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(57) Abstract : The present imvention relates to the use of a peptide and glycoside extract of Schizandra fruit as a cutaneous neuro-
sensory agent, for improving the response of the cutaneous neurosensory system, in particular for: - improving cutaneous innervation
in the basal state, - combatting age-related loss of cutaneous mmnervation in the basal state, advantageously for preventing loss of the
cutaneous sensitivity and/or combatting thinning ot the epidermis, and/or - improving cutaneous perception ot the environment,

more particularly for combatting burns, extreme cold and/or pain.
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— avec rapport de recherche internationale (Art. 21(3))

La présente invention concerne 1'utilisation d'un extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra en tant qu'agent neurosenso -
riel cutane, pour ameliorer la réponse du systeme neurosensoriel cutane, en particulier pour : - améliorer I'innervation cutance a
I'état basal, - lutter contre la perte d'innervation cutané¢e a I'état basal lice a 1'age, avantageusement pour prévenir la perte de sensi -
bilite¢ cutanée et/ou lutter contre 'amincissement de I'épideémie, et/ou - améliorer la perception cutance de l'environnement, plus

particulicrement pour lutter contre les brulures, le froid extréme et/ou la douleur.
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« EXTRAIT PEPTIDIQUE ET OSIDIQUE DE FRUIT DE SCHIZANDRA ET
AMELIORATION DE LA REPONSE DU SYSTEME NEUROSENSORIEL CUTANE ».

DOMAINE DE L’ INVENTION

La présente invention concerne 'utilisation d’un extrait peptidique et osidique de
fruit de Schizandra en tant qu’agent neurosensoriel cutan¢, notamment pour ameliorer la
réponse du systeme neurosensoriel cutane. Une telle utilisation est avantageusement
cosmetique.

ART ANTERIEUR

Il existe dans le monde a peu pres 25 especes appartenant au genre Schizandra.
Environ scize d’entre ¢lles sont chinoises. Ces arbustes sont originaires du Nord de la
Chine et des regions adjacentes de Russie et Coree.

Schizandra est une plante dioique (pieds aux fleurs males et femelles distincts).
Le fruit se présente sous forme de grappe pendante qui rappelle un peu celle du groseillier.
Elle est pourvue d’un pédoncule nu dans sa partiec supéricure (environ 5-10 cm) qui est
recouvert dans sa partic inféricure par des baies rouges vifs, un peu plus grosses, plus
compactes et plus fermes que la groseille. La graine, sphérique, mesure quelques
millimetres.

Deux especes sont officicllement reconnues comme meédicinales en Chine, S.
chinensis ¢t S. sphenanthera. Leurs baies sont utilisées en médecine traditionnelle chinoise
pour le traitement de la toux, de 1’asthme, des sucurs nocturnes, des ¢jaculations nocturnes
ct de la diarrhée chronique. Elles sont aussi utilisées comme tonifiants et pour le traitement
de la fatigue chronique.

De nom botanique Schizandra, cette plante appartient a la classe des
Magnoliopsida et a l'ordre des Magnoliales. La famille botanique est celle des
Schisandracea. Le terme Schizandra utilis¢ tel quel peut deésigner les deux plantes
différentes que sont Schizandra chinensis et Schizandra sphenanthera. Longtemps ces deux
especes ont ¢t¢ considérees comme ¢quivalentes, elles pouvaient ¢tre désignées selon leur
origine « Northern Schizandra » pour Schizandra chinensis et « Southern Schizandra »
pour Schizandra sphenanthera.

Schizandra chinensis est aussi appelcée pmnyin, wu wer zi, hitt¢ralement
« baie a 5 parfums ». Schizandra chinensis est une liane arborescente caduque sauvage a
croissance lente pouvant atteindre 9 a 10 metres de hauteur.

Schizandra sphenanthera Rehd. et Wils. est aussi appelée : schisandre a fleurs
orangées (en France), southern Schizandra, lemon wood (en Angleterre), hua zhong wu
wel z1, nan wu wie z1 (en Chine).

S1 le fruit de §. Chinensis a ¢te 'objet d’une littérature consc¢quente, ¢’est
beaucoup moins le cas de S. sphenanthera. Plusicurs motifs expliquent ceci :

- un¢ moindre réputation quant a son utilisation sclon la tradition chinoise,
- une quasi-absence d’usage en occident,
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- une moindre tencur en néo-lignanes totaux comparce a S. chinensis.

L’une des différences majeures entre les deux especes porte sur la nature et les
tencurs des nco-lignanes contenus dans leurs fruits respectifs. Cette sous-famille de
constituants chimiques représente la grande originalite du genre Schizandra. L’article
(Huyke et al., 2007) a rapport¢ une ¢tude comparative des effets sur la prolifération
cellulaire d’extraits de S. chinensis et S. sphenanthera.

