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LIN
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tation of said method, and to the applications of said mixture, especially for skin repair and skin ageing control.
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(57) Abrégé : La presente mvention concerne un procedé d'obtention d'un melange d'oligosaccharides neutres extraits de g

lin, lesdits oligosaccharides présentant des masses molaires €levees, 1ssues d'un fractionnement par ultrafiltration sur seuil de cou-
pure compris, d'une part, entre 15 000 et 50 000 Da et, d'autre part, entre 5 000 et 15 000 Da. L'invention concerne ¢galement le me -

lange d'oligosaccharides obtenu suite a la mise en ceuvre de ce procéde, ainsi que les applications de ce melange, notamment pour la

réparation cutanee et la lutte contre le vieillissement de la peau.
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Procédé d’obtention d’un mélange d’oligosaccharides neutres
extraits de graines de lin

La présente invention <concerne les ©oligosaccharides,
notamment issus des végétaux, et plus particulierement
l’utilisation de ces oligosaccharides dans le domaine cosmétique
ou dermatologique.

L’ invention concerne plus particulierement une utilisation
cosmétique ou dermatologique des oligosaccharides neutres issus
de graines de 1lin et un procédé d'obtention de ces
oligosaccharides par exemple apres hydrolyse et fractionnement
d’une solution de mucilage.

En particulier, les oligosaccharides neutres 1issus de
graines de lin peuvent notamment étre utilisés pour favoriser la
réparation tissulaire cutanée et également pour prévenir des
effets du vieillissement cutané.

La réparation cutanée est constituée par un ensemble de
processus mis en place dans l’optique de réparer un dommage ou
une lésion subis par la peau et de reconstituer un tissu proche
du tissu original lésé.

Le vieillissement cutané, quant a lui, est responsable de
la modification des structures anatomiques et histologiques et
de l1l’altération du fonctionnement des cellules.

Le vieillissement cutané résulte de différents facteurs,
notamment une altération cellulaire, due par exemple au stress
oxydatif, mais également des facteurs externes, tels que la
pollution, la consommation de tabac ou d'alcool, une exposition
trop importante aux rayons solaires, etc.

Le vieillissement cutané se traduit par 1'apparition de
rides et de tédches pigmentaires, généralement de couleur brune
et par une diminution du tonus de la peau.

L’état de la technique propose un certain nombre de
stratégies destinées a lutter contre les manifestations wvisibles

du vieillissement cutané. A ce titre, on peut notamment citer

les techniques suivantes
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— le traitement au laser pour corriger les défauts tels
que les taches brunes et les rides fines ;
— les injections de toxine botulinique, d’ acide
hyaluronique ou encore de collagene ;
S — le peeling, qui consiste en un retrait d’une couche
importante de 1’'épiderme ;
— le lifting ;
— etc.
Cependant, les techniques existant actuellement présentent
10 wun certains nombres d’effets secondaires indésirables et ne
permettent pas toujours d’obtenir des résultats satisfaisants.
En conséquence, depuis quelgues années, d’autres stratégies
sont mises en place par les laboratoires dans le but de lutter
de maniere plus efficace et de facon plus naturelle contre les
15 effets du vieillissement cutané et pour tenter de ralentir ce
processus. Il convient également de trouver des solutions pour
favoriser la réparation tissulaire cutanée en cas de lésions.
En particulier, les recherches sur l"utilisation
d’' oligosaccharides dans les compositions a but cosmétique pour
20 diminuer les signes du vieillissement cutané se sont
développées ces dernieres années. En effet, les molécules a base
de sucres présentent un intérét particulier, notamment du fait
de leurs propriétés hydratantes.
Ainsi, certaines demandes de brevet sont relatives a des
235 compositions cosmétiques comportant des oligosaccharides ; en
particulier, la demande de brevet WO 99/24009 décrit notamment
l’utilisation des oligosaccharides contenant du =xylose pour
augmenter la syntheése de certains composés, les protéoglycannes
et les glycosaminoglycannes. Cependant, dans c¢e document, le
30 xylose utilisé est un produit commercial, et non un produit
naturel issu du végétal.
Le document de brevet US 2007/0293433 est relatif a une
composition anti-d4ge comportant une pluralité d’oligosaccharides
obtenue par hydrolyse enzymatique de la pectine, qui consiste

35 également en un produit commercial.
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On connait encore, de la demande de brevet US2004/0097464,
une composition comprenant un mélange d’oligosaccharides,
notamment du fucose, celui-ci étant obtenu par une hydrolyse
effectuée par un micro-organisme. Le mélange d’oligosaccharides
décrit ici nécessite la mise en cuvre d’'un procédé compliqué et
comportant un grand nombre d’étapes, dont certaines necessitent
1l’action de micro-organlismes pathogenes qui doivent
nécessalirement étre éliminés du mélange destiné a une
application cosmétique.

De plus, 1les compositions décrites dans les documents
susmentionnés ne présentent pas une action suffisamment
efficace, notamment dans la stimulation de la réparation cutanée
pour laquelle il existe peu de solutions dans 1l’état de 1la
technique.

Il est également connu d'utiliser des principes actifs
issus de vegétaux, notamment de 1lin (Linum usitatissimum),
plante appartenant a 1la famille des Linaceae, pour une
utilisation dans le but de lutter contre les manifestations de
17 age.

On connait ainsi, par la demande internationale de brevet
W02008/043944 1’utilisation de principes actifs issus de lin
pour la préparation d’une composition cosmétique pour lutter
contre le vieillissement cutané, ainsi qu’un procédé pour les
obtenir.

Cependant, le principe actif, obtenu par le procédé décrit
dans cette demande de brevet, comporte un certain nombre de
composants, et en majorité des protéines de masse molaire
inférieure a 5000 Da en grande concentration, des sucres
monomeres, des acides uroniques, des carbohydrates, etc.

En conséquence, cette variété de composants ne permet pas
une action ciblée et spécifique et notamment, une telle
disparité de constituants ne permet pas de favoriser
efficacement la réparation cutanée en cas de dommages subis par
la peau.

Selon plusieurs aspects, la présente technologie vise un

procédé d’obtention d’un mélange d’oligosaccharides neutres
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extraits de graines de lin, les oligosaccharides présentant des
masses molaires élevées comprises entre 5 000 Da et 50 000 Da,
le procédé comportant les étapes suivantes : on effectue une
hydrolyse a pH acide d’'une solution de mucilage de lin, cette
derniere étant obtenue par extraction de graines de lin dans un
solvant, 1l1l’hydrolyse étant effectuée a un pH de 2, a une
température de l’ordre de 80°C, pendant une durée de 24h ; on
neutralise la solution par ajout d’une base en quantité
adéquate ; on effectue une premiére ultrafiltration de 1la
solution au travers d’une membrane de porosité 50 000 Da, de
sorte a obtenir un premier rétentat et un premier perméat ; on
effectue une seconde ultrafiltration du premier perméat au
travers d’'une membrane de porosité 15 000 Da, de sorte a obtenir
un second rétentat et un second perméat ; on effectue une
troisieme wultrafiltration du second perméat au travers d’une
membrane de porosité 5 000 Da de sorte a obtenir un troisiéme

rétentat et un troisiéme perméat ; on mélange le second rétentat

et le troisieme rétentat pour obtenir le mélange
d"oligosaccharides, le second rétentat comportant des
oligosaccharides ayant des masses molaires issues du

fractionnement par ultrafiltration sur seuil de coupure compris
entre 15 000 et 50 000 Da, et le troisieme rétentat comportant
les oligosaccharides ayant des masses molaires issues du
fractionnement par ultrafiltration sur seuil de coupure entre 5
000 et 15 000 Da.

