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The invention concerns the use of peptides of general formula R1-L-Tyr-L-Arg-R2 in which R1 = H or a R3-C = O with R3 =a Cl
to C20 atkyl chain. linear or branched, saturated or unsaturate, hydroxylated or not, or with R3 = an aryl, aryl-alkyl or alkyloxy or aryloxy
or arylalkyloxy group, and in which R2 = OH or a O-R4 group with R4 = a C1 to C20 alkyl chain, or R2 = a NH2, NHX or NXX group
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(57) Abrégé

Le brevet décrit 'utilisation de peptides de formule générale R1-L-Tyr-L-Arg-R2 od R1=H ou un groupe R3-C=0 avec R3 = une
chaine alkyle de C1 a C20, linéaire ou ramifi€e, saturée ou insaturée, hydroxylée ou non, ou avec R3 = groupe aryle, aryle-alkyle ou
alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, et ob R2 = OH ou un groupe O-R4 avec R4= une chaine alkyle de C1 2 C20, ou R2 = un groupe
NH2, NHX ou NXX avec X = une chaine alkyle de C1 & C4. Les peptides possédent une activité calmante au niveau de la peau, y compris
par application topique, et permettent d’atténuer les effets douloureux cutanés bénins (irritation aprés rasage, "coup de soleil”, gelures et
gercures, épilation). Ils sont utilisé€s dans des véhicules cosmétiques acceptables et a des concentrations cfficaces in vivo.
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La peau est | 'organe le plus grand du corps, mais aussi le plus exposé aux
agressions diverses: irritations dues a i’ environnement (pollution, allergies),
aux intempéries (vent, pluie, froid, rayonnement solaire, dessechement), aux
traitements physiques (rasage, épilation, frottements, chocs). Tout en étant
un organe de protection de |'organisme entier contre la déshydratation,
contre |'invasion bactérienne ou moléculaire, la peau sert aussi a
communiquer avec | environnement et & enregistrer les sensations du
toucher. Elle est donc bien innervée, les sensations de douleur ou
d'inconfort sont bien localisées dans |" épiderme du corps entier.

Les analyses anatomiques, histologiques et physiologiques ont mis en
évidence des cellules connectées au systéme nerveux qui pourraient étre
les cellules responsables, au moins partiellement, de la transmission des
signaux du toucher, et surtout des douleurs. Ces cellules sont appelées
"cellules de Merkel".

Des études récentes ont mis en évidence par immunoréactivité la presence
d’ un certain nombre de neuropeptides au niveau de | épiderme, & proximite
des cellules de Merkel. Parmi ces neuropeptides on trouve |"enkephaline,
un peptide de séquence Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu, dont I" activité reconnue a
ce jour est la suppression des douleurs (effet analgésique) par action au
niveau du récepteur de la morphine dans le cerveau. Ce peptide a éte
trouvé, en dehors du tissu cérébral, en d autres endroits du corps, a la
périphérie, et donc aussi dans la peau. Son rble n’y est pas encore connu.
D’ autres études ont montré que la libération du peptide au niveau du
cerveau - lors d’un besoin inhérent a un effet analgésique - se fait par
I"intermédiaire d’ un autre peptide de séquence Tyr-Arg. Ce peptide ne se
lie pas au récepteur morphinique lui-méme, mais il induit la synthése ou la
libération de ! enképhaline et provoque ainsi la suppression rapide - mais
éphémere - de la douleur. Ce peptide n’a été jusqu 'ici trouve qu’ au niveau
du cerveau, et son activitt n'a été décrite que par administration

intracérébrale directe.
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L objet du present brevet est la découverte que ce peptide, et surtout des
dérives lipophiles du peptide, possédent une activité calmante, antalgique,
quand ils sont appliqués sur la peau humaine dans une préparation
cosmétique ou dermopharmaceutique adéquate.

Les peptides correspondent a la formule générale : R1-L-Tyr-L-Arg-R2
ou R1 = H ou un groupe R3-C=0 avec R3= une chaine alkyle de C1 a
C20, linéaire ou ramifiee, saturée ou insaturée, hydroxylée ou non, ou avec
R3= un groupe aryle, aryle-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, et
ou R2 = OH ou un groupe O-R4 avec R4 = une chaine alkyl de C1 a C20,
ou R2 = un groupe NH2 ou NHX ou NXX avec X = une chaine alkyle de C1
acC4.

