2, la 

saturation est observee pour des concentrations de l'ordre 

de 10 a 20 pg de macromolecule pour 10 ng de TLR6. 

25 L'expression par unite de peptidoglycane est environ de 

0,2 a 0,4 pg de peptidoglycane pour 1 pg de macromolecule. 
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Exemple 4 : Effet du complexe macromoleculaire CI chez la 

souris a flore de patient arthritique 

Pour cette etude, les souris utilisees ont ete 

divisees en deux groupes : 

5 - un groupe essai dans lequel des souris axeniques ont 

ete associees a la flore de patient atteint de 

polyarthrite evolutive (FA) ; 

- un groupe temoin dans lequel des souris axeniques ont 

ete ensemencees avec la flore d'un volontaire sain 

10 (FN) . 

Les descendants de la premiere a la quatrieme 

generation ont ete utilises pour 1'etude. 

Le complexe macromoleculaire CI [pH non regule] a ete 

administre par voie orale pendant 15 jours a la dose de 

15 0,2mg/L (la dose moyenne prise par souris est comprise 

entre 25-50pg/kg). 

Les souris, a jeun depuis la veille, ont ete 

euthanasiees. La rate a ete prelevee aseptiquement et 

traitee par collagenase pour liberer les splenocytes. Les 

20 cellules dendritiques CDllc, les lymphocytes Th CD4(+) et 

Treg. ont ete isoles a l'aide du systeme MACs. La flore 

intestinale a ete analysee dans l'ileon, le caecum et le 

colon. La translocation bacterienne a ete evaluee par 

analyse bacteriologique des plaques de Peyer, du foie, du 

25 poumon, des reins et du sang. 

Les resultats sont regroupes dans le tableau 2 et 

mettent clairement en evidence une augmentation du taux de 

bifidobacteries le long de l'intestin des souris traitees 

avec CI et montre ainsi 1'effet benefique de 

30 1'administration de ce dernier sur la flore intestinale. 
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temoin essai P 
Souris (n) 6 5 
ileon 

E.coli 5,38 ± 0,6 (5) 4,89 ± 1,3 (5) NS 
Bifidobacteries 2,68 ± 0,7 (2) 3,49 ± 1,7 (5) 0,0398 

caecum 
E.coli 7,89 ± 0,3 (6) 7,52 ± 0,4 (5) NS 
Bifidobacteries 3,06 ± 0,4 (3) 6,43 ± 1,5 (5) 0,0061 

colon 
E.coli 7,61 ± 1,4 (6) 8,11 ± 0,4 (5) NS 
Bifidobacteries 3,0 ± 0,8 (6) 6,56 ± 1,5 (5) 0,0057 

Tableau 2 : Effet de 1'administration du complexe 

macromoleculaire CI sur la flore intestinale. 

5 

Exemple 5 : Implication des bacteries intestinales dans 

l'arthrite chez les souris DBAl et effet du complexe 

macromoleculaire CI de l'invention 

Pour cette etude, deux modeles ont ete etablis selon 

10 le type d'injection choisie : 

- Modele 1 : deux doses de collagene a trois semaines 

d'intervalle sont injectees chez des souris DBAl ; 

- Modele 2 : un cocktail d'anticorps anti-collagene (MD 

Biosciences) suivi d'une injection trois jours plus tard de 

15 LPS (lipopolysaccharide) sont injectes chez des souris 

DBAl . 

Quelque soit le modele, ces injections induisent un 

tableau clinique evocateur de la PAR (polyarthrite 

rhumatismale). Le score d'arthrite est etabli en estimant 

20 la rougeur et le gonflement des pattes. 

Le traitement par le complexe macromoleculaire CI est 

initie soit 15 jours avant la premiere injection de 

l'inducteur (modele 1-figure 3), soit a l'apparition des 

symptomes (modele 2-figure 4) . Les concentrations du 

25 complexe macromoleculaire CI s'echelonnent entre 0,lmg/L et 
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0,5 mg/L, soit des doses journalieres estimees entre 10 et 

lOOpg/kg de poids corporel. 