Selon plusieurs aspects, la présente technologie vise un
mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de 1lin
obtenu par la mise en ceuvre du procédé tel que défini plus haut
et plus  Dbas, dans lequel le mélange comporte des
oligosaccharides ayant des masses molaires comprises entre 5 000
Da et 50 000 Da et issues d'un fractionnement par
ultrafiltration sur seuil de coupure compris d'une part entre
15 000 et 50 000 Da et d'autre part entre 5 000 et 15 000 Da.

Selon plusieurs aspects, la présente technologie vise une
composition dermatologique ou cosmétique comprenant un mélange

d’oligosaccharides neutres tel que défini plus haut et plus bas

CA 2909792 2018-05-22
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et au moins un véhicule cosmétigquement ou dermatologigquement

acceptable.

Dans le cadre de la présente invention, les demanderesses

ont découvert que certains oligosaccharides particuliers, issus
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de la graine de 1lin, permettent une stimulation efficace des
phénomenes mis en cecuvre notamment dans les processus de
réparation tissulaire cutanée, et ont mis au point un procédé
pour l’extraction de ces oligosaccharides.

Plus particulierement, il s’agit des oligosaccharides
neutres ayant une masse molaire élevée, ces derniers étant
obtenus suite a un fractionnement par ultrafiltration sur seuil
de coupure compris d'une part entre 5 000 et 15 000 Da et
d'autre part entre 15 000 et 50 000 Da.

Ainsi, la présente invention <concerne un procédé
d’obtention d’'un mélange d’'oligosaccharides neutres extraits de
graines de 1lin, lesdits oligosaccharides présentant des masses
molaires  élevées, ledit procédé  comportant les étapes
suivantes

— on effectue une hydrolyse a pH acide d’une solution de
mucilage de lin, cette derniere étant obtenue par extraction de
graines de lin dans un solvant ;

— on neutralise ladite solution par ajout d’une base en
quantité adéquate ;

— on effectue une premiere ultrafiltration de la solution
au travers d’'une membrane de porosité 50 000 Da, de sorte a
obtenir un premier rétentat et un premier perméat ;

— on effectue une seconde ultrafiltration dudit premier
perméat au travers d’une membrane de porosité 15 000 Da, de
sorte a obtenir un second rétentat et un second perméat ;

— on effectue une troisieme ultrafiltration dudit second
perméat au travers d’'une membrane de porosité 5 000 Da de sorte
a obtenir un troisieme rétentat et un troisieme perméat ;

— on mélange le second rétentat et le troisieme rétentat
pour obtenir ledit mélange d’oligosaccharides, ledit second
rétentat comportant des oligosaccharides ayant des masses
molaires 1issues du fractionnement par ultrafiltration sur seuil
de coupure compris entre 15 000 et 50 000 Da, et ledit troisieme
rétentat comportant les oligosaccharides ayant des masses

molaires i1ssues du fractionnement par ultrafiltration sur seuil

de coupure entre 5 000 et 15 000 Da.
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Selon d’'autres caractéristiques particulieres du procédé

— l’extraction de graines de lin est préférentiellement
réalisée dans un solvant aqueux ;

— l"on effectue 1l’'hydrolyse de la solution de mucilage
avantageusement a pH 2 et a une température de 80°C pendant une
durée de 24h ;

— de préférence, l’on neutralise ladite solution de
mucilage par ajout, en quantité adéquate, d’'une base forte
choisie dans le groupe comprenant au moins l’hydroxyde de baryum
et 1’ hydroxyde de sodium.

La présente invention concerne également un mélange
d’ oligosaccharides neutres extraits de graines de lin obtenu par
la mise en cwuvre du procédé selon 1l’'invention, ledit mélange
comportant des oligosaccharides ayant des masses molaires 1ssues
d'un fractionnement par wultrafiltration sur seuil de coupure
compris d'une part entre 15 000 et 50 000 Da et d'autre part
entre 5 000 et 15 000 Da.

De fagon particulierement intéressante, ledit mélange
comporte des oligosaccharides dont la chaine comprend au moins
du fucose et/ou de 1l'arabinose et/ou du galactose et/ou du
glucose et/ou du xylose.

Avantageusement, ledit mélange comporte wun faible taux
d'oligosaccharides dont 1la chaine comprend du rhamnose et un
faible taux d’acides uroniques.

Le mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines
de lin peut avantageusement é&tre wutilisé a des fins
dermatologiques ou cosmétiques pour lutter contre les effets du
vieillissement cutané ou pour favoriser la réparation tissulaire
cutanée.

Préférentiellement, ledit mélange peut ainsi étre utilisé
pour stimuler

— la prolifération des fibroblastes ;

— le chimiotactisme des fibroblastes ;

— la migration cellulaire des fibroblastes ;

— la synthese de collagene de type III et/ou de type IV

par les fibroblastes ;
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Le mélange d’'oligosaccharides neutres extraits de graines
de lin permet également avantageusement de stimuler la synthese
de 1lumicane et d’'inhiber 1la synthése de décorine par les
fibroblastes.

Ledit mélange peut également étre utilisé pour induire la
différenciation des kératinocytes.

Le mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines
de lin peut encore notamment é&tre utilisé pour favoriser 1la
cicatrisation d’une plaie.

La présente invention concerne également une composition
dermatologique ou cosmétique comprenant un mélange
d’ oligosaccharides neutres selon 1l1l’'invention et au moins un
véhicule cosmétiquement ou dermatologiquement acceptable.

Avantageusement, dans la composition, la concentration en
oligosaccharides neutres est comprise entre 0,1 et 5mg/mL.

Selon un mode de réalisation particulier, 1le mélange
d’ oligosaccharides neutres extraits de graines de 1l1lin selon
1’ invention peut également é&étre wutilisé comme médicament, en
particulier pour favoriser la cicatrisation des tissus,
notamment dans les ulceres chroniques ou apres une intervention
chirurgicale.

