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ASSOCIATION D’UN ACIDE HYALURONIQUE ET D’UN POLYSACCHARIDE
SULFATE

DOMAINE DE L’INVENTION

La présente invention concerne une nouvelle association d’un acide
hyaluronique ou un de ses sels et d’un polysaccharide sulfaté de bas poids moléculaire ;
ainsi que l'utilisation de ladite association dans les domaines de I’anti-dge et de la

cicatrisation.

ART ANTERIEUR

L’acide hyaluronique (AH) est une molécule au réle majeur dans la peau. C’est
en effet la composante principale de la matrice extracellulaire. Cette derni¢re désigne
I’ensemble de macromolécules extracellulaires du tissu conjonctif. Elle est constituée en
grande partie de glycoprotéines, de protéines pures ainsi que des glycosaminoglycanes.
L’AH est un glycosaminoglycane linéaire non sulfaté compos¢ d’unités répétitives de
disaccharides cux-mémes composés de D-acide glucuronique et N-acétyl-D-
glucosamine liés par des liaisons glycosidiques alternées f1-3 et f1-4 entre les dimeres
(Tammi R., Agren U.M., Tuhkanen A.L., Tammi M. Hyaluronan metabolism in skin.
Progress in Histochemistry & Cytochemistry 29(2):1-81, 1994). Sous sa forme native,
I’AH est un polymére de trés haut poids moléculaire compris entre 600 000 Da et
3 MDa (Toole BP. Hyaluronan: from extracellular glue to peracellular cue. Nat Rev
Cancer 2004, 4:538-539).

Avec I’age, la quantit¢ d’AH et son degré de polymérisation diminuent, résultant
en une moindre quantit¢ d’eau retenue dans la matrice extracellulaire. La peau subit
alors un processus de vieillissement qui aboutit & une augmentation de la fibrose et a
une baisse de la teneur en fibres élastiques. Au cours du processus de vieillissement, on
observe une modification de la structure et des fonctions cutanées. Ce vieillissement est
de nature physiologique mais peut étre également photo-induit, ¢’est-a-dire dii 4 une
exposition répétée de la peau a la lumiére solaire, notamment ultraviolette. Les
principaux signes cliniques du vieillissement cutané¢ sont ’apparition de ridules et de
rides profondes, qui augmentent bien ¢videmment avec I’age. Les sillons et les rides se

marquent ; la peau se creuse et perd sa fermeté ; en surface, la peau perd sa luminosité.
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Les polysaccharides sulfatés comprennent entre autres les fucanes sulfatés et les
ulvanes sulfatés de poids moléculaire compris entre 5 et 25kDa.

Ces polysaccharides sulfatés de bas poids moléculaires ont des propriétés
biologiques intéressantes : inhibition de la dégradation du collagéne et de 1’¢lastine,

restructuration, action anti-inflammatoire, et induction de la production d’AH.

Au cours du vieillissement, les fibroblastes entrent en sénescence et leur capacité
de prolifération diminue fortement. Ainsi, le fait de pouvoir stimuler & nouveau la
prolifération de ces cellules est une des voies ¢tudies pour lutter contre le

vieillissement cutané.

Par ailleurs, la cicatrisation des plaies est un processus biologique complexe et
dynamique qui met en jeu l’interaction de nombreux facteurs locaux et systémiques
dans la réparation normale des tissus. La progression de la cicatrisation comporte trois
phases interdépendantes : [’hémostase et I’inflammation, la prolifération et le
remodelage (General principles of wound healing. Witte MB, Barbul A. Surg Clin
North Am. 1997 Jun; 77(3):509-28.). La prolifération implique trois processus bien
observables : la granulation, la contraction et la réépithélialisation.

Au cours de la granulation, on observe la prolifération et la migration vers le lit
de la plaie des cellules qui interviendront dans le reste du processus de réparation.
Ainsi, on y retrouve des macrophages, des fibroblastes et des cellules endothéliales. Les
macrophages libérent constamment des facteurs chimiotactiques et des facteurs de
croissance. Les fibroblastes construisent la nouvelle matrice cellulaire nécessaire a la
croissance des cellules au fond de la plaie. Cet échafaudage favorise la migration
cellulaire. Enfin, les cellules endothéliales déclenchent la formation de bourgeons
vasculaires qui constitueront de nouveaux capillaires, ce qui permettra de rétablir la
perfusion et d’assurer I’apport en oxygéne et en nutriments essenticls a [’activité
métabolique des cellules dans la plaie.

