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Composition cosmétique comprenant un extrait de levure Metschnikowia rubicola.

Composition cosmétique comprenant un extrait de le-
vure Metschnikowia rubicola
La présente invention concerne une composition cos-
métique comprenant, dans un milieu physiologiquement ac-
ceptable, au moins un extrait de levure Metschnikowia
rubicola et au moins un adjuvant cosmétique choisi dans le
groupe constitué par les agents antioxydants, les parfums,
les vitamines, les huiles, les agents épaississants, les
agents émollients, les agents hydratants, les agents anti-
age, et leurs mélanges.
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extrait de levure Metschnikowia rubicola
DOMAINE DE L'INVENTION

La présente invention concerne le domaine de la cosmétique. Elle concerne
notamment une composition cosmétique comprenant un extrait de levure Met-
schnikowia rubicola destinée, notamment, a améliorer la fonction barriére,
I’hydratation cutanée, 1’équilibre du microbiote cutané et/ou la syntheése de matrice

extra-cellulaire de 1’épiderme.

ETAT DE LA TECHNIQUE

Le tissu cutané est la premicre barriere de protection de 1'organisme vis-a-vis de
l'environnement. Il est ainsi quotidiennement soumis a des facteurs d’origine externe
ou interne susceptibles de fragiliser la barriere cutanée, favoriser la déshydratation de
la peau et/ou des levres, fragiliser I’équilibre du microbiote cutané et altérer la synthese
de matrice extra-cellulaire de 1’épiderme.

La peau du visage est une partie du corps tout particulicrement sensible a la perte
d’eau. Une bonne hydratation de la peau et des leévres est indispensable au confort, qui
influence notamment la sensibilité au toucher [1].

De nombreuses solutions cosmétiques ont été proposées pour agir sur la fonction
barricre et pour améliorer I"hydratation de la peau, mais il demeure un besoin constant
de trouver de nouveaux agents capables de nourrir et hydrater la peau et/ou les levres,
de rétablir la barriere cutanée et ainsi de prévenir et/ou diminuer les effets déléteres
subis quotidiennement par notre peau et qui favorisent 1’altération de 1’équilibre du mi-
crobiote cutané et de la syntheése de matrice extra-cellulaire.

De maniére inattendue, la Demanderesse a mis en évidence les effets in vitro d’un
extrait de levure Metschnikowia rubicola, aussi appelé extrait de levure de rose ou
« Nectarosa » dans la présente description. Cet extrait de levure permet notamment de
favoriser et/ou stimuler la synthése de la matrice extra-cellulaire, I’hydratation de la
peau, la barricre cutanée et son film hydrolipidique ainsi que 1’équilibre du microbiote
cutané. Il est donc envisagé d’utiliser cet extrait de levure comme actif cosmétique
pour stimuler et/ou favoriser la fonction barriere cutanée, I’hydratation de la peau,
I’équilibre du microbiote cutané, notamment de la souche Staphylococcus epidermidis,

et/ou améliorer la synthese de matrice extra-cellulaire de 1’épiderme.
Exposé de l'invention

Le premier objet de I’invention concerne une composition cosmétique comprenant,

dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un extrait de levure Met-
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schnikowia rubicola et au moins un adjuvant cosmétique choisi dans le groupe
constitué par les agents antioxydants, les parfums, les vitamines, les huiles, les agents
épaississants, les agents émollients, les agents hydratants, les agents anti-age, et leurs
mélanges.

Par « milieu physiologiquement acceptable », on entend un milieu compatible avec
les maticres kératiniques, en particulier la peau et/ou les levres.

On entend par « matieres kératiniques » selon 1’invention la peau et/ou ses phaneres,
et les levres. En particulier, il s’agira de la peau du visage, du cou et/ou du corps, et des
levres.

Par « adjuvant cosmétique » on entend une substance dépourvue d’effet cosmétique
en tant que telle, mais utile a I’incorporation de 1’extrait de levure Metschnikowia
rubicola dans la composition cosmétique de 1’invention ou a la mise en forme de celle-
clL.

De préférence, ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola est obtenu par un
procédé comprenant au moins les €tapes de :

a) Solubilisation de la biomasse de Metschnikowia rubicola dans 1’eau,

b) Hydrolyse(s) enzymatique(s),

¢) Inactivation enzymatique par traitement thermique,

d) Séparation des phases soluble et insoluble pour récupérer la phase soluble,

¢) Concentration(s),

f) Filtration(s), et

g) Filtration(s) stérilisante(s).

L’invention porte encore sur un procédé cosmétique de soin et/ou de maquillage des
matieres kératiniques, plus particulierement de la peau et/ou des levres et notamment
de la peau du visage et/ou du cou, comprenant 1’application topique sur lesdites
matieres kératiniques, d’une composition cosmétique selon I’invention.

Le procédé cosmétique de I’invention est notamment destiné a favoriser et/ou
stimuler la fonction barriere cutanée, ’hydratation de la peau, I’équilibre du microbiote
cutané, notamment de la souche Staphylococcus epidermidis, et/ou améliorer la
syntheése de matrice extra-cellulaire de I’épiderme.

Par « favoriser et/ou stimuler 1’équilibre du microbiote cutané » on entend favoriser
et/ou stimuler I’équilibre de la population de micro-organismes qui, de par leur
diversité, participent au contrdle de I'équilibre qui caractérise une peau saine et par-
ticipent a la protection de 1’organisme en limitant le risque de colonisation de la peau
par des bactéries pathogenes.

Par « peau saine » selon I’invention, en entend des peaux ne présentant pas de 1ésion,
de troubles ou de désordres qui reléveraient d’un état pathologique (sujets ‘non sains’,

atteints d’une pathologie).
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La présente invention porte encore sur 1’utilisation cosmétique d’un extrait de levure
Metschnikowia rubicola selon I’invention, en tant qu’actif destiné a favoriser et/ou
stimuler la fonction barriere cutanée, ’hydratation de la peau, I’équilibre du microbiote
cutané, notamment de la souche Staphylococcus epidermidis, et/ou améliorer la
syntheése de matrice extra-cellulaire de I’épiderme.

DESCRIPTION DES FIGURES

[Fig.1] La [Fig.1] est un graphique montrant la quantité de S. epidermidis obtenue
apres culture en conditions irradiée (UVA a 1 J/cm?) ou non, en présence ou non de
Nectarosa a une concentration de 0.278% ou 2.5% (% en poids d’extrait dilué dans le
milieu).

[Fig.2] La [Fig.2] est un graphique indiquant la dilution minimale nécessaire pour
éviter un effet cytotoxique des sécrétomes de S. aureus et S. epidermidis sur des kéra-
tinocytes est de 1/16 pour S. aureus et Y2 pour S. epidermidis.

[Fig.3] La [Fig.3] est un graphique montrant la quantification relative de I’expression
de genes cibles (transglutaminase I, Claudine I, Hyaluronan Synthase 3et Aquaporine
3) par PCR quantitative dans des kératinocytes humains normaux traités avec le
sécrétome de S. epidermidis seul (SE) ou le sécrétome de S. epidermidis cultivées en
présence de Nectarosa a 0.278% (% en poids d’extrait dilué dans le milieu) (SE+NTS).

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION

Extrait de levure Metschnikowia rubicola

Les compositions cosmétiques de 1’invention utilisent comme actif cosmétique un
extrait de levure Metschnikowia rubicola.

Par « Metschnikowia rubicola » au sens de I’invention, on entend toute levure de la
famille des Metschnikowiaceae, du genre Metschnikowia et de 1’espece Metschnikowia
rubicola. Préférenticllement, une souche de la levure Metschnikowia rubicola a été en-
registrée dans une collection de levures (CIRM), sous le numéro CLIB n°2141. Cette
levure Metschnikowia rubicola a €t€ isolée a partir de plantes de la famille des
Rosaceae, de préférence a partir d’une plante de la variété Evanrat, encore plus préfé-
rentielle a partir du nectar de rose de Granville.