Le peptide H-L-Tyr-L-Arg-OH non lipophile ne posséde qu’une faible
activité par application topique, puisqu'il ne pénétre que difficilement &
travers la couche cornée. La modification qui consiste a attacher par liaison
amide une chaine grasse (alkyle) ou un résidu aromatique (aryle) ou leurs
variantes alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy sur le NH de la tyrosine, et/ou
d'attacher par liaison ester un alcool gras (alkyle) ou par liaison amide un
groupe NH2 ou NHX ou NXX ot X = une chaine alkyle de C1 a C4, confére
au peptide une affinité nettement supérieure pour |' épiderme et un pouvoir
accru de pénétration qui augmente tres fortement |" activité biologique du
peptide.

Le peptide peut étre obtenu par les voies de synthése peptidique classiques
ou par-voie enzymatique.

A titre d’ exemple, on peut estérifier | arginine avec un alcool a chaine
courte (butyle) par condensation acide, puis on attache la Boc-tyrosine a
I"ester d'arginine par la méthode classique d'ester active (chloroformiate
d’ éthyle ou DCC), ensuite on attache | acide palmitique par la méthode de
chlorure d’acide pour obtenir le N-palmitoyl-L-Tyr-L-Arg-

O-butyle. La synthése par voie enzymatique utilise des enzymes de type
chymotrypsine ou trypsine dans un milieu preférentiellement anhydre pour
coupler les acides aminés Tyrosine et Arginine, puis on procede a

I acylation de la tyrosine pour obtenir le N-acyl-L-Tyr-L-Arg.
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L homme de " art de la synthése peptidique sait préparer les dérives de la
formule générale indiquée par les methodes connues.

Le peptide et ses dérivés, objets du présent brevet doivent étre véhicules
par une préparation cosmétique ou dermopharmaceutique adéquate. Selon
la nature des résidus R1 et R2 et X il posséde des solubilités variables. La
réalisation préférentielle de linvention est constituée par les peptides de
nature N-acyl"-L-Tyr-L-Arg-O-alkyl® avec acyl® = une chaine alkyle de
C1 a C18, particutierement préférée de C1 a C4 et alky!® = une chaine
alkyle de C1 a C18, particulierement préférée de C8 a C16. Une realisation
particulierement préférée est constituée par le peptide N-Acetyl-L-Tyr-L-
Arg-O-hexadécyle. Il est obtenu par synthese de la fagon suivante :

On chauffe 300 ml de toluéne & 100°C, on y ajoute 20 g d"hexadécanol et
34 g d'APTS (acide paratoluéne sulfonique), puis gradueliement on ajoute
17 g de L-Arginine.HCI. On estérifie a reflux pendant la nuit. On precipite
au TEA, on filtre sur fritté et on séche le précipité (ester hexadécyle de
L-arginine). Ensuite, on prépare 5.6 g de N-acetyl-L-tyrosine dans 75 mi
de THF, on y ajoute 3 g de N-hydroxysuccinimide dans 20 ml de THF. On
rajoute une solution de 5.3 g DCC (Dicyclohexylcarbodiimide) dans 20 mi
de dichlorométhane. Aprés formation quantitative de DCU et filtration, on
ajoute la solution de | ester de L-Arginine dans THF (14 g dans 200 ml de
THF) et on laisse agir pendant 48 heures a température ambiante. On
évapore le solvant et on cristallise a |'eau, puis on filtre et on seche. Le
produit obtenu (18 g) est caractérisé par chromatographie sur couche mince,
HPLC, infrarouge et point de fusion (140-143°C).

Ces peptides ne sont généralement pas solubles dans | eau, mais peuvent
étre dissous dans les solvants classiques cosmétiques ou
dermopharmaceutiques comme I'éthanol, le propanol ou lisopropanol, le
propyléne glycol, glycérine, le butyléne glycol, lethoxydiglycol, le
polyéthyléne glycol), les éthers méthyliques ou ethyliques des diglycols, les
polyols cycliques, les diglycols éthoxylés ou propoxylées ou tout mélange
de ces solvants. L homme de |"art connait les méthodes de solubilisation

préalable de ce genre de molécules. Les peptides peuvent également étre
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préalablement incorporés dans des vecteurs cosmétiques comme les
liposomes, les chylomicrons, les macro-, micro- et nanoparticules ainsi que
les macro-, micro- et nanocapsules, ou étre absorbés sur des polyméres
organiques poudreux, les talcs, bentonites et autres supports minéraux.
Ces solutions ou préparations peuvent ensuite étre utilisées dans les
cremes, lotions, pommades et autres formes galéniques cosmétiques et
dermopharmaceutiques.