La dose efficace est situee dans une fourchette de 30 

a 90 pg/kg selon le modele d'induction de l'arthrite 

5 (figures 3 et 4) . 

Le score augmente environ dix jours apres la deuxieme 

injection de collagene dans le premier modele et 3-4 jours 

apres 1'injection de LPS dans le deuxieme cas. 

Apres trois jours d'arret (modele 2), le traitement 

10 est a nouveau administre (a raison de 0,2 mg/L, soit 0,01 a 

0,05 mg du complexe macromoleculaire CI /kg de poids 

corporel). 

Le tableau 3 represente 1'analyse concomitante de la 

flore intestinale et montre que l'intensite de 

15 1'inflammation articulaire est plus intense lorsque le 

nombre de cellules dendritiques spleniques est faible sous 

traitement par le complexe macromoleculaire CI de 

l'invention, alors qu'il n'y a pas de dependance entre les 

deux facteurs en absence de traitement. 

20 Or, on observe chez les souris traitees que le nombre 

de cellules dendritiques spleniques est lie non seulement a 

une population de lactobacilles (Lb09) mais aussi a la 

population de Bacteroides caecaux. En absence de 

traitement, le nombre de cellules dendritiques est affecte 

25 exclusivement par des populations de lactobacilles. Dans 

les deux groupes de souris, plus le nombre de Lactobacillus 

09 est eleve dans le colon, moins la rate heberge des 

cellules dendritiques. Mais la correlation entre 

Lactobacillus 09 et intensite de 1'inflammation articulaire 

30 ne devient significative que lorsque le traitement annule 

l'effet d'une deuxieme population de lactobacilles 

(Lactobacillus 081) sur les cellules dendritiques (tableau 

3) . 
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On remarque done une correlation entre cette 

population de lactobacilles (Lb 081) localisee dans le 

caecum et les plaques de Peyer et l'intensite de 

1'inflammation en absence de traitement alors qu'aucune 

5 dependance n'est retrouvee sous traitement bien que la 

population de Lactobacillus 081 ne diminue pas (tableau 3). 

En conclusion, le traitement n'a done pas d'effet 

antibacterien vis-a-vis de la population lactobacillaire, 

mais influence le bilan metabolique des lactobacilles 

10 Lb081, dont un ou plusieurs des produits finaux pourraient 

etre impliques dans 1'inflammation articulaire. 

souris temoin rs* P 
vs score 

localisation Bacteries d'arthrite 
Intestin grele Lactobacillus reuteri -0,736 <0,04 

Streptococcus sp. -0,812 <0,02 
Caecum Lactobacillus sp. 081 0,88 <0,01 

Bacteroides fragilis -0,862 <0,006 
Colon Streptococcus sp. -0,986 <0,0004 

Plaques de Peyer Lactobacillus sp. 081 0,88 <0,01 
Streptococcus sp. -0,736 <0,05 

vs CD 
spleniques 

Intestin grele Lactobacillus sp. 081 0,771 <0,05 
Colon Lactobacillus sp. 09 -0,829 <0,01 

25 

30 

Souris traitee par le complexe macromoleculaire 

localisation 

Caecum 
Colon 
Plaques de Peyer 

Caecum 
Colon 

Bacteroides sp. 
Lactobacillus sp. 09 
Lactobacillus sp. 082 

Bacteroides fragilis 
Lactobacillus sp. 09 

rs* 
vs score 

d'arthrite 

-0.791 
0,805 
-0,77 
vs CD 

spleniques 
0,829 

-0,829** 

<0,05 
<0,02 
<0,02 

<0,05 
<0,05 

Tableau 3 : Correlation entre populations bacteriennes 

intestinales, score d'arthrite et cellules dendritiques 

selon le traitement 
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*rs=coefficient de Spearman 

**correlation score d'arthrite en fonction du nombre de 

cellules dendritiques rs=-0,812 p<0,05 

5 Exemple 6 : Importance de l'agregation des chaines 

constituant le complexe macromoleculaire CI de l'invention 

Cet exemple met en evidence 1'effet de l'hydrolyse 

acide sur l'efficacite anti-arthritique. 