Par « nectar de rose » au sens de I’invention, on entend le suc sécrété par
les nectaires de la rose, et isolé a partir de fleurs de rose. Le nectaire est un organe
nourricier, constitué d'une glande, dont sont pourvues nombre de plantes et qui sécrete
le nectar. Le nectar possede, par son gofit ou son odeur, un pouvoir d'attraction sur les
insectes et animaux polinisateurs. La composition des nectars de fleurs peut étre in-
fluencée par différents facteurs : la saisonnalité, I’espece de plante étudiée, la fleur sé-
lectionnée mais aussi par les micro-organismes qu’il contient [2]. Les micro-or-

ganismes jouent un role dans la composition et la concentration des métabolites
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primaires (notamment sucres et acides aminés) et des métabolites spécialisés présents
dans le nectar mais aussi sur sa température et son pH.

Par « actif cosmétique » au sens de I’invention, on entend un extrait comprenant au
moins un ensemble de molécules présentant un effet cosmétique sur la peau. Préféren-
tiellement 1’effet est un effet hydratant et le principe actif améliore la fonction barriere
de la peau.

L’extrait selon 1’invention peut &tre un extrait de toute souche de Metschnikowia
rubicola, de préférence de la souche déposée dans la collection CIRM sous le numéro
CLIB n°2141.

Selon un mode de réalisation, la composition cosmétique de I’invention est ca-
ractérisée en ce que la levure est la souche identifiée par le numéro CLIB n°2141.

Metschnikowia rubicola est une levure ascomycetes classé€e dans le clade de Met-
schnikowia pulcherrima, classe qui présente un intérét particulier pour l'agriculture car
Metschnikowia pulcherrima et Metschnikowia fructicola sont efficaces comme agents
de biocontrdle pour inhiber les pourritures de stockage des fruits [3]. Metschnikowia
rubicola forme des colonies blanches, semi-€clatantes, de texture butyreuse, avec un
bord lisse et 1égerement irrégulier. Les cellules sont de formes ellipsoidales allongées.
Metschnikowia rubicola a des asques aussi de forme ellipsoidales allongées, contenant
un ou deux ascospores en forme d’aiguilles.

A la connaissance de la Demanderesse, aucun extrait de levure Metschnikowia
rubicola n’a été décrit dans I’art antérieur pour une utilisation comme actif cosmétique
présentant des propriétés remarquables au niveau des maticres kératiniques chez
I’Homme.

Selon un autre mode de réalisation, la composition cosmétique de I’invention est ca-
ractérisée en ce que ladite levure Metschnikowia rubicola est isolée a partir du nectar
de rose de la variété Evanrat.

Par « extrait de Metschnikowia rubicola » ou « extrait de levure de rose » ou encore
« Nectarosa » au sens de I’invention, on entend un extrait comprenant au moins un
ensemble de molécules, préférentiellement un extrait de la biomasse de la levure Met-
schnikowia rubicola, ledit extrait €tant un hydrolysat, comprenant, préférentiellement
au moins des sucres représentant au moins 15% en poids du poids total de 1’extrait.
Ledit extrait constituant un ingrédient dérivé de matériaux naturels, selon la définition
de la norme ISO 16128.

Par « ingrédient cosmétique dérivé de matériaux naturels » au sens de I’invention, on
entend un ingrédient cosmétique provenant de matériaux issus de I’agriculture
biologique, ou de matériaux en partie d’origine naturelle et en partie issus de
1’agriculture biologique, obtenu par des procédés chimiques et/ou biologiques définis

visant a le modifier chimiquement mais ne comprenant aucun fragment de molécule
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issu d’un combustible fossile. Ces modifications chimiques sont intentionnelles,
associées au procédé réalisé, les structures et les ratios des molécules obtenues ne sont
plus identiques a ce que la personne du métier sait présent naturellement dans la
levure.

L’extrait de levure Metschnikowia rubicola utilisé dans la présente invention peut
étre inclus dans les compositions cosmétiques de I'invention sous une forme vivante,
semi-active ou inactivée, morte. Il peut étre inclus sous forme de fractions de
composants cellulaires ou sous la forme de métabolites. Le microorganisme, mé-
tabolite(s) ou fraction(s) peu(ven)t également €tre introduit(s) sous la forme d'une
poudre lyophilisée, d'un surnageant de culture et/ou le cas échéant sous une forme
concentrée.

Selon un mode de réalisation, ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola utilisé
par I'invention est un hydrolysat.

Par « hydrolysat de Metschnikowia rubicola » au sens de ’invention, on entend tout
extrait issu de la levure Metschnikowia rubicola, obtenu par un procédé comprenant au
moins une étape d'hydrolyse, préférentiellement au moins une étape d’hydrolyse en-
zymatique.

Selon un mode de réalisation particulier, la levure Metschnikowia rubicola est mise
en ceuvre sous une forme inactivée, voire morte, et plus particulicrement sous la forme
d'un lysat.

Par « lysat », on entend notamment un matériau obtenu par lyse cellulaire des
cellules du microorganisme considéré provoquant ainsi la libération des constituants
biologiques intracellulaires naturellement contenus dans lesdites cellules. Le lysat mis
en ceuvre est formé en tout ou partie des constituants biologiques intracellulaires et des
constituants des parois et membranes cellulaires. La présente invention concerne donc
la mise en ceuvre d'un lysat probiotique et/ou une de ses fractions et/ou un de ses mé-
tabolites.

Procédé d’obtention de I’extrait de levure Metschnikowia rubicola

L’extrait peut €tre préparé par différents procédés d’extraction connus de la personne
du métier, mettant en ceuvre des étapes de : lyse, de préférence hydrolyse, desdites
levures Metschnikowia rubicola, séparation des phases soluble et insoluble,
concentration, filtration et stérilisation, optionnellement séchage et éventuellement
remise en solution.

Selon certains modes de réalisation, une culture de levures Metschnikowia rubicola
est réalisée préalablement a la mise en ceuvre du procédé d’extraction. Cette culture est
notamment conduite, de manicre classique pour la personne du métier, sur un milieu
adapté a son développement (par exemple, milieu de culture pour levures ATCC

Medium : 1245 YPD Medium), afin d’obtenir une biomasse de levures en quantité in-
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dustrielle. Une fois la biomasse produite, les molécules produites ainsi que la biomasse
sont récupérées par centrifugation.

La maticre récupérée suite a cette étape de centrifugation est désignée de fagon
générique par le terme « biomasse ».

Selon un mode de réalisation, I’invention utilise un extrait de levure Metschnikowia
rubicola obtenu par la mise en ceuvre d’un procédé comprenant au moins les étapes
suivantes :

a) Solubilisation de la biomasse de Metschnikowia rubicola dans 1’eau,

b) Hydrolyse(s) enzymatique(s),

¢) Inactivation enzymatique par traitement thermique,

d) Séparation des phases soluble et insoluble pour récupérer la phase soluble,

¢) Concentration(s),

f) Filtration(s), et

g) Filtration(s) stérilisante(s).

Solubilisation de la biomasse

La biomasse préalablement obtenue par la culture de levures Metschnikowia rubicola
est solubilisé€e dans 1’eau, a raison d’au moins 80g de levures Metschnikowia rubicola
par litre d’eau (80g/L.), en particulier a raison de 80-90g/L.

Hydrolyse

L’extrait selon I’invention peut &tre obtenu par tout type de procédé d’extraction ou
de transformation des molécules de la levure comprenant au moins une étape
d’hydrolyse.

Aussi, selon un aspect I’extrait est un hydrolysat, c’est-a-dire qu’il est obtenu par
hydrolyse de la levure. Par « hydrolysat », on entend que la lyse cellulaire est effectuée
dans de I’eau. On parlera indifféremment d’hydrolysat ou d’extrait aqueux dans le
reste de la description.

Selon un autre aspect, I’hydrolysat est obtenu par au moins une hydrolyse en-
zymatique. Ainsi, Par « hydrolysat de levure Metschnikowia rubicola » au sens de
I’invention, on entend tout extrait de levure Metschnikowia rubicola obtenu par un
procédé comprenant au moins une étape d'’hydrolyse enzymatique de la biomasse de
Metschnikowia rubicola. De fagon particulierement avantageuse, I’extrait est obtenu
par deux hydrolyses enzymatiques simultanées.