A titre d’exemple, on cite une préparation d'un peptide représentatif de
I"invention:;

Exemple n° 1:

1,3 Butyléne glycol 40%
Tween® 20 1%

Ethoxydigtycol 35%
Propyléne glycol 22%

N-Acétyl-L-Tyr-L-Arg-O-Hexadécyle 2%.

Exemple n° 2:

Eau 20%
Ethanol 30%
Isopropanol 30%
Glycérine 17%
N-Propyl-L-Tyr-L-Arg-O-Octadecyl 3%.

Exemple n° 3:

Solution du peptide incorporée dans une créeme de type apaisante:

Brij® 721 2.4
Brif® 72 2.6
Arlamol® E 8.0
Cire d'abeille 0.5
Abil? ZP 2434 3.0
Propylene glycol 3.0
Carbopol® 941 0.25
Triéthanolamine 0.25

solution du peptide de |'exemple n° 1 5.0
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Eau, conservateurs, parfums  gsp 100 g.
Les effets cosmeétiques ou dermopharmaceutiques des peptides objets du
brevet ont été mis en évidence dans des tests in vivo :
Exemple n° 4:
Vingt personnes volontaires ont été sélectionnées pour ce test. On applique
sur chacune des personnes une sonde chauffante avec thermometre intégré
qui permet de chauffer une petite zone de la peau et d'en mesurer la
température. Les personnes indiquent - a différents intervalles - les
dépassements des seuils prédéfinis de "tiédeur"”, "chaleur”, "trés forte
chaleur" et "douleur". Aprés avoir appris ces notions et leurs propres seuils
de sensation, les personnes appliquent la créme contenant le peptide a
tester sur la peau, sur le site de mesure. Apres des temps d’attente
variables (entre 15 minutes et 4 heures), les seuils de sensibilités a la
chaleur sont de nouveau déterminés de la méme fagon. |l est ainsi possible
de mesurer une éventuelle diminution de la sensibilité (effet apaisant,
antalgique), en comparaison avec un placebo ne contenant pas de peptide.
On calcule un index d’ effet apaisant par palier de chaleur.
L efficacité des peptides objets du brevet est déemontree dans ce test: la
diminution de la sensibilité & la chaleur est notable aprés 30 minutes et
significative aprés 2 heures. L indice d' effet apaisant augmente de 62% a
30 minutes, de 210% apres 2 heures et de 80% aprés 4 heures.
Les peptides objets du présent brevet peuvent étre utilisés dans toute forme
galénique habituellement utilisée en formulation cosmetique ou
dermopharmaceutique: émulsions H/E et E/H, laits, lotions, gels, pommades,
baumes, mousses, huiles corporelles, lotions capillaires, shampooings,
savons, sticks et crayons, sprays, sans que cette liste soit limitative.
La concentration d'utilisation de ces peptides dans le produit cosmetique fini
peut varier entre 0.001 et 10% (p/p), préférentiellement entre 0.01 et 1% au
poids de la composition totale.
Les peptides objets du présent brevet peuvent étre combinés dans les
compositions cosmétiques avec tout autre ingrédient habituellement utilise

en cosmeétique: lipides d'extraction et/ou de synthése, polymeres gélifiants
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et viscosants, tensioactifs et émulsifiants, principes actifs hydro- ou
liposolubles, extraits de plantes, extraits tissulaires, extraits marins.

Les peptides sous toutes leurs formes galéniques (poudre, solution,
émulsion) peuvent étre utilisés dans les domaines cosmétique et
dermopharmaceutique pour leur activité calmante, antalgique. Iis sont
avantageusement employés dans les produits pour peaux sensibles, les
cremes solaires et apres-solaires, les baumes aprés-rasage, les crémes
depilatoires ou apres-épilation, sans que cette liste soit exhaustive. Leur
utilisation est donc preconisée pour tous les soins de la peau ou du cuir
chevelu, particulierement | atténuation des sensations d " irritation, de douleur
benigne, des effets de chaleur, de froid, du frottement ou des agressions

mecaniques de la peau.
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REVENDICATIONS

1. Peptides synthétiques a usage cosmétique ou dermopharmaceutique
correspondant a la formule générale : R1-L-Tyr-L-Arg-R2 ot R1 = H ou
un groupe R3-C=0 avec R3= une chaine alkyle de C1 a C20, linéaire ou
ramifiee, saturee ou insaturée, hydroxylée ou non, ou avec R3 = un groupe
aryle, aryle-alkyle ou alkyloxy ou aryloxy ou arylalkyloxy, et ot R2 = OH ou
un groupe O-R4 avec R4= une chaine alkyl de C1 a C20, ou R2 = un
groupe NH2 ou NHX ou NXX avec X = une chaine alkyle de C1 & C4.