28 mg du complexe macromoleculaire prepare selon 

10 1'exemple 2 sont dilues dans 100 mL d'une solution 

d'acide acetique a 70 %. La solution est portee a 

75°C pendant 100 min. La degradation en molecules de faible 

masse moleculaire est verifiee par chromatographie sur 

Superdex 200 (la concentration de macromolecule residuelle 

15 est de l'ordre de 2,5%) . Apres lyophilisation du produit 

degrade qui permet 1'elimination de 1'acide acetique, la 

poudre est reprise dans un volume d'eau sterile equivalent 

pour administration a des souris DBAl (modele 1). 

Selon la figure 5, on observe un effet pro-

20 arthritique, les scores d'arthrite etant plus eleves au 

cours du temps dans le groupe traite par la macromolecule 

hydrolysee (ANOVA deux facteurs mesures repetees, 

p=5, 43852E-08) . En conclusion, il est necessaire que les 

unites de lipoproteine bifide associees aux 

25 oligosaccharides soient agregees sous forme de 

macromolecules pour que 1'activite anti-arthritique soit 

observee. 

Exemple 7 : Comparaison entre 1'effet de 1'administration 

du complexe macromoleculaire issu de la souche 

3 0 Bifidobacterium breve et celui issu de la souche 

Bifidobacterium longum 

Le tableau 4 met en evidence 1'effet du traitement par 

le complexe macromoleculaire issu de la souche 

Bifidobacterium longum (CI) d'une part et compare ce 
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dernier a celui produit par 1'administration du complexe 

macromoleculaire issu de la Bifidobacterium breve (tel 

qu'il est decrit dans WO 2006/040485). 

Dans la suite de ce texte, C2 fait reference au 

5 complexe macromoleculaire prepare selon 1'exemple 1 de WO 

2006/040485. 

Le protocole experimental est identique a celui decrit 

dans 1'exemple 4. 

Les resultats regroupes dans le tableau 4 montrent 

10 que : 

- le nombre de lymphocytes Th CD4(+) spleniques est plus 

faible chez les souris traitees par C2 (complexe 

macromoleculaire issu de la souche Bifidobacterium 

breve) par rapport aux souris temoins ou a celles 

15 traitees avec CI (complexe macromoleculaire issu de la 

souche Bifidobacterium longum) 

- le nombre de lymphocytes Treg (cellules regulatrices) 

est plus faible chez les souris traitees par C2 par 

rapport aux souris temoins ou a celles traitees avec 

20 CI. 

Ces resultats montrent ainsi que le traitement est 

moins efficace dans le cas de 1'administration du complexe 

macromoleculaire issu de la souche Bifidobacterium breve 

qu'avec le complexe macromoleculaire issu de la souche 

25 Bifidobacterium longum deposee sous le numero CNCM 1-3994. 

En effet, 1'administration du complexe selon l'invention 

maintient la production de cellules T regulatrices, 

cellules jouant un role preponderant dans la reponse anti-

inflammatoire. 
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2 4 

FA 
Cellules 
dendritiques Lymphocytes T 

souris (n)* CDllc 
traitement 

Th 
CD4 + 

Treg 
CD4+, CD25+ 

temoin (4) 

CI (4) 

C2 (4) 

3,6 ± 0,9a 

3,04 ± 0,3 

3,28 ± 0,6 

5,30 ± 0,6 0,32 ± 0,04 

5,2 ± 0,3 0,30 ± 0,07 

4, 07 ± 1, 0 0, 22 ± 0, 03 

Tableau 4 : Population cellulaire en fonction du traitement 

* les souris sont d'age comparable (environ 7 mois) 

a: expression en % de splenocytes 

**souris associees a flore de volontaire sain CDllc= 4, 76 

Par ailleurs, le tableau 5 represente la correlation 

de Spearman entre les populations cellulaires. 