D’ autres caractéristiques et avantages de 1'invention
ressortiront de la description détaillée qui va suivre des modes
de réalisation non limitatifs de 1l’/invention, en référence aux
figures annexées dans lesquelles

— la figure 1 consiste en un tableau récapitulant les
caractéristiques des échantillons El1 a E7 obtenus a partir d’un
mucilage de graines de 1lin ; les fractions E4 et E6, qui
présentent un intérét particulier, sont entourées dans le
tableau ;

— les figures 2A, B et C qui 1illustrent, par des
histogrammes dans lesquels le nombre de cellules vivantes est
apprécié par «colorimétrie, 1l’'absence de cytotoxicité des
oligosaccharides neutres de graines de lin sur les fibroblastes
mis en présence de différentes concentrations en

oligosaccharides ;
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— la figure 3 représente l’'effet des oligosaccharides
neutres de graines de lin sur la prolifération des fibroblastes
apres différents temps d’'incubation (24, 48 et 72h) ;

— la figure 4 1illustre par des histogrammes le nombre de
cellules ayant migré en fonction de leur exposition ou non a des
oligosaccharides neutres issus de graines de lin ;

— la figure 5 1illustre également 1la migration des
fibroblastes en fonction de concentrations différentes en
oligosaccharides neutres issus de graines de lin ;

— la figure 6 est une représentation graphique de la
trajectoire des fibroblastes en présence ou en absence de
fractions oligosaccharidiques ;

— les figures 7A et 7B représentent graphiquement, sous
forme d’histogrammes, la synthese de collagene de type III en
présence d’oligosaccharides pendant une durée de 24 (figure 7A)
ou 48h (figure 7B) ;

— la figure 8 correspond a une photographie de membranes
de western blot révélant 1'expression du collagene de type IV
dans les fibroblastes en présence ou en absence
d’ocligosaccharides de graines de lin.

— la figure 9 correspond a une photographie de gels
d’' agarose révélant 1l'expression des genes des protéoglycannes
décorine et lumicanne dans les fibroblastes en présence ou en
absence d’oligosaccharides de graines de lin ; le gene de 1la
GAPDH est utilisé en tant que contrédle.

La présente invention concerne un procédé pour l'obtention
d’un mélange d’oligosaccharides neutres provenant de graines de
lin, notamment de la variété Linum usitatissimum. Ledit mélange
est avantageusement obtenu par  hydrolyse <controdolée puis
fractionnement a partir d’une solution de mucilage de graines de
lin, cette derniere étant quant a elle obtenue par extraction
desdites graines dans un solwvant.

Dans la suite de la description, on entend ©par
« oligosaccharide » tout oligomere ou polymere osidique issu de
1l'hydrolyse acide a chaud du mucilage et dont la masse molaire

permet le passage au travers de l'ultrafiltration a 50 000 Da.
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On entend par « oligosaccharide neutre » un oligosaccharide
qui ne comporte pas de charge et pas de résidus N-acétyl.

On entend par « mucilage » une substance végétale
constituée de polymeres osidiques, en particulier des
polysaccharides, enveloppant notamment les graines de lin.

On entend par « solution de mucilage » la solution obtenue
apres trempage des graines de lin dans un solvant, notamment
aqueux, par exemple l’eau, et constituée en grande partie par
des polymeres osidiques.

Avantageusement, le procédé selon 1l'invention permet
l’obtention d’'un mélange d’oligosaccharides neutres issus de
graines de lin comportant des oligosaccharides ayant des masses
molaires 1i1ssues d'un fractionnement par ultrafiltration sur
seull de coupure compris d'une part entre 15 000 et 50 000 Da et
d'autre part entre 5 000 et 15 000 Da.

L’invention  est également relative a un mélange
d’ oligosaccharides neutres i1issus de graines de lin obtenu par la
mise en ccuvre du procédé.

La présente invention concerne encore une composition,
notamment présentant un usage cosmétique ou dermatologique, et
comportant un mélange d’oligosaccharides neutres extraits de
graines de 1lin obtenu par le présent procédé. Outre ces
oligosaccharides, ladite composition comporte également
avant ageusement au moins un véhicule cosmétiquement ou
dermatologiquement acceptable.

La composition selon l’invention peut se présenter
indifféremment sous 1la forme d’'une créme, d'un gel, d’'une
lotion, d’un sérum, d’une mousse ou encore d’une pommade.

Ladite composition est plus particulierement destinée a
étre appliquée sur la peau ou encore au niveau des phaneres.

La peau est un organe complexe recouvrant intégralement le
corps. Elle assure plusieurs fonctions nécessaires a la survie
de l’organisme, notamment la protection contre toute agression
extérieure, que celle-ci soit physique, chimique ou encore
biologique.

La peau est constituée de trois couches principales : 1la
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partie superficielle, 1l'épiderme, suivie d’une couche plus
épaisse, le derme, et de la couche 1la plus profonde,
1" hypoderme, au sein desquelles 1les cellules 1interagissent
ensemble afin d’assurer les fonctions de la peau.

L’ épiderme est la couche en contact direct avec
l’ environnement extérieur. Il protege l1l’organisme en empéchant
l’entrée des agents pathogenes et en maintenant l’eau et les
nutriments a l1l’intérieur. Il a une épaisseur moyenne de 100 pm,
mais celle-ci peut varier considérablement selon la région du
corps et le niveau de kératinisation.

La principale cellule de 1l’'épiderme est le kératinocyte. Il
possede de nombreux rdles notamment dans les réponses cutanées
inflammatoires et immunitaires, constituant ainsi une barriere
protectrice.

L’ épiderme est séparé du derme par une membrane appelée
membrane basale, dont le constituant principal est le collagene
de type IV.

Le derme est 1la couche qui donne la souplesse et 1la
résistance a la peau. Son épaisseur varie considérablement selon
la localisation anatomique.

Le derme est composé principalement de tissus conjonctifs
qui le rendent compressible et élastique. Il constitue un
support pour les différentes annexes cutanées, telles que les
vaisseaux sanguins, les poils, les terminaisons nerveuses et les
glandes sébacées et sudoripares.

Ces annexes sont entourées de fibres majoritairement
constituées de collagene de type I et III, lesquelles assurent
souplesse et flexibilité au derme.

Le collagene est 1l'un des principaux constituants de la
matrice extracellulaire. C’est une protéine qui est notamment
synthétisée lors des processus de réparation tissulaire.
Cependant, la synthése de collagene est de moins en moins
importante en fonction de 1l’&ge.

Les fibroblastes sont les cellules majoritaires du derme ;
ils synthétisent tous les types de fibres, notamment les fibres

de collagene, ainsi que d’autres constituants de la membrane
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basale.

Les fibroblastes dermiques sont une composante essentielle
de la peau : 1ls produisent et organisent la matrice
extracellulaire du derme et communiquent avec d’'autres types
cellulaires, Fjouant un réle crucial dans la régulation de 1la
physiologie de la peau.

Au cours du temps, la peau peut subir de nombreuses
agressions 1internes comme externes. Lorsque la peau subit un
dommage ou une lésion, un ensemble de processus se met en place
pour réparer ce dommage et reconstituer un tissu aussi proche
que possible du tissu original.

En particulier, 1le vieillissement est un facteur majeur
d’altérations cutanées. Il modifie les structures anatomiques et
histologiques et altere le fonctionnement des cellules. La peau
subit ainsi de profonds remaniements.

Le vieillissement cutané découle de 1la conjonction de
différents facteurs, complexes et intimement liés.