Il est géncéralement considere que S. sphenanthera est inféricur a S. chinensis au
plan médicinal et qu’il n’est utile qu’en tant que source alternative des lignanes actifs.

Sur un plan commercial, le fruit de S. sphenanthera est considéré comme moins
couteux que celuil de S. chinensis.

Caracteéristiques des fruits

Le fruit sec de Schizandra comprend environ 20% d’huiles essenticlles dont 7 a
30 % d’msaponifiables (Huyke et al., 2007). Les lignanes sont compris dans la fraction
insaponifiable des huiles. D’autres constituants actifs sont les phytostérols ¢t les vitamines
CctE.

L’huile essentielle de Schizandra est riche en dérives sesquiterpéniques tels que :
d-cadinéne (25,6 %), g-cadinene, b-himachaléne, santalol. L’ huile essentielle du fruit de S.
chinensis contient davantage d’hydrocarbures monoterpéniques que celle de S.
sphenanthera [Huyke et al., 2007].

Le fruit de S. sphenanthera se caractérise par sa richesse en désoxyschisandrine.
Par contre, ses tencurs en schisandrine et g-schisandrine sont tr¢s faibles comparces a
celles de la graine de S. chinensis (Zhu et al., 2007).

Les extraits de fruit : formes utilisées

La forme la plus utilisée en médecine traditionnelle est le fruit séché. A coté de
son emplo1 traditionnel en Chine a 1’¢tat déshydratée, le fruit de Schizandra est aussi utilise
sous forme d’extraits obtenus par des solvants d’extraction permettant d’entrainer les néo-
lignanes du fruit. Les solvants mentionn¢s dans la littérature sont 1’¢thanol, le CO,;-
supercritique ou CO,-SC (associ¢ ou pas avec un co-solvant) et I’hexane.

Plusicurs €tudes se sont attachées a comparer les pouvoirs extractifs du CO,-SC,
du chloroforme, du méthanol et de I’éthanol a I’égard des néo-lignanes du fruit.

Selon une publication récente, 1’extraction du fruit de Schizandra par le CO, ou le
CO, + 5 % d’¢thanol, ou encore par ’hexane, aboutit a des compositions d’extraits assez
similaires au plan né¢o-lignanes. Par contre, 1’utilisation d’¢thanol a conduit a une moindre
extraction de 2 néo-lignanes, la désydroschisandrine et la gomisine O, et apparemment une
meilleure extraction de g-schisandrine (Huyke et al., 2007).

Par ailleurs, une technique d’extraction a ¢t¢ mise au point par Zhu et al. qui a
permis de comparer les quantités de lignanes contenues respectivement dans les extraits de
Schizandra chinensis et Schizandra sphenanthera (Zhu et al., 2007).

Art antérieur
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D¢ nombreuses proprictés pharmacologiques des extraits de fruits de Schizandra
ont ¢t¢ rapportées dans la hittérature, telles que
- des eftets de protection hépatique, connus depuis les années 1980 ;
- des effets ant1-HIV ;
- une activité anti-inflammatoire et anti-tumorale ;
- unc augmentation de la biodisponibilit¢ de certains produits, lorsque 1ingéres en
meme temps.

Ainsi, de nombreux documents citent des compositions pharmacologiques qui
comprennent, entre autres composes actifs, des extraits de Schizandra :

La demande WO 2007/020382 de la socicte¢ Phynova décrit une composition
comprenant des extraits de quatre plantes dont Schizandra chinensis ou Schizandra
sphenanthera, pour le traitement de problémes hépatiques, mcétaboliques et/ou
immunitaires, ¢t plus particulicrement destinée a traiter 1’hepatite C.

La demande WO 2007/005760 d¢crit une composition comprenant des composes
de la famille des schizandrines, gomisines, et autres composés 1ssus d’extraits des fruits de
Schizandra chinensis ¢t Schizandra sphenanthera, pour traiter des cellules de cancer
chimior¢sistantes.

L’article Huyke et al. (2007) décrit et compare les effets d’extraits de 8.
sphenanthera ¢t S. chinensis sur des cellules en culture : la prolifération des cellules
¢pidermiques de types HaCaT et A431 est inhibée de mani¢re dose-dépendante par ces
extraits, les extraits non polaires ¢tant plus efficaces que les extraits polaires. Les auteurs
de I'essai concluent que 'extrait au CO,-SC de Schizandra sphenanthera pourrait ¢tre utile
dans la prévention et le traitement des maladies inflammatoires et hyperprolifératives de la
pcau.