II est mis en evidence dans ce tableau que les taux de 

cellules dendritiques et de lymphocytes T spleniques sont 

15 correles chez les souris traitees avec le complexe 

macromoleculaire issu de la souche Bifidobacterium longum 

CI (correlation de Spearman proche de 1) alors que les 

populations cellulaires sont numeriquement independante 

chez les souris traitees avec le complexe macromoleculaire 

20 issu de la souche Bifidobacterium breve C2 (correlation de 

Spearman proche de 0). 

Plus specifiquement le taux de cellules dendritiques 

chez les souris traitees avec le complexe macromoleculaire 

issu de la souche Bifidobacterium longum CI est correle a 

25 la sous-population de lymphocytes T, les lymphocytes Treg 

CD4, CD25 producteur de 1'interleukine 10 anti-

inflammatoire. Les deux populations cellulaires evoluent 

done de fagon dependante sous traitement avec le complexe 

macromoleculaire issu de la souche Bifidobacterium longum 

administre 

5 

± 1,6 

10 
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CI. Le complexe macromoleculaire issu de la souche 

Bifidobacterium longum CI conditionne done les cellules 

dendritiques ce qui facilite le recrutement par ces 

cellules des lymphocytes producteurs d'interleukine 10. 

5 

rs* CDllc vs Th CD4+ p CDllc vs Th p 
CD4+, CD25+ 

Traitement 
temoin (9) 0,45 NS 0,45 NS 
CI(7) 0,81 <0,05 0,79 <0.05 
C2 (7) 0,16 NS 0,07 NS 

Tableau 5 : correlation de Spearman entre les populations 

cellulaires selon le traitement 

10 Exemple 8 : Modification de 1'expression des genes 

Les tableaux 6 et 7 mettent en evidence 1'effet du 

traitement lie a 1'administration du complexe 

macromoleculaire CI vis-a-vis de 1'expression des genes en 

comparant les expressions des genes des cellules 

15 dendritiques de souris associees a une flore de patient 

arthritique par rapport a des souris associees a la flore 

de volontaire sain (FA vs FN dans le tableau 6) avec ceux 

des cellules dendritiques de rate de souris associee a une 

flore de patient arthritique traitees pendant 15 jours par 

20 0,2mg/L du complexe macromoleculaire CI par rapport a des 

souris non traitees (FAt vs FA dans tableau 6). Ces 

resultats montrent que 1'hyperstimulation de la flore sur 

le systeme immunitaire est remise a la normale avec le 

traitement. 

25 En effet, dans le cas de souris hebergeant une flore 

d'arthrite, un certain nombre de genes sont surexprimes 

tels que des genes de proteolyse ou d'hydrolyse des sucres 

intervenant dans la digestion des antigenes captes par les 

cellules dendritiques ainsi que des genes impliques dans 

30 1'inflammation (elastase). Apres traitement (FAt vs FA), on 
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retrouve une expression similaire a celle de souris 

hebergeant une flore de sujet sain: a titre d'exemple pour 

l'elastase, le rapport FC de son expression chez des souris 

hebergeant la flore d'arthrite (FA) vs des souris 

5 hebergeant une flore de sujet sain (FN) (FA vs FN avant 

traitement) est de + 24.725. Apres traitement des souris 

hebergeant la flore d'arthrite par le complexe 

macromoleculaire CI, le rapport FC comparant son expression 

a celle des souris hebergeant la flore de patient atteint 

10 d'arthrite non traitees (FAt vs FA) (apres traitement) est 

de -23.92, soit un retour a son expression de base chez une 

souris hebergeant une flore de sujet sain. 