Ainsi, selon un mode particulier et préféré, I’extrait de levure Metschnikowia
rubicola utilisé par I'invention est un hydrolysat de levure Metschnikowia rubicola.
Lesdites levures étant hydrolysées, il s’agit donc d’un extrait de levures Metschnikowia
rubicola non vivantes.

Selon un mode de réalisation particulier, la composition cosmétique selon 1’invention

est caractérisée en ce que ’extrait de levure Metschnikowia rubicola est un hydrolysat
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de levure Metschnikowia rubicola.

Selon un autre mode particulier, il s’agit d’un hydrolysat de levure Metschnikowia
rubicola (non vivante) de la souche déposée dans la collection CIRM sous le numéro
CLIB n°2141.

Inactivation enzymatique par traitement thermique

En outre, le procédé peut éventuellement comprendre une étape de traitement
thermique de I’extrait pour inactiver les enzymes. La température utilisée dépendra de
la nature de ’enzyme a inactiver. De manicre préférée la température utilisée pour
inactiver les enzymes est comprise dans la gamme allant de 65°C a 95°C et de
préférence dans la gamme allant de 75°C a 85°C.

Séparation des phases soluble et insoluble

La séparation de la phase soluble et insoluble est réalisée par tout moyen connu de la
personne du métier. Selon un mode de réalisation, 1’étape de séparation est effectuée
par centrifugation, filtration ou décantation. Préférentiellement, la séparation des
phases soluble et insoluble est réalisée pour récupérer la phase soluble contenant entre
autres les sucres solubles, tels que les oligosaccharides et les polysaccharides et la
fraction peptidique.

Concentration

Selon encore un autre mode de réalisation, le procédé comprend une ou des €tapes de
concentration et/ou purification, préférentiellement par des étapes d’ultrafiltrations suc-
cessives a travers des filtres de porosité différentes, en conservant les filtrats a chaque
étape et/ou par une méthode de type chromatographique.

Filtrations

Selon un autre mode de réalisation, le procédé comprend une ou des étapes de
filtration, et optionnellement une ou des filtrations stérilisantes. De maniere préférée, la
filtration est effectuée par tri moléculaire adapté, par exemple par ultrafiltration ou
chromatographie ionique. En fin de procéd€, on utilisera avantageusement des fil-
trations stérilisantes pour €viter toute contamination de I’extrait produit.

Autres étapes optionnelles

Des étapes de décoloration ou désodorisation peuvent aussi &tre ajoutées.

Selon un mode de réalisation, I’extrait obtenu a 1’issue de ce procédé d’extraction est
un extrait se présentant sous une forme aqueuse.

Selon un autre mode de réalisation, I’extrait peut ensuite éventuellement €tre associé
a un support d’atomisation et séché, a la fin du procédé décrit ci-dessus pour se
présenter sous forme solide. Cette phase peut étre réalisée par la mise en ceuvre des
étapes suivantes :

- un support d’atomisation, de préférence la maltodextrine, est ajouté dans 1’extrait de

Metschnikowia rubicola, d’au plus 90% (en masse/volume) ;
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- cette solution est ensuite concentrée sous vide ;

- une ¢limination des bactéries éventuellement présentes est réalisée par traitement
thermique ;

- ’atomisation permet d’obtenir une poudre.

Les étapes des procédés décrits ci-avant, prises individuellement, sont usuelles dans
le domaine des extractions d’actifs a partir de mati¢res premieres naturelles et la
personne du métier est a méme d’en ajuster les parametres réactionnels sur la base de
ses connaissances générales.

De manicre avantageuse, ce procédé d’extraction permet d’obtenir un extrait de
levure ne présentant pas de caractéristiques olfactives génantes pouvant limiter son uti-
lisation dans des produits de soins cosmétiques ce qui est généralement le cas pour des
extraits de levure.

Composition du produit obtenu

Selon un mode particulier et préféré, I’extrait de levure Metschnikowia rubicola
utilisé dans les compositions de I’invention comprend entre 10 g/L et 40 g/L. de maticre
active (matiere seche), de préférence encore entre 15 g/L et 38 g/L. de maticre active,
de maniere encore préférée entre 20 g/L et 32 g/L. de matiere active par rapport au
poids total de 1’extrait. Celle-ci peut €tre déterminée par la pesée des résidus issus du
séchage de I’extrait selon I'invention a 105°C dans une étuve jusqu’a 1’obtention d’un
poids constant.

Selon un mode particulier, I’extrait de levure Metschnikowia rubicola utilisé dans les
compositions de I’invention comprend au moins 15% de sucres en poids de matiere
active (matiere seche) de I’extrait, et préférentiellement entre 28% et 75% de sucres en
poids de matiere active de I’extrait. La teneur en sucres dans 1’extrait peut &tre dé-
terminée par la méthode de DUBOIS [4].

La fraction glucidique de I’extrait utilisé dans les compositions de 1’invention
comprend préférentiellement au moins des oligosaccharides. De fagon préférée la
fraction glucidique comprend au moins 50 % d’oligosaccharides en poids de matiere
seche de la fraction glucidique, de préférence au moins 70 % d’oligosaccharides en
poids de matiere seche de la fraction glucidique. Ces oligosaccharides sont préféren-
tiellement constitués de molécules de masses molaires comprises entre 180 et 3 600
Da. Ces oligosaccharides sont préférentiellement constitués de glucose et de mannose.

L’extrait utilisé dans les compositions de 1’invention comprend également des
peptides. Préférentiellement, I’extrait de Metschnikowia rubicola comprend des
peptides ayant un poids moléculaire inférieur a 10 kDa (10000 Da), préférentiellement
inférieur a 3500 Da, tres préférentiellement inférieur a 2000 Da. La répartition et la
quantité de la fraction protéique peut étre déterminée par le dosage de 1’azote total

selon la méthode de KIELDHAL [5]. De fagon préférée, les peptides ayant un poids
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moléculaire inférieur a 3500 Da représentent au moins 90% en poids de la fraction
protéique de I’extrait, encore plus préférentiellement les peptides ayant un poids mo-
léculaire inférieur a 2000Da représentent au moins 75% en poids de la fraction
protéique de I’extrait, selon la méthode de KIELDHAL. L’ extrait utilisé dans les com-
positions de I’invention comprend au moins 20% de peptides en poids de matiere
active (matiere seche) de I’extrait, préférentiellement entre 20 et 60%.

L’extrait utilisé dans les compositions de 1’invention comprend également d’autres
constituants, comme des minéraux qui se mesurent par un taux de cendres. Le taux de
cendres est préférentiellement compris entre 10 et 40% en poids de matiere séche
(matiere active) de I’extrait. La teneur en cendres brutes peut étre déterminée par la
pesée des résidus issus de 1’incinération des échantillons de I’extrait selon I’invention a
550°C dans un four a moufle électrique.

De préférence, 1’extrait de levure Metschnikowia rubicola utilisé par 1’invention est
un extrait comprenant de 0,25 % a 2,5 % de matiere seche (maticre active) dans de
I’eau.

Le nom INCI (International Nomenclature Cosmetics Ingrédients) de cet extrait de
levure Metschnikowia rubicola est : WATER, PENTYLENE GLYCOL, YEAST
EXTRACT AND POTASSIUM SORBATE.

Selon un mode particulier, I’extrait de levure Metschnikowia rubicola utilis€ dans la
composition cosmétique selon I’invention est un hydrolysat obtenu par la mise en
ceuvre des étapes suivantes :

a) Solubilisation de la biomasse de Metschnikowia rubicola dans 1’eau a raison de
80g/L,

b) Hydrolyse(s) enzymatique(s) par des carbohydrases,

c¢) Inactivation enzymatique par traitement thermique, notamment a une température
allant de 65°C a 95°C, de préférence allant de 75°C a 85°C,

d) Séparation des phases soluble et insoluble pour récupérer la phase soluble,

e) Concentration(s) ou purification(s), en particulier par tri moléculaire ou ultra-
filtration, et

f) Filtration(s) et filtration(s) stérilisante(s).