La contraction de la plaie est un mécanisme de réduction de la taille de la plaie
et les fibroblastes jouent un role de premier plan dans cette contraction.

La ré-¢épithélialisation consiste en la régénération d’un épiderme qui recouvre

une plaie pour reformer une barri¢re efficace contre I’environnement extérieur, capable
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de se pigmenter et de retrouver ses fonctions sensorielles et immunitaires. Elle implique
donc les processus cellulaires de migration et de prolifération des kératinocytes, mais
aussi la différenciation de ce néo-¢pithélium et la restauration d’une membrane basale
qui reconnecte le derme et I’épiderme. Lorsque la migration des cellules basales en
direction du centre de la plaie permet aux deux bords de la plaie de se rejoindre, une
vague de mitose cellulaire se produit pour combler les espaces laissés par la migration et

fournir des cellules pour le tissu épithélial en régénération tri-dimensionnelle.

Les ¢étapes de prolifération des cellules kératinocytaires, de fibroblastes ou de
cellules endothéliales peuvent étre considérées comme un des phénomenes fonctionnels
témoignant de 1’activité cicatrisante d’un actif. Une augmentation de la prolifération des
fibroblastes participerait a la cicatrisation d’une plaie profonde (atteinte du derme), alors
que l'augmentation de la prolifération des kératinocytes participerait a la ré-

¢pithélialisation.

Il existe toujours un besoin de proposer de nouvelles compositions cosmétiques

pour lutter contre les signes du vieillissement cutané.

La demanderesse a mis en évidence I’existence d’une synergie entre 1’acide
hyaluronique et un polysaccharide sulfaté de bas poids moléculaire sur la prolifération
des fibroblastes. Cette activité est particulicrement intéressante dans le domaine de
I’anti-dge mais aussi dans la régénération tissulaire et la cicatrisation des Iésions

cutanées.

DESCRIPTION DETAILLEE

La présente invention a pour objet une association comprenant un acide
hyaluronique ou un de ses sels et un polysaccharide sulfaté¢ dont le poids moléculaire est
compris entre 5 et 25 kDa.

Dans le cadre de la présente invention, les termes « acide hyaluronique »,
« fragments d’acide hyaluronique », « AH» et «hyaluronane » sont utilisés
indifféremment pour désigner de I’acide hyaluronique. Lorsque I’acide hyaluronique est

sous forme de sel, on parlera de hyaluronate.



CA 02946943 2016-10-25

WO 2015/166063 PCT/EP2015/059544

10

15

20

25

30

Dans un mode de réalisation particulier de 1’invention, 1’association comprend
un acide hyaluronique ou un de ses sels dont la masse moléculaire moyenne en poids
(Mw) sera comprise entre 50 000 et 750 000 Da.

Dans un mode de réalisation particulier de I’invention, le fragment d’AH ou un
de ses sels se caractérise par une masse moléculaire moyenne en poids comprise entre
60 et 120 kDa, ladite masse moléculaire étant mesurée par une méthode analytique
combinant une technique de chromatographie d’exclusion de taille (Size Exclusion
Chromatography — SEC) avec un détecteur a diffusion laser multi-angle (Multi-Angle
Light Scattering photometer — MALS) coupl¢ a un viscosimetre (VIS) et & un
réfractométre différentiel (RI).

Dans un mode de réalisation particulier, il s’agira du hyaluronate de sodium.

La masse moléculaire de I’AH ou un de ses sels peut étre mesurée a 1’aide de la
méthode de la pharmacopée européenne qui mesure la viscosité intrinséque avec un
viscosimétre capillaire de Ubbelohde (cf. Pharmacopée européenne 7.6, monographie
du hyaluronate de sodium réf. : 01/2011 :1472). Cette valeur de viscosité est ensuite
reli¢e & la masse moléculaire moyenne par la relation de Mark-Houwink. Cette méthode
est longue et nécessite une parfaite reproductibilité.