2. Peptides synthétiques a usage cosmétique ou dermopharmaceutique
selon la revendication 1 caractérisés en ce que les peptides sont obtenus
soit par synthése peptidique en milieu homogene ou hétérogéne selon les
methodes classiques, soit par synthése enzymatique en milieu

preférentiellement anhydre.

3. Peptides synthétiques a usage cosmétique ou dermopharmaceutique
selon la revendication 1 caractérisés en ce que les résidus R1= R3-C=0
avec R3 = chaine aliphatique de C1 a4 C18 et R2 =O-R4 avec R4 = chaine
linéaire saturée ou non de C1 a C18 représentent chacun une chaine

aliphatique linéaire saturée ou insaturée de 1 a 18 carbones.

4. Peptides synthétiques a usage cosmetique ou dermopharmaceutique
selon la revendication 1 caractérisés en ce que le peptide est
préférentiellement le N-Acétyl-L-Tyr-L-Arg-O-hexadécyle.

5. Compositions cosmeétiques ou dermopharmaceutiques caractérisées en
ce qu elles contiennent au moins un peptide selon |'une quelconque des
revendications de 1 a 4, prealablement solubilisés dans des solvants
utilisables dans les domaines cosmétique et dermopharmaceutique comme
l'eau, |"ethanol, le propanol ou lisopropancl, le propylene glycol, le
butyleneglycol, la glycérine, le polyéthyléne glycol, I'ethoxydiglycol, les
éthers méthyliques ou éthyliques des diglycols, les polyois cycliques, les



WO 98/07744 PCT/FR96/01322

10

15

20

25

8

diglycols éthoxylés ou propoxylées ou tout mélange de ces solvants.

6. Compositions cosmeétiques ou dermopharmaceutiques caractérisées en
ce quelles contiennent au moins un peptide selon | une quelconque des
revendications de 1 a 4 préalablement incorporé dans des vecteurs
cosmetiques comme les liposomes, les chylomicrons, les macro-, micro-
et nanoparticules ainsi que les macro-, micro- et nanocapsules, ou absorbé
sur des polymeres organiques poudreux, les talcs, bentonites et autres

supports minéraux.

7. Compositions cosmétiques ou dermopharmaceutiques selon la

revendication 5 ou 6 caractérisées en ce qu’elles contiennent le ou les
peptides a des concentrations qui peuvent varier entre 0.001% (p/p) et
10%, préferentiellement entre 0.01 et 1% (p/p) en poids de la composition

totale.

8. Compositions cosmétiques ou dermopharmaceutiques selon l'une

quelconques des revendications de 5 a 7 caractérisées en ce quelles
représentent toute forme galénique employée en cosmeétique ou
dermopharmacie a savoir les émuisions H/E et E/H, laits, lotions, gels,
pommades, baumes, mousses, huiles corporelles, lotions capillaires,

shampooings, savons, sticks et crayons, sprays.

9. Compositions cosmeétiques ou dermopharmaceutiques selon l'une
quelconques des revendications de 5 a 8 caractérisées en ce que les
peptides selon | une quelconque des revendications de 1 & 4 sont combinés
dans les produits finis avec tout autre ingrédient habituellement utilisé en
cosmetique ou dermopharmacie: lipides d'extraction et/ou de synthése,

polymeres gelifiants et viscosants, tensioactifs, émulsifiants, principes actifs
hydro- ou liposolubles, extraits de plantes, extraits tissulaires, extraits

marins.
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10. Utilisations des peptides selon |'une quelconque de revendications de
1 a 4 dans les compositions cosmétiques ou dermopharmaceutiques
selon |'une quelconque des revendications de 5 & 9 pour les soins de la
peau ou du cuir chevelu, particulierement | atténuation des sensations

5 d'irritation, de douleur bénigne, des effets de chaleur, de froid, du

frottement ou des agressions mécaniques de la peau.
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