Aucun de ces documents ne decrit un extrait particulier de Schizandra, et en
particulier un extrait peptidique et osidique, pour son activit¢ en tant qu’agent
neurosensoriel.

Systeme neurosensoriel et peau

La peau est un organe dont I’'innervation est trés dense et va jusqu’aux couches
les plus superficielles, a I'exception de la couche cornée. L’¢piderme est €galement
caract¢ris¢ par de nombreuses terminaisons nerveuses libres jusqu’aux couches les plus
externes. Ces terminaisons nerveuses proviennent des neurones sensitifs 1ssus des
ganglions rachidiens situés le long de la moelle ¢épiniere. Ces neurones possedent donc des
axones extrémement longs (parfois plus d’un metre) qui transmettent les informations
sensitives (tactile, chaleur..., mais ¢galement douleur) de la peau jusqu’au cerveau. La
densit¢ d’mnervation varie en fonction de la zone du corps. Ainsi, chez les humains, les
mains ¢t le visage sont richement innerves par rapport au dos ou a I’abdomen.

On trouve dans la peau des fibres nerveuses sensitives et des fibres nerveuses
autonomes, toutes deux appartenant au systeme nerveux periphcrique (SNP). Les
terminaisons nerveuses de type « sensitives » répondent a une varicte¢ de stimuli
physiologiques tels que la chaleur, le froid, le touche, une distension mecanique et les UV.
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Certaines fibres peuvent méme €tre activees par une varict¢ de substances chimiques ou
encore par des facteurs biologiques comme des agents microbiologiques ou des protcases
provenant des plantes.

Les terminaisons nerveuses autonomes sont responsables des fonctions
automatiques telles que la régulation de la fonction des glandes sudoripares, la
vasomotricite, le flux sanguin, et, par cela, dans la thermorégulation. Ces fibres ont donc
un role dans ’homeéostasie (maintien de 1’¢quilibre mtéricur) et sont ¢galement impliquées
dans des interactions complexes entre des aspects physiologiques et comportementaux

Les connexions entre nerfs et peau se font au niveau cellulaire par I'intermédiaire
des necuromediateurs (ou neurotransmetteurs). Parmi ces neuromediateurs, on peut citer la
substance P, le CGRP (Peptide Relic au Gene Calcitonine) ou encore la pro-
oplomelanocortine (POMC). Ces molccules, synthétis¢es par les terminaisons nerveuses
mais ausst par les cellules cutan¢es ou mmmunitaires, sont les médiateurs de 1’¢change
d’information entre la peau et le systetme nerveux. Ces cellules expriment de nombreux
récepteurs pour ces ncuromediateurs mais ausst des enzymes pouvant les dégrader
(cytokines, facteurs de croissance...). Les neuromédiateurs sont ainsi capables, apres
lhaison sur des récepteurs spécifiques, d’activer des cellules cutanées cibles comme les
mastocytes, les kératinocytes, les cellules de Langerhans, les mélanocytes, les cellules de
Merkel, les cellules endoth¢liales et les fibroblastes. D’autre part, les fonctions
metaboliques des neurones cutancs peuvent &tre régulées par des mediateurs produits par
les cellules cutances. Cette communication cellulaire qui s’effectue dans les deux sens
participe a de nombreux processus biologiques tels que ['inflammation, la réponse
immunitaire, la cicatrisation, la pigmentation et la croissance pilaire. Les itrications
anatomiques ¢t fonctionnelles extrémement ¢troites entre la peau et le systéme nerveux
conduisent a parler d’un systéme unifi€ : le systeme neurosensoriel cutane.

Le CGRP est un peptide de 37 acides amings, produit par les fibres nerveuses
sensitives non myclisces (type C), les cellules de Merkel et les fibres nerveuses
autonomes. Le CGRP est capable d’induire des effets inflammatoires, vasodilatateurs ct
neurotrophiques.

Différentes protéines « sensitives » (« sensor ») sont présentes sur les neurones du
systeme nerveux periphérique, qui sont considérés comme les sculs transducteurs de la
perception cutance. Les cellules epidermiques relaient cette transduction de signal car elles
expriment ¢galement de nombreuses protéines sensitives. Ces protéines sont
principalement transmembranaires et permettent la transformation de stimuli comme le
toucher, la pression osmotique, la tempcrature ou des stimulations chimiques en messages
biochimiques mtercellulaires. Parmi ces protéines qui sont souvent des récepteurs, on peut
citer la famille des TRPs (transient receptor potentials) dont les récepteurs thermo-
sensibles tels que le TRPV1 (transient receptor potential vanilloide 1).