Par ailleurs, le tableau 7 met en evidence les genes 

qui n'ont pas ete suractives par la flore d'arthrite par 

15 rapport a la flore de sujet sain mais dont 1'expression est 

tout de meme modifiee par 1'administration du traitement 

avec la CI. Par exemple, le gene de la prostaglandine 2 

reductase est sous-exprime ce qui suggere une attenuation 

de 1'inflammation. De meme, le gene Ednrb implique dans les 

20 processus inflammatoires est sous-exprime suite au 

traitement. 

Exemple 9 : Prevention de I'arthrose chimio-induite chez le 

rat par administration du complexe macromoleculaire 

Mode operatoire : 

25 L'arthrose est induite chez des rats de souche CD males 

de 125-150g (CHARLES RIVER) par une injection dans 

1'articulation tibio-femorale droite de 3 mg (0.05 ml d'une 

solution a 60mg/ml) d'iodoacetate de sodium (MIA). 

Les animaux sont ensuite observes (gradation de la 

30 boiterie) pendant une periode post-operatoire d'environ 15 

jours avant de recevoir en continu le complexe 

macromoleculaire issu de la souche Bifidobacterium longum 

CI (solution aqueuse de 0,3mg de complexe macromoleculaire 
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issu de la souche Bifidobacterium longum Cl/L) per os 

pendant 3 semaines (periode d'adaptation). 

Pendant les 5 semaines suivantes, la meme solution de 

complexe macromoleculaire issu de la souche Bifidobacterium 

5 longum CI est administree de fagon discontinue (alternance 

entre eau pendant 3-4 jours et administration de la 

solution contenant le complexe macromoleculaire CI 

pendant 3-4 jours) . Ainsi, les doses regues par les rats 

pendant la periode d' adaptation sont de 26,3 ± 7 pg de 

10 complexe macromoleculaire Cl/Kg de poids corporel, puis 

pendant la periode d'administration des 5 semaines 

suivantes, de 18,9 ± 6 pg de complexe macromoleculaire 

Cl/Kg de poids corporel. 

A l'issu de l'essai, les rats sont euthanasies par 

15 injection intra-peritoneale de pentobarbital sodique (CEVA 

Sante animale) 2 a 4 heures apres avoir enleve la boisson 

et 1'alimentation. 

Par ailleurs, des rats n'ayant pas regu 

1'administration du complexe macromoleculaire issu de la 

20 souche Bifidobacterium longum CI sont egalement euthanasies 

(groupe temoin). 

Les articulations des membres posterieurs des rats 

appartenant au groupe traite avec le complexe 

macromoleculaire issu de la souche Bifidobacterium longum 

25 CI et les rats du groupe temoin sont prelevees et la 

jonction articulaire tibio-femorale est observee (Figures 6 

et 7) . 

Sur les figures 6 et 7, 1 represente le femur, 2 

represente le cartilage, 3 represente la membrane 

30 synoviale, 4 represente la patella et 5 represente le 

tibia. 

De plus, une analyse bacteriologique est realisee sur 

les organes suivants: sang, Poumon, Foie, rate, rein, 

Plaques de Peyer , ileon (trois fragments), caecum, colon. 
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Resultats : 

Les figures 6a et 6b ne mettent en evidence aucune 

deformation des articulations des membres posterieurs. 

Les membres posterieurs droits (injection de MIA) des rats 

5 non traites par le complexe macromoleculaire CI montrent 

une deformation evocatrice des lesions d'arthrose (Figures 

7a et 7b). Au contraire, on ne note pas de deformation chez 

des rats ayant regu le complexe macromoleculaire CI (50% 

de rats repondeurs) (Figures 7c et 7d). 