Dans le cadre de la présente invention, la masse moléculaire moyenne en poids
de I’AH ou un de ses sels est mesurée par la méthode SEC-MALS-VIS-RI qui est une
méthode analytique combinant une technique de chromatographie d’exclusion de taille
(Size Exclusion Chromatography — SEC) avec un détecteur a diffusion laser multi-angle
(Multi-Angle Light scattering photometer — MALS) couplé a un viscosimetre (VIS) et
un réfractométre différentiel. Cette technique permet d’obtenir la masse moléculaire
moyenne en poids (Mw).

Cette technique permet de caractériser les masses moléculaires des AH de fagon
précise et reproductible (Stepan Podzimek & al. Solution of Hyaluronic Acid and
Comparaison of SEC-MALLS-VIS Data with Off-line Capillary Viscometry Journal of
Applied Polymer science 2009).

Le couplage d’une chromatographie d’exclusion de taille SEC & un détecteur MALS

permet aprés injection d’une solution de polyméres dans un systéme
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chromatographique, de séparer ces polyméres par taille dans la colonne
chromatographique, de mesurer cette taille par diffusion de lumiére et de les quantifier a
I’aide d’un réfractométre différentiel ou d’un spectromeétre UV.
e L’acide hyaluronique ou un de ses sels est solubilis¢ dans une solution aqueuse
5 de NaCl 0,1 M puis ¢lu¢ sur une colonne remplie de billes de polystyréne-
divinyl-benzéne de porosité calibrée. Les grosses chaines polymériques ne
passent pas dans tous les pores et sont donc ¢luées avant les petites chaines.
o Le détecteur MALS mesure la diffusion de la lumiére incidente a différents
angles. Ces angles permettent, par extrapolation, de mesurer RO qui est la
10 diffusion a angle 0. RO est directement proportionnel a la taille de la molécule.
e La réponse Si du réfractométre différentiel est proportionnelle & la masse totale
Ci du polymeére de degré de polymérisation i suivant 1’équation (1) suivante :
Si = K’.dn/dc.Ci
ou: §iestdonc laréponse du réfractométre différentiel,
15 K’ est une constante li¢e a I’appareil, et
C; est la masse (poids) totale du polymeére de degré de polymérisation i (Ci = Ni

X Mi), N; étant le nombre de chaines de masse molaire M.

L’incrément d’indice de réfraction dn/dc est en outre une valeur spécifique du

20  polymere étudié.

Ce rapport dn/dc peut étre mesuré selon le protocole suivant exemplifié¢ avec le

hyaluronate de sodium.

25  a/ Appareil et préparation des solutions :
Les mesures sont effectuées sur un réfractométre tel que le modéle Brice-
Phoenix ayant comme source de lumiére incidente un laser hélium-néon (A=633nm).
Différentes concentrations en polymére a ¢étudier sont préparées
indépendamment par pesée (durée de mise en solution = 24 heures). Les indices de
30 réfractions (dn) respectifs sont ensuite mesurés a I’aide du réfractométre.

b/ Résultat
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Les résultats sont présentés sous forme de graphique dn = f(concentration) (voir
Figure 1). Une régression lin¢aire du type Y = A + B*X est alors déterminée.

Dans le cas du hyaluronate de sodium, les valeurs A et B déterminées sont
respectivement A = -2,030 et B = 14927,911.

Le rapport dn/dc correspond alors a k x B ou k représente la constante de
I’appareil qui est égale 4 0,97.107 dans le présent exemple.

Pour le hyaluronate de sodium, dn/dc est donc évalué a 0,97.10° x 14927911 =
0,145 ml/g.

La formule suivante donne la relation entre tous les paramétres mesurés :
R0 = K.Ci.Mi
ou: RO estle rapport de RAYLEIG a angle de diffusion 0,
K est la constante de 1’appareil,
Ci représente la masse totale du polymére de degré de polymérisation 7 [calculée
suivant I’¢quation (1)] de la solution injectée,

et Mi représente la masse molaire de la chaine polymérique recherchée.