En particulier, 1le vieillissement cutané résulte de
nombreuses altérations cellulaires, telle gu’une diminution des
télomeres, un stress oxydatif, une dégradation des systemes de
réparation de 1’ADN, auxquelles s’ajoutent des facteurs externes
tels que 1l'exposition solaire, la pollution, 1les agressions
climatiques, mais aussi la consommation d’alcool ou de tabac ou
encore l’alimentation.

Le vieillissement de 1l’'épiderme se manifeste principalement
par la diminution de son épaisseur. Cette atrophie est la
conséquence, d’'une part, de 1l’accumulation de kératinocytes
sénescents et, d’autre part, de 1la perte progressive des
invaginations caractéristiques de 1l'’épiderme.

Les kératinocytes basaux montrent une disparité de taille
et de forme, suggérant des altérations morphologiques, ainsi
qu’une diminution de leur capacité de prolifération. De plus, la
capacité de régénération de l1l’'épiderme, suite a un traumatisme,
diminue avec 1’ 3age.

Par ailleurs les propriétés d’'adhérence de 1’épiderme

déclinent en raison d’une diminution de 1’expression de
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l’intégrine béta-1 impliquée dans 1’adhésion des kératinocytes
basaux a la lame basale sous-jacente. Le collagene IV de la lame
basale, qui sert a la cohésion de la jonction dermo—-épidermique
et a 1’'adhésion des kératinocytes, diminue également au cours du
vieillissement

Enfin, le vieillissement entraine une diminution du nombre
de mélanocytes et de cellules de Langerhans, affectant 1la
capacité de protection épidermique contre les agressions.

Au cours du vieillissement cutané, le derme est également
le siege d’'une profonde désorganisation avec une matrice
extracellulaire qui apparait dense et peu vascularisée. Son
atrophie est principalement due a une réduction du nombre et de
la taille des fibroblastes mais surtout de leur capacité de
synthese.

En particulier, les fibrilles de collagene prennent un
aspect granuleux et les fibres dewviennent plus compactes. Elles
se dissocient et tendent a s’orienter parallelement a la surface
du derme. Les altérations des fibres de collagéne ainsi que du
matériel élastique, le changement du contenu en protéoglycannes
et 1l’apparition de fibroblastes a l1l’état quiescent sans contact
direct avec 1les faisceaux de collagene représentent les
principales caractéristiques d’'un derme vieillissant.

L’ensemble de ces altérations histologiques et biochimiques
a des conséquences fonctionnelles cruciales sur les propriétés
de la peau, engendrant des réponses moins bien adaptées aux
différentes agressions extérieures.

La réparation tissulaire est un exemple de réponse
naturelle lorsqu’un tissu est endommagé par une agression
extérieure. Ce processus se fait systématiquement et se déroule
en trois phases : inflammation, prolifération et maturation.

Les premiers événements lors d’une réparation tissulaire
sont caractérisés par une phase inflammatoire, une réponse
vasculaire et cellulaire. Parmi ceux—-ci, on observe 1l’arrivée de
nombreuses cellules inflammatoires, endothéliales et
vasculaires. Ceci se fait wvia la production de facteurs qui ont

des propriétés chimio—-attractantes.
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Durant la phase de prolifération, la formation d’'un tissu
granuleux est 1l’'événement-clé. Les cellules inflammatoires, les
fibroblastes, les molécules de 1la matrice extracellulaire
(fibronectine, collagene, glycosaminoglycannes et
protéoglycannes) forment le tissu de granulation. Celui-ci se
forme 3 a 5 jours suivant 1l’agression et survient apres la phase
inflammatoire.

Lorsque 1l’épithélium a été lésé, les cellules épidermiques
aux abords de 1la blessure se multiplient et migrent pour
recouvrir le tissu sain. Quand le processus est complet, les
cellules épidermiques reprennent 1leurs formes et 1leurs rdles
initiaux. Durant cette phase, une fibroplasie se met en place
les fibroblastes jouent un rdle tres important dans cette étape.
Ils sont responsables de la production de collagene (et plus
particulierement du collagene de type III), d’élastine, de
fibronectine et de glycosaminoglycanne. Par ailleurs, les
fibroblastes migrent et proliferent.

La troisieme phase est 1la phase de maturation et de
remodelage ou se termine la réparation dermique et épidermique.

Pendant cette phase, 11 se produit une maturation des
fibres et une apoptose cellulaire qui conduit a la formation
d’'un tissu proche du tissu 1initial. Le remodelage se fait
notamment au niveau du collagene. Des protéines appelées
métalloprotéases (MMPs) permettent de contrdler la quantité de
collagene déposée de maniere anarchique dans les phases précoces
du processus tandis que la synthese de collagene persiste pour
reconstituer des fibres régqulieres et bien ordonnées. Les
inhibiteurs de ces MMPs régqulent 1l’activité de ces enzymes. Un
équilibre se crée donc entre la formation du nouveau collagéene
et la destruction de 1’ancien collagene. Le collagene III
initialement déposé diminue fortement pour laisser la place au
collagene I.

Avec 1’age, au cours du vieillissement cutaneé, la
réparation tissulaire devient moins efficace : en particulier,
les fibroblastes proliferent et migrent moins, la synthese de

collagene diminue.
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Les demanderesses ont mis au point un procédé permettant
l’obtention d’un mélange d’oligosaccharides neutres issus des
graines de 1lin (notamment Linum usitatissimum), ledit mélange
obtenu par 1le procédé selon 1l'’invention permettant, par sa
composition particuliere en oligosaccharides, une amélioration
substantielle de l’efficacité des processus mis en place lors de
la réparation tissulaire tout en favorisant un ralentissement de
l’ apparition des signes visibles du vieillissement cutané.

Les expériences et recherches qui ont été menées mettent en
évidence que le mélange d’oligosaccharides présentant des masses
molaires 1i1issues d'un fractionnement par ultrafiltration sur
seulil de coupure compris d'une part entre 5 000 et 15 000 Da et
d'autre part entre 15 000 et 50 000 Da, et obtenu par le procédé
selon 1'invention, est particulierement intéressant pour
améliorer la réparation cutanée.

Avantageusement, un tel mélange comprenant
préférentiellement une pluralité d’oligosaccharides est obtenu,
par la mise en cecuvre du procédé selon 1l’invention, a partir
d’'une solution de mucilage de graines de 1lin et présente des
propriétés remarquables, permettant notamment une action
positive sur les cellules intervenant dans les mécanismes de la
réparation tissulaire, telles que 1les fibroblastes et les
kératinocytes.

Selon un mode de réalisation préférentiel, 1le mélange
d’ oligosaccharides neutres, i1ssus de graines de lin par la mise
en ccuvre du procédé selon l’invention, peut étre utilisé pour
favoriser la cicatrisation d'une plaie, aussi bien chez 1’ Homme
que chez 1’animal.

Ainsi, avantageusement, un tel mélange peut étre intégré a
un dispositif médical de type patch ou pansement, ce dernier
étant destiné a étre appliqué au niveau d’'une plaie quelconque
de sorte a permettre une cicatrisation plus rapide de cette
derniere.