10 Par ailleurs, 1'analyse bacteriologique permet de formuler 

les observations suivantes. Chez les rats repondeurs, la 

flore intestinale est modifiee dans plusieurs sites : 

-les staphylocoques sont indetectables dans l'ileon 

distal, 

15 -les enterobacteries (autres que E.coli) sont 

indetectables dans le colon, 

-une diminution de clostridiies est observee dans le 

caecum (<2.7 vs 3.2 ± 0,5 logcfu/g chez les rats 

temoins), 

20 -une diminution d'enterocoques est observee dans le 

colon (<5 log cfu/g vs 6.2 ± 0.5 log cfu/g chez les 

rats temoins). 

Par ailleurs on note une translocation de 

lactobacilles dans le poumon (4.2 ± 2.5 log cfu/g) alors 

25 que les poumons des rats non proteges sont steriles ou sont 

contamines par des staphylocoques. 

Conclusions : 

Lorsque 1'administration du complexe macromoleculaire de 

l'invention modifie la balance de la flore intestinale dans 

30 le modele d'arthrose et la translocation bacterienne, elle 

protege efficacement 1'animal du processus degeneratif 

induit par 1'injection de MIA. 
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REVENDICATIONS 

1. Complexe macromoleculaire bacterien susceptible 

d'etre produit par des bacteries appartenant a la souche 

5 Bifidobacterium longum, deposee selon le traite de Budapest 

sous le numero CNCM 1-3994, le 23 Mai 2008 aupres de la 

Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), 

constitue de chaines associant une lipoproteine et un 

oligosaccharide caracterise par le fait que : 

10 - la lipoproteine presente une masse moleculaire de 

30kDa a 60kDa ; 

- 1'oligosaccharide presente une masse moleculaire 

inferieure a 15kDa, et de maniere prtftrte inferieure 

a lOkDa ; 

15 - la partie lipoproteique qui est constitute de 

1'ensemble des lipoproteines de chacune des chaines 

represente 75 a 99%, preferentiellement de 80 a 98%, 

plus pref erent iellement de 85 a 95% en poids de la 

masse totale du complexe et la partie 

20 oligosaccharidique qui est constitute par 1'ensemble 

des oligosaccharides associte a chacune des chaines 

reprtsente 1 a 25%, prtftrentiellement de 2 a 20%, et 

plus prtftrentiellement de 5 a 15% de la masse totale 

du complexe. 

25 2. Complexe macromoltculaire selon la revendication 1, 

caracttrist par le fait qu'il prtsente une masse 

moltculaire suptrieure a 150kDa, de prtftrence suptrieure a 

400kDa et de maniere particulitrement prtftrte suptrieure 

ou tgale a 600kDa. 

30 3. Complexe macromoltculaire selon l'une des revendications 

1 ou 2, caracttrist par le fait que la lipoprottine 

comprend la stquence en acides amints SEQ ID 1. 
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4. Complexe macromoleculaire selon l'une des 

revendications 1 a 3, caracterise par le fait que la 

sequence en acides amines de la lipoproteine est SEQ ID 2. 

5. Complexe macromoleculaire selon l'une des 

5 revendicat ions 1 a 4, caracterise par le fait que les 

saccharides constituant la partie saccharidique du complexe 

macromoleculaire sont choisis parmi le galactose (Gal), la 

N-acetylgalactosamine (Gal Nac), le glucose (Glc) , la N-

acetylglucosamine (Glc Nac), le rhamnose (Rham), et le 

10 mannose (Man) et leurs melanges. 