La masse moléculaire moyenne en poids Mw peut alors étre calculée selon la
formule :

Mw = 2CiMi / ZCi.

Toutes les masses moléculaires sont exprimées en Daltons.

L’acide hyaluronique ou son sel, objet de la présente invention, peut étre obtenu
selon un des procédés connus de ’homme du métier, tels que ceux rappelés dans le

document EP1987153.

L’AH est principalement obtenu, de facon industrielle, par fermentation
bactérienne : les filaments d’acide hyaluronique sont synthétisés par des bactéries.

Ainsi dans un mode de réalisation particulier de I’invention, un AH natif de haut
poids moléculaire allant généralement de 1 MDa a 2 MDa est obtenu par fermentation

bactérienne en utilisant une souche bactérienne sélectionnée.
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Le polymére obtenu peut alors étre séparé de la bactérie. La solution est ensuite
purifiée puis hydrolysée par hydrolyse acide contrélée jusqu’a I'obtention du poids
moléculaire souhaité.

Dans le cas de la préparation du hyaluronate de sodium, on procédera a une

¢tape de neutralisation par ajout de NaOH.

Le sel de ’acide hyaluronique sera préférentiellement le hyaluronate de sodium.

Dans le cadre de la présente invention, les polysaccharides sulfatés de bas poids
moléculaire peuvent étre choisis parmi les fucanes sulfatés et les ulvanes sulfatés de
poids moléculaire compris entre 5 et 25kDa.

Les fucanes sulfatés sont des polysaccharides comprenant du L-fucose sulfaté.
Ces polysaccharides peuvent étre extraits notamment d’algues brunes, par exemple de
’ordre des Fucales ou des Laminariales.

Les ulvanes sulfatés sont des polysaccharides anioniques sulfatés comprenant
des acides uroniques (par ex. acide glucuronique, acide iduronique) et des oses pouvant
étre sulfatés (par ex. 3-sulfate rhamnose, galactose, xylose, glucose) distribués dans des
motifs répétés. Les principaux motifs sont :

— lacide 3-sulfate ulvanobiuronique de type A constitu¢ de 3-sulfate a-L-rhamnose
li¢ a de l'acide B-D-glucuronique par une liaison de type 1—4, et
— lacide 3-sulfate ulvanobiuronique de type B constitué¢ de 3-sulfate a-L-rhamnose
li¢ & de Iacide a-L-iduronique par une liaison de type 1—4.
Les ulvanes peuvent étre extraits notamment des algues vertes de type ulve ou

entéromorphe (Ulva sp. et Enteromorpha sp.).

Selon un mode de réalisation particulier, le fucane sulfat¢ de bas poids
moléculaire est tel que décrit dans WO 2010/086197.
On peut citer la spécialit¢ commerciale Ascophyscient® d’Algues et Mer extrait

de I'algue Ascophyllum nodosum.

Selon un autre mode de réalisation particulier, ['ulvane sulfaté de bas poids

moléculaire est tel que décrit dans WO 2013/150253.
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On peut citer également la fraction QT40® commercialisée par Green Tech a
base d’un oligosaccharide particulier issu de l’algue Ulva Lactuca : un sulpho-

oligorhamnoglucuronane.

Selon un mode de réalisation particulier de 1’invention, le ratio massique acide
hyaluronique / polysaccharide est compris entre 0,1 et 10.

Selon un autre mode de réalisation particulier de I'invention, le ratio massique
acide hyaluronique / polysaccharide est compris entre 0,5 et 5, et de préférence entre 0,5
et 2.

La présente invention porte, en outre, sur une association d’acide hyaluronique
ou un de ses sels et de polysaccharide sulfaté de bas poids moléculaire selon I’invention
(c’est-a-dire de poids moléculaire compris entre 5 et 25 kDa) pour son utilisation pour

favoriser la prolifération des fibroblastes.