Selon un mode particulier, I’extrait de Metschnikowia rubicola utilisé dans la com-
position cosmétique selon 1’invention est caractérisé par :

- Une teneur en matieres seches de 32 g/L,

- Une quantité de sucres (méthode de Dubois) de 15,4 g/L (soit 48 % en poids par
rapport a la maticre séche),

- Une teneur en peptides (méthode de KIEDHAL) de 11,3 g/L (soit 35,3 % en poids
par rapport a la matiere seche).

L’extrait peut aussi &tre caractérisé en ce qu’il se présente sous la forme d’un liquide
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limpide, jaune clair, a une odeur faible, et que la fraction saccharidique du principe
actif soit composée de glucose et de préférence au moins 20% de mannose. Selon un
autre mode préféré, la fraction saccharidique peut n’€tre composée que de glucose.

Selon un autre mode particulier, I’extrait de levure Metschnikowia rubicola utilisé
dans la composition cosmétique selon 1’invention est un hydrolysat obtenu par la mise
en ceuvre des étapes suivantes :

a) Solubilisation de la biomasse de Metschnikowia rubicola dans 1’eau a raison de
90g/L,

b) Hydrolyse(s) enzymatique(s) par une protéase,

c¢) Inactivation enzymatique par traitement thermique, notamment a une température
allant de 65°C a 95°C, de préférence allant de 75°C a 85°C,

d) Séparation des phases soluble et insoluble pour récupérer la phase soluble,

e) Concentration(s) ou purification(s), en particulier par tri moléculaire ou ultra-
filtration, et

f) Filtration(s) et filtration(s) stérilisante(s).

Selon un autre mode particulier, I’extrait de Metschnikowia rubicola utilisé dans la
composition cosmétique selon I’invention est caractérisé par :

- Une teneur en maticres seches de 24,6 g/L,

- Une quantité de sucres (méthode de Dubois) de 6,1 g/L. (soit 24,8 % en poids par
rapport a la maticre séche),

- Une teneur en peptides (méthode de KIEDHAL) de 10,2 g/L (soit 41,5 % en poids
par rapport a la matiere seche), et

- Une teneur en cendres minérales de 8,3 g/L (soit 33,7 % en poids par rapport a la
matiere séche).

Selon cet autre mode préféré, la fraction saccharidique est composée de glucose.

Composition et Galéniques

Dans le cadre de la présente invention, I’extrait de levure Metschnikowia rubicola est
utilisé pour la préparation de compositions, notamment la préparation de compositions
cosmétiques pour application topique sur les matieres kératiniques.

Ainsi, selon un premier aspect, la présente invention porte sur une composition
cosmétique comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un
extrait de levure Metschnikowia rubicola et au moins un adjuvant cosmétique choisi
dans le groupe constitué par les agents antioxydants, les parfums, les vitamines, les
huiles, les agents épaississants, les agents émollients, les agents hydratants, les agents
anti-age, et leurs mélanges.

De préférence, les compositions cosmétiques de I’invention comprennent un extrait
de levure Metschnikowia rubicola tel que décrit ci-dessus.

Ainsi, selon un mode de réalisation préféré, la composition cosmétique de 1’invention
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se caractérise en ce ladite levure Metschnikowia rubicola est isolée a partir du nectar
de rose de la variété Evanrat.

Selon un autre mode de réalisation préféré, la composition cosmétique de I’invention
se caractérise en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola est un extrait
aqueux de levure Metschnikowia rubicola.

Selon un autre mode de réalisation préféré, la composition cosmétique de I’invention
se caractérise en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola est un hy-
drolysat de levure Metschnikowia rubicola.

Par « extrait aqueux » selon I’invention, on entend que 1’extrait de levure Met-
schnikowia rubicola est un extrait dans de 1’eau.

Selon un mode de réalisation préféré, I’invention porte sur une composition
cosmétique caractérisée en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola est
obtenu par un procédé comprenant au moins les étapes de :

a) Solubilisation de la biomasse de Metschnikowia rubicola dans 1’eau, en particulier
a raison de 80-90g/L

b) Hydrolyse(s) enzymatique(s),

c¢) Inactivation enzymatique par traitement thermique, notamment a une température
allant de 65°C a 95°C, de préférence allant de 75°C a 85°C,

d) Séparation des phases soluble et insoluble pour récupérer la phase soluble,

¢) Concentration(s),

f) Filtration(s), et

g) Filtration(s) stérilisante(s).

Selon un mode de réalisation particulier, I’invention porte sur une composition
cosmétique comprenant dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un
extrait de levure Metschnikowia rubicola, en particulier un extrait de la souche déposée
dans la collection CIRM sous le numéro CLIB n°2141.

Dans le cadre de I’invention, 1’extrait de levure Metschnikowia rubicola est incorporé
dans une composition adaptée a une application topique sur les matieres kératiniques.
Il est notamment utilis€ dans une quantité efficace pour obtenir I’effet recherché.

Selon un mode de réalisation préféré, la composition cosmétique de 1’invention est
caractérisée en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola est présent en une
teneur allant de 0,01 % a 10 %, de préférence de 0,5 % a 5 %, de préférence encore de
0,1 % a3 % en poids de matiere premiere (extrait aqueux) par rapport au poids total de
la composition.

Selon un mode de réalisation préféré, la composition cosmétique de 1’invention est
caractérisée en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola est présent en une
teneur allant de 0,00005 % a 0,25 %, de préférence de 0,0005 % a 0,125 %, de

préférence encore de 0,005 % a 0,075 % en poids de matiere seche (active) par rapport
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au poids total de la composition.

Selon un autre mode de réalisation particulier, I’invention porte sur une composition
cosmétique comprenant dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins un
extrait de levure Metschnikowia rubicola, en particulier un extrait de la souche déposée
dans la collection CIRM sous le numéro CLIB n°2141 en une teneur allant 0,01 % a
10 %, de préférence de 0,5 % a 5 %, de préférence encore de 0,1 % a 3 % en poids de
matiere premiere par rapport au poids total de la composition, et au moins un adjuvant
cosmétique choisi dans le groupe constitué par les agents antioxydants, les parfums, les
vitamines, les huiles, les agents épaississants, les agents émollients, les agents hy-
dratants, les agents anti-age, et leurs mélanges.

Dans un mode de réalisation préféré, ladite composition cosmétique comprenant
I’extrait de levure Metschnikowia rubicola de I’invention est une composition de soin
et/ou de maquillage des maticres kératiniques, en particulier de la peau et/ou des levres
et notamment de la peau du visage et/ou du cou.

Selon un autre mode de réalisation, ladite composition cosmétique comprenant
I’extrait de levure Metschnikowia rubicola de I’invention est caractérisée en ce qu’elle
est sous la forme d’une creme, émulsion huile-dans-eau ou eau-dans-huile ou émulsion
multiple, solution, huile, suspension, gel, lait, lotion, sérum, baume, stick ou poudre

De préférence, 1’extrait de levure Metschnikowia rubicola de I’invention est mis en
ceuvre dans la phase aqueuse de la composition de I’invention.

Ainsi, selon un mode particulier, la composition de I’invention comprend au moins
une phase aqueuse.

La phase aqueuse de la composition selon l'invention comprend de l'eau et éven-
tuellement un solvant hydrosoluble.

On entend par « solvant hydrosoluble » selon I’invention, un composé liquide a tem-
pérature ambiante et miscible a I'eau (miscibilité dans 1'eau supérieure a 50 % en poids
a 25 °C et pression atmosphérique). On peut citer notamment :

- les mono-alcools inférieurs en C1-CS5 tels que 1'éthanol, l'isopropanol et leurs
mélanges,

- les glycols en C2-C8 tels que 1'éthylene glycol, le propylene glycol, le 1,3-butyléne
glycol, le dipropylene glycol, et leurs mélanges,

- les polyols en C2-C32 tels que les polyglycérols, les polyéthylenes glycols, et leurs
mélanges,

- et leurs mélanges.

Elle peut comprendre également des gélifiants hydrophiles, des antioxydants, des
conservateurs et leurs mélanges.