De fagon particulierement intéressante, le mélange

d’ oligosaccharides obtenu par le présent procédé peut également
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étre utilisé en tant que médicament, que ce soit dans le domaine
de la médecine humaine ou de la médecine vétérinaire.

En particulier, 1ledit mélange d’oligosaccharides peut
avant ageusement favoriser une cicatrisation des tissus,
notamment dans les ulceres <chroniques ou suite a une
intervention chirurgicale, en particulier par son action
bénéfique sur les fibroblastes des tissus conjonctifs.

Les propriétés du mélange d’oligosaccharides neutres issus
des graines de 1lin, obtenu par le procédé selon 1’invention,
seront développées et illustrées dans les exemples ci-dessous,
en relation avec les différentes figures annexées.

Exemple 1 : Procédé de préparation des fractions
oligosaccharidiques

Dans le procédé selon l’invention, une solution de mucilage
est obtenue par extraction de graines de 1lin 1jaune, dans un
solvant et préférentiellement a chaud, par exemple a une
température de l’'ordre de 80°C. Lesdites graines de 1lin
proviennent notamment de Linum usitatissimum et le ratio entre
lesdites graines et le solvant, avantageusement de 1l’eau, est
préférentiellement de 1'ordre de 1/10.

Cette étape d’extraction est avantageusement suivie d’une
séparation centrifuge, et un extrait liquide est récupéré et
précipité en milieu éthanolique, en mettant en cuvre un ratio de
l’ordre de 1/4 entre ledit extrait et 1l’éthanol.

Avantageusement, l'extrait est ensuite remis en solution a
2% pour l’'étape d’'hydrolyse. Cette solution est hydrolysée a pH
2, préférentiellement par ajout d’'acide sulfurique H,S0;. La
réaction d’hydrolyse est effectuée avantageusement a une
température de 1’ ordre de 80°C, pendant une durée de 24h.

Toutefois, les parametres de pH et de température, ainsi
que la durée de 1l'hydrolyse, peuvent étre modulables si besoin
est.

Suite a l’étape d’'hydrolyse, la solution est neutralisée,
par exemple par ajout d'une quantité adéquate d’une base forte

choisie dans le groupe comprenant notamment 1’'hydroxyde de

baryum Ba (OH), et 1l'hydroxyde de sodium NaOH.
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Cependant, il est également possible d’'utiliser toute autre
base permettant une neutralisation de la solution de mucilage.

La solution subit ensuite wune série de plusieurs
ultrafiltrations pour étre purifiée.

La premiere ultrafiltration de la solution est effectuée au
travers d’'une membrane préférentiellement minérale ayant un
seuil de porosité de 50 000 Da (Carbosep, diametre 6mm,
trilobée, surface 6,8m?2) . Suite a cette premiere
ultrafiltration, réalisée de préférence avec un facteur de
concentration wvolumique entre 5 et 7, on obtient un premier
rétentat, comportant les composés et molécules ayant des masses
molaires ne passant pas le seuil de coupure de 50 000 Da, et un
premier perméat, dans lequel on retrouve les composés de masses
molaires passant ce seuil de porosité.

Ce ©premier perméat subit alors une seconde étape
d’ultrafiltration, (de préférence sur membrane minérale 15 000
Da, InsideCéram, diametre 20mm / 13 canaux, surface de 0,8m?2)
réalisée avantageusement avec un facteur de concentration
volumique entre 4 et 8, et 1l’on obtient un second rétentat et un
second perméat.

Le second perméat, obtenu suite a 1la seconde étape
d’'ultrafiltration sur membrane 15 000 Da, subit encore une étape
d’ultrafiltration (de préférence sur membrane minérale 5 000 Da,
InsideCéram, 20mm / 13 canaux, surface de 0,8m?2) réalisée par
exemple avec un facteur de concentration volumique compris entre
4 et 8. L’'on obtient alors un troisieme rétentat et un troisieme
perméat .

A la fin des  ultrafiltrations, 7 échantillons, ou
fractions, sont donc obtenus : 1l’hydrolysat de départ (El), le
premier rétentat 50 000 Da (E2), le premier perméat 50 000 Da
(E3), le second rétentat 15 000 Da (E4), le second perméat 15
000 Da (E5), le troisieme rétentat 5 000 Da (E6) et le troisieme
perméat 5 000 Da (E7).

Plus particulierement, les échantillons d’intérét sont les
échantillons référencés E4 (second rétentat) et E6 (troisieme

rétentat), comprenant respectivement des oligosaccharides ayant
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des masses molaires élevées issues du fractionnement par
ultrafiltration sur seuil de coupure compris d'une part entre
15 000 et 50 000 Da pour E4 et d'autre part entre 5 000 et
15 000 Da pour EG6.

Ces échantillons :sont laissés sous forme liquide ou
lyophilisés.

ILe mélange des second et troisieme rétentats permet
d’ obtenir le mélange d’oligosaccharides d’inteérét.

Exemple 2 Caractérisation des fractions
oligosaccharidiques

Les échantillons ont été analysés par chromatographie
d’ exclusion stérique (SEC: Size Exclusion Chromatography)
couplée a la diffusion de la lumiere (MALS : Multi Angle Light
Scattering) et d’un détecteur réfractométrique différentiel
(DRI: Differential Refractive Index). La ligne de 1l’analyse est
composée d’un dégazeur (DGU-20A3 Shimadzu, Japon), d’'une pompe
HPLC (LC1l0Ai Shimadzu, Japon) a un débit de 0,5 mL/min, d’un
injecteur automatique (SIL.-20A Shimadzu, Japon) , de deux
colonnes Shodex montées en série (OHpack SB802,5 et SB804), d’un
détecteur de diffusion de la lumiere multiangles : MALS (Dawn
EOS, Wyatt Technology Corp., USA), équipé d’'une cellule K5 de
50uL et de 18 diodes de mesure et d’ un détecteur
réfractométrique différentiel (RID 10A Shimadzu, Japon). Les
fractions sont caractérisées a l'aide du logiciel Astra 6™
(Wyatt Technology), en utilisant la méthode Zimm ordre 1.
L’ incrément d’'indice de réfraction (dn/de) utilisé est de 0,15
ml./g, valeur moyenne classique pour un oligosaccharide ou un
polysaccharide.

lLes solutions avec des concentrations a 2, 5, 10 ou 20 g/L
d’ oligosaccharides, selon les fractions, sont réalisées soit par
solubilisation dans une solution de NaCl 0,15 mol/L du mélange
d’ oligosaccharides lyophilisé, soit par dilution du mélange sous
forme liquide en tenant compte de 1l’extrait sec de la solution
initiale. Un veclume de 30 mL de ces solutions est prélevé et

filtré sous vide pendant 10 minutes a l1l’aide d’une membrane de

cellulose régénérée de porosité 0,45um de marque Millipore™ pour
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éliminer tout composé insoluble surdiffusant et pour obtenir une
belle ligne de base.