La présente invention concerne ¢galement une composition cosmétique
comprenant, en tant que principe actif anti-age, une association d’un acide hyaluronique
ou un de ses sels et d'un polysaccharide sulfaté de poids moléculaire compris entre 5 et
25 kDa et comprenant en outre au moins un excipient cosmetiquement acceptable.

De préférence, les excipients cosmétiquement acceptables sont adaptés a une
administration topique.

Les excipients acceptables permettent en particulier d’assurer une bonne
stabilité, une texture et un toucher agréables. Il peut aussi s’agir par exemple d’agents
de formulations ou d’additifs d’usage connu et classique en cosmétique : on peut citer
des tensioactifs, colorants, conservateurs, parfums, agents filmogénes, épaississants, etc.

Les compositions anti-dge peuvent se présenter sous les formes qui sont
habituellement connues pour une administration topique sur la peau, c’est-a-dire
notamment des crémes, émulsions, lotions, sérums, masques, combleurs de rides,

contours des yeux, ...

L’objet de la présente invention vise 1’utilisation cosmétique de 1’association
selon la présente invention ou de cette composition cosmétique selon 1’invention pour

lutter contre les signes du vieillissement cutané. L’utilisation cosmétique de
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I’association selon la présente invention ou la composition cosmétique selon 1’invention
est plus particulierement destinée a redonner de la matiére a la peau, renforcer sa
fermeté et réduire visiblement les rides marquées et les sillons profonds.

La présente invention concerne également une méthode pour lutter contre les
signes du vieillissement cutané comprenant 1’administration, de préférence topique,
d’une quantité efficace d’une association selon I'invention ou d’une composition

cosmétique selon I’invention & une personne en ayant besoin.

Un autre objet de la présente invention concerne une composition
dermatologique destinée a accélérer la réparation cutanée afin de rétablir 'intégrité et la
qualité de la peau comprenant en tant que principe actif dermatologique ou cosmétique
|’association d’un acide hyaluronique ou un de ses sels et un polysaccharide sulfaté dont
le poids moléculaire est compris entre 5 et 25 kDa ci-dessus mentionné et comprenant
en outre au moins un excipient dermatologiquement ou cosmétiquement acceptable.

Dans un mode de réalisation préféré de I’'invention, la composition est destinée a

une application topique.

Les excipients dermatologiquement (pharmaceutiquement) ou cosmétiquement
compatibles peuvent étre tout excipient parmi ceux connus de ’homme de I’art en vue
d’obtenir une composition pour I’application topique sous forme d’un lait, d’une créme,
d’un baume, d’une huile, d’une lotion, d’un gel, d’un gel moussant, d’une pommade,
d’un spray, etc.

Dans un mode de réalisation préféré, la composition sera sous forme d’une

créme ou d’une pommade.

Dans un mode de réalisation particulier, les compositions dermatologiques et
cosmétiques selon I'invention comprennent au moins un autre principe actif.

Cet autre principe actif pourra notamment étre sélectionné dans le groupe
comprenant des agents anti-age, cicatrisants, apaisants, antiprurit, antioxydants, anti-
radicalaires, anti-UV, stimulant la synthése de macromolécules dermiques ou le
métabolisme énergétique, hydratants, dépigmentants, antibactériens, antifongiques, anti-

inflammatoires, ou encore anesthésiques.
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Selon un mode de réalisation particulier, les compositions selon I’invention, de
préférence cosmétiques, comprennent en outre du rétinaldéhyde. Cet actif anti-ge
complémentaire est un précurseur direct d’acide rétinoique pour un effet réactivateur du
métabolisme cellulaire immédiat. Le rétinaldéhyde augmente [’expression des
récepteurs de I’AH, les CD44 et induit la synthése d’AH.

La composition selon I’invention comprend alors une association d’acide
hyaluronique ou un de ses sels, de polysaccharide sulfaté de bas poids moléculaire et de
rétinaldéhyde. Une telle association a un effet restructurant et redensifiant dans la
jonction dermo-épidermique et le derme papillaire.

Selon un autre mode de réalisation de I’invention, la composition comprendra en
outre un dérivé de tocophérol dont le delta tocophéryl glucopyranoside : ses effets anti-
oxydants puissants protégent la peau et préservent sa luminosité.