6. Complexe macromoleculaire selon la revendication 5, 

caracterise par le fait que la composition massique moyenne 

de galactose est comprise entre 1 et 50pg/mg de complexe 

macromoleculaire, de preference entre 5 et 20pg/mg de 

15 complexe macromoleculaire, de mannose est comprise entre 

0,5 et lOpg/mg de complexe macromoleculaire, de preference 

entre 1 et 10 pg/mg de complexe macromoleculaire ; celle de 

glucose est comprise entre 3 et 80pg/mg de complexe 

macromoleculaire, de preference entre 5 et 50pg/mg de 

20 complexe macromoleculaire, et encore plus 

preferentiellement entre 10 et 50pg/mg de complexe 

macromoleculaire ; celle de N-acetylgalactosamine est 

comprise entre 2 et 30pg/mg de complexe macromoleculaire, 

de preference entre 2 et 20pg/mg de complexe 

25 macromoleculaire, et encore plus preferentiellement entre 2 

et lOpg/mg de complexe macromoleculaire ; celle de N-

acetylglucosamine est comprise entre 1 et lOpg/mg de 

complexe macromoleculaire, de preference entre 1 et 5pg/mg 

de complexe macromoleculaire ; celle de rhamnose est 

30 comprise entre 0,05 et lOpg/mg de complexe 

macromoleculaire, de preference entre 0,05 et 5pg/mg de 

complexe macromoleculaire, et encore plus 

preferentiellement entre 1 et 5pg/mg de complexe 

macromoleculaire . 
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7. Complexe macromoleculaire selon l'une des 

revendicat ions 1 a 6, caracterise par le fait que les 

lipides constituant la partie lipidique du complexe 

macromoleculaire sont choisis dans le groupe constitue des 

5 acides gras satures longs en C14, C16, C18 et leurs 

melanges. 

8. Composition pharmaceutique, caracterisee par le 

fait qu'elle comprend au moins le complexe macromoleculaire 

selon l'une des revendicat ions 1 a 7, a titre de principe 

10 actif, et au moins un support pharmaceutiquement 

acceptable. 

9. Composition pharmaceutique selon la revendication 

8, caracterisee par le fait que la concentration massique 

du complexe macromoleculaire selon la revendication 1 

15 represente de 0,1 a 50pg/g de la composition 

pharmaceutique. 

10. Composition pharmaceutique selon la revendication 

8 ou 9 pour une utilisation dans la regulation de la flore 

intestinale et la translocation bacterienne. 

20 11. Composition pharmaceutique selon la revendication 

8 ou 9 pour une utilisation dans le traitement ou la 

prevention des rhumatismes inflammatoires, de I'arthrose et 

de la fibromyalgie. 

12. Composition alimentaire caracterisee par le fait 

25 qu'elle contient au moins ledit complexe macromoleculaire 

selon l'une des revendicat ions 1 a 7, et au moins un 

ingredient alimentaire. 

13. Composition alimentaire selon la revendication 12, 

caracterisee par le fait que la concentration massique du 

30 complexe macromoleculaire selon la revendication 1 

represente de lOng/g a 2pg/g de la composition alimentaire. 

14. Composition alimentaire selon l'une des 

revendications 12 ou 13, caracterisee par le fait qu'elle 

se presente sous la forme de produits alimentaires. 
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15. Composition nutraceutique caracterisee par le fait 

qu'elle contient au moins ledit complexe macromoleculaire 

selon l'une des revendicat ions 1 a 7, et au moins un 

support nutraceutiquement acceptable. 

5 16. Composition nutraceutique selon la revendication 

15, caracterisee par le fait que la concentration massique 

du complexe macromoleculaire selon la revendication 1 

represente de lOng/g a 5pg/g de la composition 

nutraceutique. 

10 17. Composition nutraceutique selon l'une des 

revendications 15 ou 16, caracterisee par le fait qu'elle 

se presente sous la forme de complements alimentaires. 

18. Composition nutraceutique selon l'une des 

revendications 15 a 17 pour une utilisation dans la 

15 prevention des rhumatismes inflammatoires, de I'arthrose et 

de la fibromyalgie. 

19. Souche de bacteries Bifidobacterium longum, 

deposee selon le traite de Budapest sous le numero CNCM I-

3994, le 23 Mai 2008 aupres de la Collection Nationale de 

20 Cultures de Microorganismes (CNCM). 