A titre de « gélifiants hydrophiles », on peut citer notamment les polymeres d’acide

acrylique, les copolymeres d’acides acrylique et méthacrylique, les polymeres car-
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boxyvinyliques, les gélifiants polysaccharidiques, les gommes naturelles ou modifiées,
les gélifiants minéraux, et leurs mélanges.

La teneur en gélifiant(s) hydrophile(s) dans la composition cosmétique de 1’invention
ira généralement de 0,01 % a 5 %, notamment de 0,1 % a 4 %, de préférence de 0,2 %
a 3 % et de préférence encore de 0,5 % a 2 % en poids par rapport au poids total de
ladite composition.

Procédés cosmétiques et utilisations

Les procédés cosmétiques et utilisations cosmétiques décrits ci-dessous sont destinés
a une application sur des maticres kératiniques, notamment sur des maticres kéra-
tiniques saines, de préférence des peaux et/ou des levres saines, en particulier sur une
peau fatiguée, une peau atone, impactée par un contexte nutritionnel défavorable ou
déséquilibré, de stress émotionnel ou de manque de sommeil, une peau seéche et/ou une
peau exposée a un stress oxydant.

Par « matieres kératiniques saines » selon I’invention en entend des matieres kéra-
tiniques ne présentant pas de troubles ou de désordres qui releveraient d’un état pa-
thologique (sujets ‘non sains’, atteints d’une pathologie).

Un autre objet de I’invention porte donc sur un procédé cosmétique de soin et/ou de
magquillage des matieres kératiniques, plus particulierement de la peau et/ou des levres
et notamment de la peau du visage et/ou du cou, comprenant I’application topique sur
lesdites matieres kératiniques, d’une composition cosmétique selon I’invention.

Dans le cadre de la présente invention, ledit procédé cosmétique est destiné a
favoriser et/ou stimuler la fonction barriere cutanée, 1’hydratation de la peau,
I’équilibre du microbiote cutané, notamment de la souche Staphylococcus epidermidis,
et/ou améliorer la synthese de matrice extra-cellulaire de 1’épiderme.

Dans un mode de réalisation particulier, les procédés cosmétiques selon 1’invention
sont caractérisés en ce que ladite composition cosmétique selon I’invention est
appliquée sur une peau fatiguée, une peau atone, impactée par un contexte nutritionnel
défavorable ou déséquilibré, de stress émotionnel ou de manque de sommeil, une peau
seche et/ou une peau exposée a un stress oxydant.

Selon un autre mode de réalisation, I’utilisation cosmétique d’un extrait de levure
Metschnikowia rubicola selon I’invention est caractérisée en ce que 1’extrait est utilisé
en tant qu’actif destiné a favoriser et/ou stimuler la fonction barricre cutanée,
I’hydratation de la peau, 1’équilibre du microbiote cutané, notamment de la souche Sra-
phylococcus epidermidis, et/ou améliorer la synthese de matrice extra-cellulaire de
I’épiderme.

La présente invention va désormais étre illustrée dans les exemples non limitatifs
suivants.

Les % sont exprimés en poids de maticre premiere par rapport au poids total de la
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composition, sauf indication contraire.
EXEMPLES

Les études menées par la Demanderesse et illustrées dans les exemples ci-apres
visent a évaluer les différentes activités biologiques de I’extrait de levure Mer-
schnikowia rubicola utilisé dans les compositions selon la présente invention.
Notamment I’extrait de levure utilisé dans ces exemples et désigné indifféremment
« extrait de levure Metschnikowia rubicola », « extrait de levure de rose » ou
« Nectarosa », correspond a 1’extrait obtenu selon le procédé d’extraction illustré a
I’Exemple 1.

Exemple 1 : Extrait de levure Metschnikowia rubicola utilis€ dans les compositions
selon I’invention

L’extrait de levure utilisé dans les exemples ci-apres est un hydrolysat obtenu par la
mise en ceuvre des étapes suivantes :

- Solubilisation de la biomasse de Metschnikowia rubicola dans 1’eau a raison
de 80-90 g/L,

- Hydrolyse enzymatique,

- Inactivation enzymatique par traitement thermique, notamment a une température
allant de 65°C a 95°C, de préférence allant de 75°C a 85°C,

- Séparation des phases soluble et insoluble,

- Purification par ultracentrifugation de la phase soluble pour éliminer les molécules
de tailles supérieures a 5 kDa, et

- Filtration et filtration stérilisante.

A T’issue de ce procédé, on obtient un extrait aqueux caractérisé par :

- Une teneur en maticres seches de 24,6 a 32 g/L,

- Une quantité de sucres (mesurée selon la méthode de Dubois) de 6,1 a 15,4 g/L.
(environ 24,8%-48% de I’extrait sec) dont une partie se présente sous forme
d’oligosaccharides constitués de glucose et de mannose,

- une quantité de peptides (mesurée selon la méthode KJELDHAL) de 10,2a 11,3 g/
L (environ 35,3 a 41,5%, de ’extrait sec), et

- une quantit€ de cendres minérales de 7,8 a 8,8 g/L. (environ 30% a 40% de I’extrait
sec).

Exemple 2 : Effets de I’extrait de levure Metschnikowia rubicola sur I’expression de
genes dans des kératinocytes humains normaux

Cette ¢tude, menée sur des cultures de kératinocytes, illustre les effets de 1’extrait de
levure Metschnikowia rubicola sur I’expression de genes clefs impliqués dans
plusieurs processus cutanés d’intérét tels que la fonction barriere, 1’hydratation de la

peau, I’équilibre du microbiote cutané, et I’amélioration de la synthese de matrice
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extra-cellulaire de 1’épiderme.

Cellules étudiées

Les cellules utilis€es sont des kératinocytes humains normaux (ou KHN) issus d’une
plastie abdominale. Les cellules ont été€ ensemencées dans du milieu de culture EpiLife
® complémenté avec du HKGS (Human Keratinocytes Growth Supplement) a une
densité d’ensemencement de 50 000 cellules par puits dans des plaques 12 puits.

Traitement des cellules avec ’extrait de levure de rose

A 50 % de confluence, les cellules KHN ont été traitées avec 1’extrait de levure de
rose préparé extemporanément a la concentration finale d’utilisation dans du milieu
EpiLife® complémenté avec du HKGS. Apres 24 heures de traitement, les cellules sont
récupérées afin d’en extraire les ARN totaux.

Mesure de I’expression génique par RT-PCR quantitative

- Obtention des ARN totaux a 1’aide du MicrolabSTAR (Hamilton)

Le milieu de culture des cellules a été éliminé et les ARN totaux ont €t€ extraits a
’aide du kit Nucleospin RNA (Macherey-Nagel). Les cellules ont été raclées a I’aide
d’un Cell Scraper puis, le lysat cellulaire a été récupéré dans une deepwell 1,2 mL
(fourni dans le kit Nucleospin RNA). Les ARN totaux ont été extraits selon les
protocoles mis au point.

Les solutions d’ARN totaux obtenues sont dosées, et leur qualité vérifiée, a 1'aide
d'un lecteur de microplaques, le DropSense96 (Unchained Labs) couplé au Mi-
crolabSTAR. Cet appareil est reli€é a 'ordinateur pilotant la plateforme Robotique et
possede le logiciel spécifique d'analyse des résultats (Lunatic Analysis). La technique
nécessite une microplaque de 96 puits (Lunatic plate).

- Syntheése des ADN complémentaires

Le kit de reverse transcription (RT) High Capacity Reverse Transcription Kit
(Thermo Fisher) est utilisé selon le protocole fourni. 500 ng d’ARN totaux ont été
dilués dans de 1’eau pour un volume final de 25uL. Ils ont ensuite €t€ incubés pendant
10 minutes a 25°C puis 2 heures a 37°C en présence de 25 pL. de mélange réactionnel
de High Capacity Reverse Transcription Kit 2X préalablement préparé comme indiqué
dans le tableau 1. Les différentes incubations sont faites au sein du TRobot (Biométra).
[Tableaux1]

Réactifs RT buffer [dNTP Random RNase OUT |RT H20
Primer
Volume SuL 2 ul SuL 0,5 ulL 2,5ul 10 uLL

- Réalisation de la PCR-TagMan Low Density Array
Pour chaque RT, 25 pLL du mélange d’ARN totaux avec les composants du kit RT ont
été mélangés a 100 ul d’eau puis 125 pL. de TagMan Gene Expression master mix 2X
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(ThermoFisher) ont été ajoutés. Apres homogénéisation, 100 pL ont ét€ déposés sur
des cartes de microfluidiques de 96 genes spécifiques pour les KHN. Apres rem-
plissage des différentes cupules, ces cartes ont été€ centrifugées puis scellées.