La composition selon I’invention comprend alors une association d’acide
hyaluronique ou un de ses sels, de polysaccharide sulfaté de bas poids moléculaire et de
delta tocophéryl glucopyranoside.

Selon un autre mode de réalisation particulier, 1’autre principe actif sera choisi
parmi les agents cicatrisants, les agents apaisants et leurs mélanges. Un tel principe actif

sera utilisé de préférence dans des compositions dermatologiques.

Enfin, un autre objet de la présente invention vise une association d’acide
hyaluronique ou un de ses sels et de polysaccharide sulfaté de bas poids moléculaire ou
une composition dermatologique la contenant selon I’invention pour son utilisation
comme médicament (plus particuli¢rement dermatologique), destiné notamment au
traitement et a la cicatrisation des I¢sions cutanées.

La présente invention concerne ¢galement I’utilisation d’une association d’un
acide hyaluronique ou un de ses sels et d’un polysaccharide sulfaté de poids moléculaire
compris entre 5 et 25 kDa pour la préparation d’un médicament (plus particuli¢rement
dermatologique), destiné notamment au traitement et a la cicatrisation des lésions
cutanées.

La présente invention concerne ¢galement une méthode pour traiter et cicatriser
des Iésions cutanées comprenant 1’administration, de préférence topique, d’'une quantité

efficace d’une association d’un acide hyaluronique ou un de ses sels et d’un
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polysaccharide sulfat¢ de poids moléculaire compris entre 5 et 25 kDa ou une
composition dermatologique la contenant selon 'invention a une personne en ayant

besoin.

Les compositions dermatologiques et cosmétiques selon [’invention sont
destinées notamment aux soins des peaux [ésées :

« suite & des actes / traitements invasifs : actes chirurgicaux (exéréses, shavings) avec ou
sans suture, cryothérapie, laser ablatif, peelings moyens ou forts, mésothérapie,
curetage,

* en post traumatique lors de coupures ou brilures superficielles,

* suite a des actes superficiels (non invasifs) nécessitant un produit cicatrisant qui
accélére la récupération cutanée, utilisable au long cours (jusqu’a réparation compléte
de la peau),

* suite a une altération extérieure 1égére : ¢corchures superficielles, coup de soleil.

Le traitement des I¢sions de la peau et des muqueuses selon I'invention pourra
notamment comprendre le traitement des coupures, des sutures, des écorchures, des
¢raflures, des égratignures, des cicatrices post-chirurgie ou post-acte de dermatologie
esthétique, des brulures superficielles, des coups de soleil.

La présente invention porte, en outre, sur |'utilisation d’une composition
cosmétique selon DI'invention destinée a 1’amélioration de la cicatrisation et de la

réparation cutanée.

L’invention sera mieux comprise a la lecture des résultats ci-dessous qui

I’illustrent sans en limiter la portée.

FIGURES

La Figure 1 représente I'indice de réfraction dn en fonction de la concentration ¢ pour le
hyaluronate de sodium.

La Figure 2 représente 1’effet d’AH selon I’invention (HAF120) a 100 et a 1000 pg/ml
et d’Ascophyscient® a 10 et a 100 pg/ml sur la prolifération des fibroblastes. * : p<0.05

et ** : p<0.01. Expérience représentative de 3 expériences indépendantes.



CA 02946943 2016-10-25

WO 2015/166063 PCT/EP2015/059544

10

15

20

25

30

12

La Figure 3 représente I’effet d’AH selon I'invention (HAF120) a 100 pg/ml,
Ascophyscient® a 10 ug/ml et leur association sur la prolifération des fibroblastes. * :
p<0.05. Expérience représentative de 3 expériences indépendantes.

La Figure 4 représente l’effet d’AH selon I’invention (HAF120) a 1000 pg/ml,
Ascophyscient® a 10 ug/ml et leur association sur la prolifération des fibroblastes. * :

p<0.05 et ** : p<0.01. Expérience représentative de 3 expériences indépendantes.