L'intégration des pics réfractométrique et de diffusion de
la lumiere donne, pour le second rétentat (E4), issu du
fractionnement par ultrafiltration sur seuil de coupure entre
15 000 et 50 000 Da, une masse molaire moyenne en nombre de
17 000 g/mol et une masse molaire moyenne en poids de
31 000 g/mol (incertitudes de mesures +/- 2 000 g/mol).

Pour le troisieme rétentat (E6), issu des seuils de coupure
5 000 et 15 000 g/mol, les masses molaires moyennes en nombre et
en poids sont respectivement de 4 000 et 5 000 g/mol avec une
incertitude de mesure de +/- 1 000 g/mol.

Les 1incertitudes de mesure sont dues au faible signal de
diffusion de la lumiere en raison des masses molaires faibles.

Les autres résultats obtenus sont listés dans le tableau de
la figure 1.

Dans ce tableau, MS correspond a la masse seche récupérée.
Le terme « cendres/MS » correspond a la teneur en cendres par
rapport a la matiere seche de 1l’échantillon.

La teneur en matiere seche est déterminée par séchage a
l’étuve dans les conditions suivantes 16 heures minimum a
103°C.

La teneur en cendres est déterminée par traitement de
l’ échantillon dans un four a moufles dans les conditions
suivantes : gradient de température (103°C, 550°C, 700°C)
pendant 20h.

Le terme « Prot » est relatif au pourcentage de protéines
dosées par la méthode de Kjeldahl.

La colonne « Uroniques » permet d’illustrer la gquantité
d’ acides uroniques récupérés, dosés par colorimétrie.

Le pourcentage d’ oligosaccharides de chacun des
échantillons peut étre déterminé en soustrayant le pourcentage
de sucres libres du pourcentage de sucres total.

Il est remarquable que le pourcentage d’acides uroniques

dans les échantillons analysés est faible, préférentiellement
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inférieur a 12%, et plus préférentiellement encore inférieur a
5%, et ce notamment dans les fractions d’intérét E4 et E6.

De plus, apreés analyse des profils oligosaccharidiques dans
les différents échantillons (résultats non montrés), il s’avere
que, dans les second et troisieme rétentats, comportant le
mélange d’' oligosaccharides d’ intérét, les chaines
oligosaccharidiques comportent peu de rhamnose.

En effet, les chaines osidiques ionisées comportant du
rhamnose et des acides wuroniques sont peu affectées par
1’ hydrolyse, c’'est pourquoi le mélange d’oligosaccharides
comporte peu de ces molécules.

Ainsi, avantageusement, la fraction neutre des
oligosaccharides, qui constitue la fraction la plus active, est
la plus affectée par 1l'étape d'hydrolyse du procédé selon
l’invention.

Le profil des oligosaccharides a également été analysé dans
les échantillons. Il a notamment été trouvé que le pourcentage
d’oligosaccharides dans chacun des échantillons est compris
entre 40 et 80% en masse par rapport au poids total dudit
échantillon.

Par ailleurs, il a été mis en évidence que les chalnes des
oligosaccharides présents dans 1les échantillons comprenaient
notamment les oses suivants : fucose, arabinose, galactose,
glucose et xylose.

Effets des fractions oligosaccharidiques sur les cellules
cutanées

Les différents échantillons E1 a E7 ont été testés pour
évaluer 1leurs effets, en particulier sur les cellules
intervenant notamment dans les processus de réparation cutanée.

Exemple 3 : Absence de cytotoxicité des fractions obtenues
sur les fibroblastes et sur les kératinocytes

Des fibroblastes dermiques et des kératinocytes
épidermiques provenant de peaux adultes (fragments de peaux
obtenus lors d’ interventions chirurgicales ou cultures
cellulaires commerciales (Lonza®, Suisse)) ont été mis en

culture in vitro. Les expériences ont été conduites sur des
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cellules en cultures primaires pour se rapprocher au mieux des
conditions existant in vivo.

Les études menées sur ces cultures cellulaires ont permis
de mettre en évidence que, jusqu’a une concentration de 1’ordre
de b5mg/mL d’oligosaccharides, les échantillons comportant des
oligosaccharides 1issus de graines de l1lin ne sont pas
cytotoxiques pour les cellules de type fibroblastes dermiques ou
kératinocytes épidermiques.

Les résultats obtenus sont visibles sur les histogrammes de
la figure 2 c¢i—jo0inte. Celle—-c¢i 1llustre le nombre de cellules
vivantes, représenté par 1l’'absorbance a 450nm en ordonnées,
lorsque ces cellules sont en présence des différentes fractions
oligosaccharidiques.

Plus particulierement, les fractions qui ont été testées
sont l’'hydrolysat El1l (figure 24), le second rétentat E4 (figure
2B - fraction comprenant les oligosaccharides dont les masses
molaires sont comprises entre les seuils de coupures
d'ultrafiltration de 15 000 et 50 000 Da) et le rétentat E6
(figure 2C - fraction comprenant les oligosaccharides dont les
masses molaires sont comprises entre les seuils de coupures
d'ultrafiltration de 5 000 et 15 000 Da).

Ces fractions ont été testées a différentes concentrations
(0,5 ; 1,0 ; 2,0 et 5,0mg/mL) sur des fibroblastes dermiques
humains adultes cultivés in vitro et arrivés a confluence. Le
contrdle correspond a la cytotoxicité du milieu de culture seul
et le témoin cytotoxique correspond a des cellules mises en
culture dans du phénol (0,1%).

Pour évaluer la cytotoxicité des différents échantillons
sur les cellules le test WST-1 est utilisé.

Les résultats montrent que les échantillons qui ont été
testés ne sont pas cytotoxiques pour les cellules, et
n’entrainent pas de dommages, d’'une part sur les fibroblastes et
d’autre part sur les kératinocytes (résultats non montrés)
jusqu’a une concentration en oligosaccharides de 5mg/mL.

De plus, d’autres expériences menées ont montré qu’il n'’y

avait pas d’'effets déléteres suite a 1l’exposition de



CA 0290973%2 2015-10-19

WO 2014/174220 PCT/FR2014/050994

10

135

20

25

30

35

20

fibroblastes et de kératinocytes a des fractions
oligosaccharidiques présentant une concentration de 1mg/mL
pendant une durée de 48h (résultats non montrés).

Exemple 4 : Effet des fractions oligosaccharidiques sur la
prolifération des fibroblastes

Il a été démontré que, en plus de ne pas avoir d’'effets
cytotoxiques sur les cellules, 1les oligosaccharides 1ssus de
graines de 1lin, et obtenus selon 1le procédé de 1’invention,
permettent une stimulation efficace de 1la prolifération des
fibroblastes dermiques.

L’'effet positif des oligosaccharides neutres de graines de
lin sur 1les fibroblastes est illustré sur 1la figure 3. Les
cellules ont été exposées a des fractions oligosaccharidiques
présentant une concentration de 1lmg/mL, et la prolifération des
fibroblastes est mesurée par la mise en cuvre du test WST-1 a
différents temps d’'exposition (24, 48 et 72h).