Le CD correspondant au profil des génes déposés sur les plaques et précisant
I’emplacement de chaque gene est chargé dans 1’appareil QuantStudio 7 FLEX
(Thermo Fisher). Le gene contrdle (ou « endogeneous » gene) a utiliser pour la norma-
lisation des résultats a €t€ indiqué avant le lancement de la PCR. Cette derniere est
réalisée selon le protocole fourni par LifeTechnologies. Les étapes de la qPCR sont 2
min a 50°C, 10 min a 94,5°C puis 30s 2 97°C et 1 min a 59,7°C pour 40 cycles.

Analyse statistique

La PCR quantitative en temps réel peut €tre exploitée si son efficacité est comprise
entre 90 % et 110 %. Pour chaque échantillon, le nombre de cycles auquel apparait le
signal a été déterminé par le logiciel SDS 2.4. Pour un mé€me essali, les niveaux
d’expression des transcrits d’intérét obtenus ont été normalisés par rapport a la valeur
obtenue pour le gene de ménage Beta-2-microglobuline. Ce gene dont I’expression est
constitutive et invariante permet de s’affranchir toutes variations induites au cours de
I’expérience (dosage des ARNs totaux, pipetages, étape de réverse transcription, PCR
dans I’appareillage).

Dans la méthode de RT-PCR TLDA, la quantification est effectuée en utilisant la
méthode comparative de AACt. Les valeurs de quantification relative (RQ) obtenues
correspondent au niveau d’amplitude (x fois plus ou moins que le contrdle) de
I’expression par rapport a notre controle, ici le non irradié. Le RQ est obtenu par le
calcul suivant ol le contrdle est égal a 1 : RQ = 2-44Ct = 2-(ACt raité - ACt non traité)

ACt traité = Ct gene cible traité — Ct gene de ménage traité

ACt non traité = Ct gene cible non traité¢ — Ct gene de ménage non traité

Afin d’évaluer des variations d’activité transcriptionnelle statistiquement signi-
ficative, le test t de Student a €té utilisé. Chaque condition a été réalisée en triplicat (3
non traités et 3 traités dans les mémes conditions). Le test-F de Fischer a tout d’abord
été appliqué en comparant les deux matrices de données. Lorsque la valeur est su-
périeure a a > 0,05 alors la variance pour le test t de Student est de 2, lorsque le test-F
de Fischer est inférieur a a < 0,05 alors la variance sera égale a 3. Les variations trans-
criptionnelles retenues sont celles un test t de Student inférieur ou égal a p =0,05 et
dont les valeurs de RQ sont soit inférieures a 0,75 soit supérieures a 1,5.

Résultats
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[Tableaux2]

Voie biologique Symbole |Geéne Effet extrait levure de
rose comparé au
control non traité

Différenciation ; TGM1 Transglutaminase 1 +127%

Formation de la SPRR  |Cornifin/ Small Proline ~ |+190%

barriere cutanée Rich Protein

ZNF750 |Zinc finger Protein 750 +210%

Cohésion ; jonctions |OCLN Occludin +57%

cellulaires ; commu- | DN |Claudin 1 +66%

nication -

DSG Desmoglein +265%

Synthese de la Matrice |AQP3 Aquaporin 3 (Gill Blood [|+94%

extracellulaire ; Flux Group)

hydriques ; Hy- AQP9 Aquaporin 9 +205%

dratation e 1 .

FABP5 Fatty Acid Binding Protein |+69%
5
HAS-3 Hyaluronan Synthase 3 +51%

Tableau 2 : Expression génique dans des cultures de KHN

Ces résultats montrent donc que Iextrait de levure Metschnikowia rubicola stimule
I’expression de genes clefs impliqués dans plusieurs processus cutanés d’intérét tels
que la fonction barriere, I’hydratation de la peau et I’amélioration de la synthese de
matrice extra-cellulaire de 1’épiderme.

Exemple 3 : Effets de I’extrait de levure Metschnikowia rubicola sur S. epidermidis

Cette étude, menée sur des cultures de S. epidermidis, illustre les effets de 1’extrait de
levure Metschnikowia rubicola sur la survie des souches bactériennes et donc
1I’équilibre du microbiote cutané, en condition de stress UV ou non.

3.1. Matériel et méthodes

Souche bactérienne utilisée

La souche bactérienne utilisée est :

- Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990, S. epidermidis), cultivé dans du milieu
EpiLife® sans hydrocortisone et sans antibiotique sur gélose Mueller-Hinton.

Composés testés

L’extrait de levure de rose a été utilisé pour étudier ses effets sur les souches bac-
tériennes S. epidermidis. Les concentrations utilisées sont soit 2.5% soit 0.278% de

matiere premicre (extrait aqueux).
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Etude de la croissance et de la viabilité bactérienne

- Suspensions bactériennes, culture

Apres amplification des différentes souches bactériennes en milieu de culture, pour
chaque bactérie, des suspensions bactériennes ont €t€ préparées. Chaque souche a été
reprise dans le milieu d’essai et ajustée a une densité optique a 600 nm (DO600 nm)
égale a 0.1.

La suspension bactérienne de chaque souche a été transférée dans des plaques 96
puits et les cultures bactériennes ont €t€ pré-cultivées a 37°C sous agitation dans
I’appareil EPOCH2 (BioTek Instruments) a environ 280 rpm (rotation par minute)
pendant 4 heures.

- Traitement des cultures avec I’extrait de levure de rose

* Conditions basales

Au temps 4 heures, I’extrait de levure de rose a été ajouté ou non (condition témoin)
et les cultures bactériennes ont été incubées a 37°C sous agitation (EPOCH2, BioTek
Instruments) a environ 280 rpm pendant 24 heures.

* Conditions irradiées

Au temps 4 heures, les cultures bactériennes ont été irradiées avec des UVAal J/
cm?. La lampe utilisée était la chambre d’irradiation Opsytec BS-02. Apres irradiation
I’extrait de levure de rose a été ajouté ou non (condition témoin) et les cultures bac-
tériennes ont €t€ incubées a 37°C sous agitation (EPOCH2, BioTek Instruments) a
environ 280 rpm pendant 24 heures.

Toutes les conditions expérimentales ont été réalis€es en tripliquat (n=3) excepté les
conditions témoins qui ont été reproduites 12 fois (n=12) pour chaque souche.

Tout au long de ces étapes, les densités optiques a 600 nm (DO600nm) ont été lues
avec un spectrophotometre (EPOCH2, BioTek Instruments) en cinétique continue
pendant 4 + 24 heures.

- Evaluation de la viabilité bactérienne et test XTT

Apres incubation, la viabilité bactérienne a été évaluée a I’aide d’un kit de réduction
du XTT (Cell Proliferation Kit II, Roche) selon les instructions du fournisseur. Ce kit
mesure la densité optique a 450 nm avec une longueur d’onde de référence de 620 nm.

Les bactéries ont été incubées en présence de XTT (sel de tétrazolium) qui est réduit
en cristaux de formazan hydrosolubles oranges par les déshydrogénases de la
membrane cytoplasmique bactérienne au cours du métabolisme bactérien. Cette trans-
formation est proportionnelle au nombre de cellules vivantes et a leur activité mé-
tabolique.

En parallele, des puits contenant le milieu d’essai ou 1’extrait de levure de rose (sans
bactéries) ont été incubés en présence de XTT afin de déterminer 1’éventuelle in-

terférence de I’extrait testé avec la méthode d’analyse. Les densités optiques (DO) ont
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été enregistrées avec un lecteur de microplaques (VERSAmax, Molecular Devices).