EXEMPLES

EVALUATION PHARMACOLOGIQUE de [lassociation d’un fragment de

hyaluronate de sodium de masse moléculaire moyenne en poids comprise entre 60 et

120kDa (HAF120) et d’un fucane sulfaté de bas poids moléculaire (5-25kDa) sur la

prolifération des fibroblastes

Protocole :

La technique utilisée est celle de l'incorporation d’un nucléotide, la 5-bromo-2’-
déoxyuridine (BrdU), analogue de la thymidine, dans I’ADN des cellules en phase S, a
37°C. Cette technique permet de quantifier les cellules dont I’avancée dans le cycle
cellulaire est caractéristique d’une cellule proliférative (phase S ou de synthése de
I’ADN).

Les FNH (fibroblastes normaux humains), isolés de déchets opératoires cutanés, sont
habituellement cultivés dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) avec
10 % de SVF (sérum de veau feetal). Dans nos conditions expérimentales, les dilutions
des produits a tester sont réalisées dans du DMEM avec 3 % de SVF.

Les cellules sont d’abord privées de SVF pendant 24 h pour arréter la croissance
cellulaire avant de les incuber en présence des molécules a évaluer pendant 44 h a 37°C,
dans une atmosphére a 5 % de CO,.

L’incorporation du BrdU, proportionnelle au taux de prolifération cellulaire, est évaluée
par un systtme d’anticorps anti-BrdU (Roche Applied Science). L’absorbance
correspondante (DO) est mesurée a 450 nm. Cette donnée est donc proportionnelle au
taux de prolifération cellulaire.

Les actifs évalués sont les suivants :
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- Contrdéle positif : EGF (epidermal growth factor — facteur de croissance ¢pidermique)
a 10 ng/ml
- Spécialit¢ commerciale Ascophyscient® d’Algues et Mer : 10 et 100 pg/ml
(correspondant a 0.001 et 0,01 % respectivement)
- Hyaluronate de sodium 60- 120kDa selon I’exemple 1 : 100 et 1000 pg/ml
(correspondant a 0,01 et 0,1 % respectivement)
- Association comprenant respectivement Ascophyscient® et hyaluronate de sodium 60-
120 kDa aux concentrations respectives suivantes :

- 10 ug/ml + 100 pg/ml,

- 10 ug/ml + 1000 pug/ml.

Analyse des résultats :

- en DO (proportionnelle a I’'incorporation de BrdU et donc au taux de
prolifération cellulaire)

- en pourcentage de stimulation :

DO traité
x 100 ]- 100

DO témoin

- en erreur standard de la moyenne : esm = écart-type (Sd)/Vn

Analyses statistiques :

Des analyses statistiques par le test T de Student bilatéral non appari¢ ont été réalisées
sur les valeurs brutes de DO.
Ce test donne alors les valeurs des «p value » caractérisant la significativité des
résultats obtenus pour les différentes conditions. Le degré de significativité est ¢tabli
comme suit : significatif pour p < 0,05 (*)

trés significatif pour p < 0,01 (**)

hautement significatif pour p<0.001 (**%*)

non significatif pour p > 0,05
Résultats :

Dans ces conditions expérimentales,
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- Ascophyscient® a induit la prolifération des fibroblastes de fagon tres
reproductible et statistiquement significative, surtout a 100 ug/ml (Figure 2).

- Le hyaluronate de sodium secul a un effet modéré sur la prolifération des
fibroblastes (Figure 2).

- L’association de ces 2 composés a induit la prolifération des fibroblastes de

facon synergique (Figures 3 et 4).

Conclusions :

Dans ces conditions expérimentales, Ascophyscient® a induit la prolifération des
fibroblastes de facon trés reproductible et statistiquement significative. L’association
d’Ascophyscient® avec HAF120 a induit la prolifération des fibroblastes de fagon

synergique.

En induisant la prolifération des fibroblastes, Ascophyscient® ct son association avec le
fragment 60-120 kDa de hyaluronate de sodium restaure le métabolisme cellulaire et

participe a la réparation dermique et a la lutte contre le vieillissement.