Les résultats mont rent que les fractions
oligosaccharidiques qui ont été testées induisent une
augmentation de la prolifération des fibroblastes dermiques. La
stimulation de la prolifération est d’autant plus marquée apres
48h ou 72h d’incubation des cellules en présence des
oligosaccharides i1ssus des graines de lin.

Des études sur 1la prolifération des fibroblastes en
fonction de la concentration des fractions oligosaccharides ont
également été conduites. Les résultats (non montrés) permettent
d’' observer que la stimulation de la prolifération est observée
des 0,5mg/mL pour les échantillons E4 et E6.

Exemple 5 : Effet des oligosaccharides neutres de graines
de lin sur le chimiotactisme

Il a encore été démontré que les oligosaccharides neutres
issus des graines de lin obtenus par le procédé de 1l'invention
présentent une importante activité chimiotactique sur 1les
fibroblastes. Cet effet est particulierement avantageux pour la
réparation tissulaire.

Pour cela, des fibroblastes dermiques humains adultes ont

été cultivés in vitro dans des inserts Transwell® comprenant une
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membrane, lesdits fibroblastes étant incubés pendant 24h en
présence ou en absence (contrdle) de différents échantillons
comprenant des oligosaccharides issus de graines de 1lin a une
concentration de 1lmg/mL.

Le chimiotactisme des fibroblastes dermiques est évalué par
un comptage du nombre de cellules qui traversent la membrane de
1’ 1nsert.

Les résultats, wvisibles sur 1la figure 4, montrent
clairement que les oligosaccharides neutres de lin, obtenus par
le procédé selon 1l'invention, induisent wune augmentation du
chimiotactisme des fibroblastes dermiques. D’autre expériences
menées ont permis de montrer que 1l’'effet chimiotactique est
visible a une concentration tres faible en oligosaccharides
(0, S5mg/mL), cet effet chimiotactique augmentant avec des
concentrations plus élevées en oligosaccharides. Les résultats
sont illustrés sur la figure 5.

Exemple 6 : Effet des oligosaccharides de graines de lin
sur la migration cellulaire

La migration cellulaire des fibroblastes dermiques au cours
du temps a ¢été mesurée en présence et en absence
d’ oligosaccharides neutres provenant de graines de 1lin et
obtenus par le procédé selon l’'invention. Ces composés ont été
testés sur des fibroblastes et la migration de ces derniers a
été suivie au cours du temps.

Les résultats sont illustrés sur 1la figure 6. Des
fibroblastes dermiques humains adultes ont été cultivés in vitro
dans des 1inserts 1Ibidi® permettant de mettre en place les
conditions d’une blessure artificielle.

Les fibroblastes ont été incubés en présence d’une
concentration en oligosaccharides de 1lmg/mL et la migration des
cellules est suivie pendant 48h au moyen d’un vidéomicroscope.
La trajectoire des cellules est ainsi reconstituée.

Il est nettement visible que les fractions
oligosaccharidiques, obtenues par la mise en cuvre du procédé
selon l’invention et présentant des oligosaccharides neutres

ayant des masses molaires 1ssues du fractionnement par
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Ultrafiltration sur seuil de coupure entre 5000 et 15 000 Da et
entre 15 000 et 50 000 Da, permettent une migration cellulaire
importante, c¢e qui 1nduit une fermeture beaucoup plus rapide
d’une blessure artificielle in vitro.

Exemple 7 : Effet des oligosaccharides de graines de lin
sur la syntheése de collagene de type III et de type IV

Il a été démontré ici que les fractions comportant des
oligosaccharides neutres 1i1issus de la graine de lin entrainent
une augmentation significative de la synthese de collagene, et
surtout du collagene de type III qui est synthétisé en
premier lieu lors de la réparation tissulaire par les
fibroblastes.

Des fibroblastes dermiques humains adultes ont été mis en
culture in vitro et ont été activés pendant 24h (figure 7A) et
48h (figure 7B) en ©présence et en absence de fractions
oligosaccharidiques 1ssues de graines de 1lin, celles-c1
présentant une concentration de 1mg/mL. Les surnageants de
culture ont été récupérés, et la quantité de collagene de type
IIT a été déterminée par un dosage a l’aide d’un kit commercial
ELISA.

Les résultats de la synthese de collagene de type III sont
visibles sur la figure 7.

Cette figure illustre bien que les échantillons comportant
d’'une part des oligosaccharides neutres ayvant des masses
molaires issues du fractionnement par ultrafiltration sur seuil
de coupure entre 5 000 et 15 000 Da et d’'autre part entre 15 000
et 50 000 Da, lesdits échantillons étant obtenus par le procédé
selon 1l’invention, permettent une augmentation significative de
la syntheése de collagene de type III par les fibroblastes.

D’ autres expériences menées ont également permis de mettre
en évidence que les oligosaccharides neutres issus de graines de
lin permettent une augmentation de la synthese de collagene de
type IV par les fibroblastes.

Plus précisément, des fibroblastes dermiques humains ont
été cultivés in vitro jusqu’a confluence, puis les cellules ont

été incubées pendant 24h avec divers échantillons, notamment
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avec les fractions d’oligosaccharides correspondant aux second
et troisieme perméats et obtenues par la mise en cecuvre du
procédé selon l’invention. La concentration des fractions est de
1mg/mL.

Les surnageants de culture sont ensuite récupérés, et le
collagene IV est analysé dans le surnageant et dans 1la couche
cellulaire.

Les résultats, illustrés sur la figure 8, montrent que les
fractions oligosaccharidiques, 1issues d’'un fractionnement par
ultrafiltration sur seuil de coupure compris d’'une part entre
15 000 et 50 000 Da et d’'autre part entre 5 000 et 15 00 Da,
sont aptes a activer la synthese de collagene IV. Un tel effet
est particulierement avantageux, car le collagene IV constitue
l’un des composants essentiels des membranes basales et que 1la
syntheése de c¢ce composant a tendance 2a diminuer lors du
vieillissement.

Exemple 8 : Effets des oligosaccharides neutres 1issus de
graines de lin sur la synthese des petits protéoglycannes

Les composés appelés protéoglycannes, et notamment les SLRP
(Small Leucine-Rich Proteoglycans), Jjouent un rdle important
dans la régulation de 1l’activité cellulaire et  dans
l’ organisation des propriétés fonctionnelles de la peau.

En particulier, 1la décorine et le lumicanne sont des
protéoglycannes importants. La décorine est abondante dans les
peaux adultes et joue un rodle primordial dans la régulation de
1’ homéostasie. La quantité de décorine dans la peau augmente
avec l’age. Au contraire, la quantité de lumicane a tendance a
diminuer avec 1l’4ge. Le 1lumicane joue un rdle dans la
préservation des propriétés fonctionnelles de la peau.

Des expériences ont été menées pour déterminer 1’impact des
oligosaccharides neutres issus de graines de lin, et obtenus par
le présent  procédsé, sur la syntheése de <ces petits
protéoglycannes.

Les fibroblastes ont été cultivés pendant 24h en présence
d’ oligosaccharides neutres issus de lin a une concentration de

lmg/mL.
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Les ARNs ont ensuite été extraits des fibroblastes et on a
procédé a une série de RT-PCRs pour évaluer 1l'expression des
genes codant pour la synthese de la décorine et du lumicane.
L’ expression du gene de la GAPDH sert de témoin positif.