Traitement des données

Les données brutes ont été transférées et traitées sous le logiciel Microsoft Excel et le
logiciel GraphPad PRISM.

Les comparaisons intergroupes ont été réalis€es a I’aide du test t de Student bilatéral
non apparié. Les analyses statistiques peuvent étre interprétées si n>5 ; cependant pour
n<3, les données calculées ne sont fournies qu’a titre indicatif.

Formules utilisées dans ce rapport

Erreur standard de la moyenne :

esm = écarttype (Sd)/An

L’erreur standard de la moyenne (esm) représente 1’écart de la moyenne de
I’échantillon par rapport a la moyenne de la vraie population. L.’esm est calculé en
divisant le Sd par la racine carrée de la taille n de 1’échantillon.

Pourcentage de viabilité :

viabilité (%) = (DO composé / DO témoin) x 100

Résultats

- L’extrait de levure de rose stimule et protege la croissance de S. epidermidis

Les résultats obtenus pour S. epidermidis irradié ou non, traité ou non avec 1’extrait
de levure de rose ont été analysés et retranscrits a la [Fig.1].

L’irradiation UV diminue la croissance de S. epidermidis, mais 1’extrait de levure de
rose stimule la croissance de S. epidermidis avec ou sans exposition UV. L’extrait de
levure de rose a donc un effet de protection de la croissance de S. epidermidis en
présence d’UV.

Exemple 4 : Effets du sécrétome des souches bactériennes S. epidermidis et S. aureus
sur la viabilité des kératinocytes

Cette ¢tude, menée sur des cultures de S. epidermidis, S. aureus et de kératinocytes,
illustre les effets du sécrétome des souches bactériennes sur la viabilité des kéra-
tinocytes.

4.1. Matériel et méthodes

Souches bactériennes et cellules utilisées

Les souches bactériennes utilisées sont :

- Staphylococcus aureus (ATCC 6338, S. aureus), cultivé dans du milieu EpiLife®
sans hydrocortisone et sans antibiotique sur gélose Mueller-Hinton ;

- Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990, S. epidermidis), cultivé dans du milieu
EpiLife® sans hydrocortisone et sans antibiotique sur gélose Mueller-Hinton.

Les cellules utilis€es sont des kératinocytes humains normaux (ou KHN) issus d’une
plastie abdominale. Les cellules ont été€ ensemencées dans du milieu de culture EpiLife

®complémenté avec du HKGS (Human Keratinocytes Growth Supplement) a une
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densité d’ensemencement de 50 000 cellules par puits dans des plaques 12 puits.

Production de sécrétomes et traitement des kératinocytes

- Suspensions bactériennes, culture

Apres amplification des différentes souches bactériennes en milieu de culture, pour
chaque bactérie des suspensions bactériennes ont été préparées. Chaque souche a €té
reprise dans le milieu d’essai et ajustée a une densité optique a 600 nm (DO600 nm)
égale a 0.1.

La suspension bactérienne de chaque souche a été transférée dans des plaques 6 puits
et les cultures bactériennes ont été pré-cultivées a 37°C sous agitation dans 1’appareil
(New Brunswick Scientific Excella E24) a environ 120 rpm pendant 4 heures.

- Obtention des sécrétomes

Les cultures bactériennes ont été centrifugées a 7000 g pendant 7 minutes pour
récupérer les sécrétomes qui ont ensuite €té filtrés a 0.22 pm.

- Dosage des protéines totales

La quantité de protéines totales a été mesurée dans les surnageants des conditions
sans bactéries (conditions contrdle) et dans les sécrétomes a 1’aide d’un kit DC Protein
Assay (Bio-Rad) contre une gamme de BSA (Albumine de serum bovin) avec un
lecteur de microplaques a 750 nm (VERSAmax, Molecular Devices). Le kit DC
Protein Assay a une limite de détection inférieure de 0,2 mg/mL et une limite de
détection supérieure de 2 mg/mL.

- Traitement des kératinocytes avec les sécrétomes des souches bactériennes

Des kératinocytes humains normaux sont ensemencés dans des plaques 96 puits a
raison de 15 x 103 cellules par puit. 24 heures apres ensemencement, les cellules sont
traitées avec les sécrétomes de S. epidermidis a une dilution V2 et de S. aureus a une
dilution 1/16. La cytotoxicité est évaluée apres 24 heures de traitement a ’aide d’un
test PREMIX WST-1 en suivant les recommandations du fournisseur.

Traitement des données

Les données brutes ont été transférées et traitées sous le logiciel Microsoft Excel et le
logiciel GraphPad PRISM.

Les comparaisons intergroupes ont été réalis€es a I’aide du test t de Student bilatéral
non apparié. Les analyses statistiques peuvent étre interprétées si n>5 ; cependant pour
n<3, les données calculées ne sont fournies qu’a titre indicatif.

Formules utilisées dans ce rapport

Erreur standard de la moyenne :

esm = écarttype (Sd)/An

L’erreur standard de la moyenne (esm) représente 1’écart de la moyenne de
I’échantillon par rapport a la moyenne de la vraie population. L.’esm est calculé en

divisant le Sd par la racine carrée de la taille n de 1’échantillon.
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Pourcentage de viabilité :

viabilité (%) = (DO composé / DO témoin) x 100

4.2. Résultats

- Le sécrétome de S. aureus est plus cytotoxique pour les kératinocytes, que celui de
S. epidermidis.

Les résultats obtenus pour le traitement des kératinocytes avec les sécrétomes de S.
epidermidis et S. aureus ont été analysés et retranscrits a la [Fig.2].

11 faut diluer le sécrétome de S. aureus au seizieme (1/16) pour que celui-ci ne
présente pas de toxicité pour les kératinocytes humains, tandis que le sécrétome de S.
epidermidis ne présente pas de toxicité a une dilution au demi (1/2). Ainsi, le
sécrétome de S. aureus est bien plus cytotoxique pour les cellules de la peau humaine
que celui de S. epidermidis.

Exemples 5 : Nectarosa renforce 1’écosysteme cutané

Dans cette étude, des cultures de kératinocytes humains ont été traitées avec le
sécrétome provenant de souches S. epidermidis. Ces souches ont été elles-mémes
cultivées selon deux conditions différentes : en contact ou non avec Nectarosa. Les ké-
ratinocytes sont donc traités avec soit des sécrétomes de S. epidermidis non traités au
préalable avec Nectarosa, soit préalablement traités avec Nectarosa. Cette étude illustre
les effets de ’extrait de levure Metschnikowia rubicola sur I’impact transcriptionnel du
microbiote de la peau humaine sur des kératinocytes humains.

5.1. Matériel et méthodes

Souche bactérienne et cellules utilisées

La souche bactérienne utilisée est Staphylococcus epidermidis (ATCC 14990, S. epi-
dermidis), cultivée dans du milieu EpiLife® sans hydrocortisone et sans antibiotique
sur gélose Mueller-Hinton.

Les cellules utilis€es sont des kératinocytes humains normaux (ou KHN) issus d’une
plastie abdominale. Les cellules ont été€ ensemencées dans du milieu de culture EpiLife
® complémenté avec du HKGS (Human Keratinocytes Growth Supplement) a une
densité d’ensemencement de 50 000 cellules par puits dans des plaques 12 puits.

Production de sécrétomes et traitement des kératinocytes

- Suspensions bactériennes, culture

Apres amplification des différentes souches bactériennes en milieu de culture, pour
chaque bactérie des suspensions bactériennes ont été préparées. Chaque souche a €té
reprise dans le milieu d’essai et ajustée a une densité optique a 600 nm (DO600 nm)
égale a 0.1.

La suspension bactérienne de chaque souche a été transférée dans des plaques 6 puits
et les cultures bactériennes ont été pré-cultivées a 37°C sous agitation dans 1’appareil

(New Brunswick Scientific Excella E24) a environ 120 rpm pendant 4 heures.
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- Traitement des bactéries

Au temps 4 heures, I’extrait de levure de rose a été ajouté a une concentration
0.278% (poids d’extrait) ou non (condition témoin) et les cultures bactériennes ont été
incubées a 37°C sous agitation (EPOCH2, BioTek Instruments) a environ 280 rpm
pendant 24 heures.