CA 02946943 2016-10-25

WO 2015/166063 PCT/EP2015/059544
15
EXEMPLES DE COMPOSITION
Exemple 1 :
Nom Pourcentage
Eau purifi¢e QSP 100 %
Glycérine 6
EDTA disodique 0.1
Phénoxyéthanol 0.35
Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer 0.4
(Carbopol® Ultrez 21)
Polyacrylate-13 & Polyisobuténe & Polysorbate 20 & Eau 1
(Sepiplus™ 400)
Glycéryl Stéarate & PEG-100 Stéarate (Simulsol' " 165) 4
Alcool Cétylique 1
Caprylic/Capric Triglycérides Capryliques/Capriques 10
(Myritol® 318)
Diméthicone (DC 200) 4
Dicaprylyl Carbonate 4
Hyaluronate de sodium 60-120 kDa selon I’invention 0.5
Ascophyscient® 0.3
Parfum 0.1
Exemple 2 :
Nom Pourcentage
Eau purifi¢e QSP 100 %
Glycérine 6
EDTA disodique 0.1
Phénoxyéthanol 0.35
Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer 0.4
(Carbopol® Ultrez 21)
Polyacrylate-13 & Polyisobuténe & Polysorbate 20 & Eau 1
(Sepiplus™ 400)
Glyceryl Stéarate & PEG-100 Stéarate (Simulsol' " 165) 4
Alcool Cétylique 1
Triglycérides Capryliques/Capriques (Myritol® 318) 10
Diméthicone (DC 200) 4
Isododécane 4
Hyaluronate de sodium 60-120 kDa selon I’invention 0.5
Ascophyscient® 0.3
Rétinald¢hyde 0.05
Parfum 0.1
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REVENDICATIONS

1. Association comprenant un acide hyaluronique ou un de ses sels dont la masse moléculaire
moyenne en poids est comprise entre 60 et 120 kDa et un polysaccharide sulfaté dont Ie

poids moléculaire est compris entre 5 et 25 kDa et qui est un fucane sulfaté.

2. Association selon la revendication 1, caractérisée en cc que le ratio massique acide

hyaluronique / polysaccharide est compris entre 0,1 et 10.

3. Association selon la revendication 1 ou 2, pour son utilisation topique destinée a favoriser

la prolifération des fibroblastes.

4. Utilisation topique d une association selon la revendication 1 ou 2 pour lutter contre les

signes du vieillissement cutané.

5. Association selon la revendication 1 ou 2, pour son utilisation topique destinée a traiter les

Iésions cutanées.

6.  Association selon la revendication 1 ou 2, pour son utilisation topique destinée a améliorer

la cicatrisation et la réparation cutanées.

7. Composition dermatologique ou cosmétique comprenant a titre de principe actif une
association selon la revendication 1 ou 2, avec au moins un excipient dermatologiquement

ou cosmétiquement acceptable.

8. Composition selon la revendication 7, caractérisée en ce qu’elle comprend en outre un

autre principe actif.

9. Composition selon la revendication 8, caractérisée en ce que l'autre principe aclil est
choisi parmi des agents anti-dge, cicatrisants, apaisants, antiprurit, anti-radicalaires, anti-
UV, stimulant la synthése de macromolécules dermiques ou le métabolisme énergétique,
hydratants, dépigmentants, antibactériens, antifongiques, anti-inflammatoires,

anesthésiques et leurs mélanges.

Date Regue/Date Received 2021-09-01
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Composition selon la revendication 8, caractérisée en ce que 1’ autre principe actif est du

rétinaldéhyde.

Composition selon la revendication 8, caractérisée en ce que I’autre principe actif est du

delta tocophéryl glucopyranoside.

Utilisation cosmétique de la composition cosmétique selon 'une quelconque des

revendications 7 & 11 pour lutter contre les signes du vieillissement cutané.

Composition dermatologique selon la revendication 7, pour son utilisation dans le
traitement des coupures, des sutures, des écorchures, des éraflures, des égratignures, des
cicatrices post-chirurgiec ou post-acte de dermatologie esthétique, des briilures

superficielles, ou des coups de soleil.

Date Regue/Date Received 2021-09-01
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