Les résultats sont illustrés sur la figure 9 annexée. Ils
montrent cque les oligosaccharides neutres 1ssus de lin
permettent d’induire une diminution de la synthese de décorine
par les fibroblastes dermiques tandis dque, au contraire,
l’expression du lumicane augmente.

En conséquence, la mise en contact d’/’une peau agée avec des
oligosaccharides neutres, obtenus par 1le présent procédé et
avant notamment des masses molaires issues du fractionnement par
ultrafiltration sur seuil de coupure entre 5 000 et 15 000 Da ou
entre 15 000 et 50 000 Da, permet de se rapprocher du phénotype
d’une peau plus 7jeune.

Exemple 9 : Effets des oligosaccharides neutres issus de
graines de lin sur les kératinocytes

Il a été observé, par microscopie optique, que les
fractions comportant des oligosaccharides neutres i1issus de
graines de 1lin ont un effet positif sur 1les kératinocytes
épidermiques.

En particulier, les oligosaccharides neutres induisent une
différenciation des kératinocytes, celle-ci étant plus
particulierement caractérisée par un changement de morphologie.

Les observations au microscope ont été confirmées par des
expériences d’immunocytochimie, dans lesquelles différents
marqueurs de différenciation ont été utilisés, tels que
l’1involucrine, marqueur de la couche granuleuse, ou encore la
filagrine et la 1loricrine, marqueurs de 1la couche cornée de
l’ épiderme (résultats non montrés). L’'apparition de ces
marqueurs dans les kératinocytes est fortement stimulée par les
oligosaccharides neutres obtenus par le procédé selon
l’invention.

La stimulation de la différenciation des kératinocytes est
bénéfique pour la peau car elle augmente sa protection contre

les agressions extérieures.
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Bien entendu, l'invention n'est pas limitée aux exemples
illustrés et décrits précédemment qui peuvent présenter des
variantes et modifications sans pour autant sortir du cadre de

l'invention.
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REVENDICATIONS :

1. Procédé d’obtention d’un mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin,
les oligosaccharides présentant des masses molaires élevées comprises entre 5 000 Da et 50 000
Da, le procédé comportant les étapes suivantes :

= on effectue une hydrolyse a pH acide d’une solution de mucilage de lin, cette
derniere €tant obtenue par extraction de graines de lin dans un solvant, I’hydrolyse étant
cffectuée a un pH de 2, a une température de 1’ordre de 80°C, pendant une durée de 24h ;

— on neutralise la solution par ajout d’une base en quantité adéquate ;

- on effectue une premiere ultrafiltration de la solution au travers d’une membrane
de porosité 50 000 Da, de sorte a obtlenir un premier rétentat et un premier perméat ;

- on effectue une seconde ultrafiltration du premier perméat au travers d’une
membrane de porosité 15 000 Da, de sorte a obtenir un second rétentat et un second perméat ;

— on effectue une troisieme ultrafiltration du second perméat au travers d’une
membrane de porosité 5 000 Da de sorte a obtenir un troisiéme rétentat et un troisiéme perméat ;

- on melange le second rétentat et le troisieme rétentat pour obtenir le mélange
d’oligosaccharides, le second rétentat comportant des oligosaccharides ayant des masses
molaires 1ssues du fractionnement par ultrafiltration sur seuil de coupure compris entre 15 000
et 50 000 Da, et le troisieme rétentat comportant les oligosaccharides ayant des masses molaires

1ssues du fractionnement par ultrafiltration sur seuil de coupure entre 5 000 et 15 000 Da.

2. Procédé selon la revendication 1, dans lequel P’extraction de graines de lin est réalisée

dans un solvant aqueux.

3. Procéd¢€ selon la revendication 1 ou 2, dans lequel on neutralise la solution de mucilage
par ajout, en quantité adéquate, d’une base forte choisie dans le groupe comprenant I’hydroxyde

de baryum et I’hydroxyde de sodium.

4. Mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin obtenu par la mise en
ceuvre du procéde selon 'une quelconque des revendications 1 a 3, dans lequel le mélange
comporte des oligosaccharides ayant des masses molaires comprises entre 5 000 Da et 50 000

Da et 1ssues d'un fractionnement par ultrafiltration sur seuil de coupure compris d'une part entre

15 000 et 50 000 Da et d'autre part entre 5 000 et 15 000 Da.

CA 2909792 2018-05-22



15

2()

235

30

35

40

45

CA 23909792 2017-05-30

.97 -

J. Mélange d’oligosaccharides ncutres extraits de graincs de lin selon la revendication 4,
comportant des oligosaccharides dont la chaine comprend au moins du fructosc ct/ou dc

I’arabinose et/ou du galactose et/ou du glucose et/ou du xylose.

6. M¢élange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon la revendication 4
ou 5, comportant un faible taux d'oligosaccharides dont la chaine comprend du rhamnose et un

taux d’acides uroniques inferieur a 12%.

7. Mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graincs dc lin sclon ’une quelconque

des revendications 4 a 6 pour une utilisation dermatologique ou cosmétique pour lutter contre

les effets du vieillissement cutané ou pour favoriser la réparation tissulaire cutanee.

8. Mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon 'une quelconque

des revendications 4 a 7 pour stimuler la prolifération des fibroblastes.

9. Mc¢lange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon 'une quelconque

des revendications 4 a 8 pour stimuler le chimiotactisme des fibroblastes.

10. Mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon 1'une quelconque

des revendications 4 a 9 pour stimuler la migration cellulaire des fibroblastes.

11, Meélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon I’une quelconque

des revendications 4 a 10 pour stimuler la syntheése de collagénc dc typce III ct/ou dc type IV par

les fibroblastes.

12. Mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon 1'une quelconque

des revendications 4 a 11 pour stimuler la synthese de lumicane et pour inhiber la synthese de

décorine par les fibroblastes.

13, Meélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon 'une quelconque

des revendications 4 a 12 pour induirc la différenciation des kératinocytes.

14. Mélange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon P'une quelconque

des revendications 4 a 13 pour favoriser la cicatrisation d’une plaie.

9802302.1
36032/18
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15. Composition dermatologique ou cosmétique comprenant un mélange d’oligosaccharides
neutres selon 1'une quelconque des revendications 4 a4 14 et au moins un véhicule

cosmetiquement ou dermatologiquement acceptable.

16. Composition cosmeétique selon la revendication 15 dans laquelle la concentration cn

oligosaccharides neutres est comprisec entre 0,1 ¢t Smg/mlL.

17. M¢lange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon I’une quelconque
des revendications 4 a 6 pour son utilisation comme médicament pour favoriser la cicatrisation

des ti1ssus.

18. Mc¢lange d’oligosaccharides neutres extraits de graines de lin selon la revendication 17,
dans lequel le médicament est pour le traitement dcs ulcéres chroniques ou aprés une

intervention chirurgicale.

9&802302.1
36032/18
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