- Obtention des sécrétomes

Les cultures bactériennes ont été centrifugées a 7000 g pendant 7 minutes pour
récupérer les sécrétomes qui ont ensuite €té filtrés a 0.22 pm.

- Dosage des protéines totales

La quantité de protéines totales a été mesurée dans les surnageants des conditions
sans bactéries (conditions contrdle), traitées avec le composé, et dans les sécrétomes a
I’aide d’un kit DC Protein Assay (Bio-Rad) contre une gamme de BSA (Albumine de
serum bovin) avec un lecteur de microplaques a 750 nm (VERSAmax, Molecular
Devices). Le kit DC Protein Assay a une limite de détection inférieure de 0,2 mg/mL et
une limite de détection supérieure de 2 mg/mL.

- Traitement des kératinocytes avec les sécrétomes des souches bactériennes

Des kératinocytes humains normaux sont ensemencés dans des plaques 96 puits a
raison de 15 x 10° cellules par puits. 24 heures apres ensemencement, les cellules sont
traitées avec les sécrétomes de S. epidermidis a une dilution 1/2.

- Mesure de I’expression génique par RT-PCR quantitative

Apres 24 heures de traitement, les cellules sont récupérées afin d’en extraire les ARN
totaux et de mesurer I’expression génique par RT-PCT, selon le protocole utilis€ dans
I’exemple 2.

5.2. Résultats

- Nectarosa améliore la réponse transcriptionnelle des cellules de la peau humaine en
réponse au sécrétome de S. epidermidis.

Les résultats obtenus pour le traitement des kératinocytes avec le sécrétome de S. epi-
dermidis, traités ou non avec Nectarosa, ont €t€ analysés et retranscrits a la [Fig.3].

L’expression de la transglutaminase I, Claudine I, HAS-3 et AQP3 est évaluée pour
les kératinocytes mis en contact avec le sécrétome de S. epidermidis seul (condition
SE) ou pour le sécrétome de S. epidermidis préalablement traité avec Nectarosa
(condition SE + NTS).

L’expression de ces différents marqueurs est plus élevée pour la condition SE + NTS
que pour la condition SE. Nectarosa améliore la réponse transcriptionnelle des cellules
de la peau en réponse au sécrétome de S. epidermidis.

Exemple 6 : Formulations cosmétiques

Les compositions sont préparées selon les méthodes classiques utilisées dans le

domaine cosmétique. Les % sont exprimés en poids de matiere premiére par rapport au
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poids total de ladite composition.
Composition sous forme d’une créeme
[Tableaux3]

Matiere premicre Quantité
Extrait de levure Metschnikowia rubicola * 0,5 %
Triclycéride d’acides caprylic/capric 10 %
Glycérine 7 %
Alcool cetearylique 3 %
Hydroxystearate d’isostearyle 2 %
Isononanoate d’isotridécyle 2 %
Steareth-21 1 %
Polyacrylate de sodium 1 %
Gomme de xanthane 0.5 %
Phenoxyéthanol 0,5 %
Hyaluronate de sodium 0,5 %
Acetate de tocopherol (vitamine E) 0,05 %
Palmitate de vitamine A 0,1 %
Glucoside d’ascorbyle (vitamine CG) 2 %

Eau gsp 100 %

*tel que décrit dans le matériel et méthode

Appliquée sur la peau du visage, la creme améliore la barricre cutanée et

I’hydratation de la peau.

Composition sous la forme d’un sérum
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[Tableaux4]

Matiere premicre Quantité
Extrait de levure Metschnikowia rubicola * 3%
Alcool 5%
Glycols 8 %
Isononanoate d’isotridecyle 4 %
Squalane 2%
Triglycéride d’acides caprylique/caprique 2%
Methyl gluceth-20 2%
Steareth-2 0.5 %
Steareth-21 0.5 %
Carbomer 0.3 %
Hyaluronate de sodium 0,2 %
Gomme de xanthane 0,1 %
Hydroxide de sodium 0,1 %
Adénosine 0,04 %
Eau Qsp 100 %

*tel que décrit dans le matériel et méthode

Appliqué sur la peau du visage, le sérum permet d’améliorer la synthése de matrice

extra-cellulaire de I’épiderme, 1’équilibre du microbiote cutané et favorise la fonction

barriére cutanée.
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Revendications

Composition cosmétique comprenant, dans un milieu physiolo-
giquement acceptable, au moins un extrait de levure Metschnikowia
rubicola et au moins un adjuvant cosmétique choisi dans le groupe
constitué par les agents antioxydants, les parfums, les vitamines, les
huiles, les agents épaississants, les agents émollients, les agents hy-
dratants, les agents anti-age, et leurs mélanges.

Composition cosmétique selon la revendication 1, caractérisée en ce que
la levure est la souche identifiée par le numéro CLIB n°2141.
Composition cosmétique selon la revendication 1 ou la revendication 2,
caractérisée en ce que ladite levure Metschnikowia rubicola est isolée a
partir du nectar de rose de la variét€ Evanrat.

Composition cosmétique selon 1’une quelconque de revendications 1 a
3, caractérisée en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola
est un hydrolysat de levure Metschnikowia rubicola.

Composition cosmétique selon 1’une quelconque de revendications 1 a
4, caractérisée en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola
est obtenu par un procédé comprenant au moins les étapes de :

a) Solubilisation de la biomasse de Metschnikowia rubicola dans 1’eau,
b) Hydrolyse(s) enzymatique(s),

c¢) Inactivation enzymatique par traitement thermique,

d) Séparation des phases soluble et insoluble pour récupérer la phase
soluble,

¢) Concentration(s),

f) Filtration(s), et

g) Filtration(s) stérilisante(s).

Composition cosmétique selon 1’une quelconque de revendications 1 a
S, caractérisée en ce que ledit extrait de levure Metschnikowia rubicola
est présent dans la composition en une teneur allant de 0,01 % a 10 %,
de préférence de 0,05 % a 5 %, de préférence encore de 0,1 % a 3 % en
poids de matiere premiere par rapport au poids total de la composition.
Composition cosmétique selon 1’une quelconque de revendications 1 a
6, caractérisée en ce qu’elle est sous la forme d’une creme, émulsion
huile-dans-eau ou eau-dans-huile ou émulsion multiple, solution, huile,
suspension, gel, lait, lotion, sérum, baume, stick ou poudre.

Procédé cosmétique de soin et/ou de maquillage des matieres kéra-

tiniques saines, plus particulierement de la peau saine et/ou des levres
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saines et notamment de la peau du visage et/ou du cou, comprenant
I’application topique sur lesdites matieres kératiniques saines, d’une
composition cosmétique telle que définie dans 1’une quelconque des re-
vendications 1 a 7.

Procédé cosmétique selon la revendication 8, caractérisé€ en ce que qu’il
destiné a favoriser et/ou stimuler la fonction barriére cutanée,
I’hydratation de la peau, I’équilibre du microbiote cutané, notamment de
la souche Staphylococcus epidermidis, et/ou améliorer la synthese de
matrice extra-cellulaire de I’épiderme.

Procédé cosmétique selon la revendication 8 ou la revendication 9, ca-
ractérisé en ce que ladite composition cosmétique est appliquée sur une
peau fatiguée, une peau atone, impactée par un contexte nutritionnel dé-
favorable ou déséquilibré, de stress émotionnel ou de manque de
sommeil, une peau seche et/ou une peau exposée a un stress oxydant
mais saine.

Utilisation cosmétique sur des matieres kératiniques saines d’un extrait
de levure Metschnikowia rubicola tel que défini dans 1’une quelconque
des revendications 1 a 5, en tant qu’actif destiné a favoriser et/ou
stimuler la fonction barriere cutanée, ’hydratation de la peau, 1’équilibre
du microbiote cutané, notamment de la souche Staphylococcus epi-
dermidis, et/ou améliorer la syntheése de matrice extra-cellulaire de

I’épiderme.
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