CA 02968754 2017-0b-24

WO 2016/083515 d PCT/EP2015/077795

Il existe donc un dialogue entre les cellules de la peau et les neurones sensitifs.
Ces interactions participent a la sensation de bien-€tre, un ¢quilibre homéostatique de
[’¢épiderme, une augmentation de la mélanogéncse.
Cependant, la situation anatomique de la peau suggere que le systeme nerveux est
5 hautement expos¢ aux challenges environnementaux. L’homcostasic du systeme nerveux
cutan¢ peut ¢tre modifiée dans certaines conditions : le vieillissement, le stress, les UV, les
pathologies inflammatoires, les deésordres cosmétologiques... Il est donc important de
protéger ce systeme nerveux peripherique ; cette « neuroprotection » est d’autant plus
importante que le potenticl de régenération du tissu nerveux est tres bas ; expliquant la
10  recupdration particlle des fonctions sensitives apres blessure par exemple. Au cours du
vieillissement, cette « neuroprotection » est ¢galement nécessaire pour combattre la perte
de neurones associce a 1’age.
La préservation du lien anatomique entre le systéme nerveux central et les
neurones sensitifs cutanes peripheriques permet la préservation d’une bonne sensibilite,
15  mais ¢galement un maintien des systemes de thermorégulation et de sécrétion s¢bacee.

RESUME DE L’INVENTION

Les extraits peptidiques et osidiques de fruit de Schizandra sont connus pour leur

20  utilisation dans la prévention ou le traitement des réactions ou pathologies de la peau. En
particulier, les extraits peptidiques et osidiques de Schizandra ont une activit¢ dans le
traitement de ’acné (WO 2011012615 et WO 2011/012612).

D¢ manicre nattendue, les mventeurs ont découvert que les extraits peptidiques
ct osidiques de fruit de Schizandra présentent des proprictés neurosensoriclles cutances

25  jamais decrites jusqu’a present.

La preésente invention a donc pour objet 1'utilisation, notamment ['utilisation
cosmetique, d’un extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra en tant qu’agent
necurosensoriel cutan¢, avantagecusement pour amcliorer la réponse du systeme
neurosensoriel cutane.

30 La présente mvention a ¢galement pour objet ['utilisation d’une composition
cosmetique comprenant un extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra, en tant
qu’agent necurosensoriel, avantagecusement pour amclhiorer la réponse du systeme
neurosensoriel cutane.

35 DESCRIPTION DES FIGURES

Figure 1. Activit¢ d’un extrait peptidique et osidique de Schizandra
Sphenanthera sur ’expression génique de TRPV1 dans des kératinocytes. (* p<0,05 vs
cellules controles — ANOVA a un facteur suivie d 'un test de Dunnett)

40 Figure 2. Etude de I'effet d’un extrait peptidique et osidique de Schizandra
Sphenanthera sur la mobilisation de calcium intra-cytoplasmique de neurones sensitifs
stimulés par la capsaicine en co-culture avec des kératinocytes : Evolution de la
fluorescence au cours du temps
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Figure 3. Etude de I'effet d’un extrait peptidique et osidique de Schizandra
Sphenanthera sur la mobilisation de calcium intra-cytoplasmique de neurones sensitifs
stimulés par la capsaicine en co-culture avec des keratinocytes : Variation de fluorescence
en pourcentage par rapport au controle. (# p<0,05 vs controle ; *p<0,05 *** p<0,001 vs
capsaicin ; Test de Bartlett’s)

Figure 4. Etude de T'activit¢ d’un extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera sur la libération de CGRP par des neurones sensitifs stimulés par
la capsaicine en co-culture avec des keratinocytes. (# p<0,05 vs controle ; *** p<0,001 vs
capsaicine ; ANOVA a un facteur suivie d’un test de Dunnett)

Figure 5. Etude de I'effet trophique d’un extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera sur le développement des prolongements des neurones sensitifs :
longucur des neurites pour les neurones sensitifs seuls apres S jours de culture

Figure 6. Etude de I'effet trophique d’un extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera sur le développement des prolongements des neurones sensitifs
en presence de keratinocytes : longuecur des neurites pour les neurones sensitifs en co-
culture avec des keratinocytes apres S jours de culture

DESCRIPTION DETAILLEE DE L’ INVENTION

La présente mvention a donc pour objectif de fournir un principe actif permettant
d’amchiorer la réponse du systéme neurosensoriel cutan¢. Une telle amclioration permet
notamment :

- d’amchiorer le prolongement des neurones, permettant amst d’amcliorer

[’innervation cutanée a |’ état basal ;
- d’amchorer la réponse du systeme neurosensoriel cutan¢ face aux agressions de
I’environnement (douleur, chaleur, froid...) ; et

- de lutter contre la perte d’innervation cutance lice a 1’age pour prévenir la perte

de sensibilité cutanée et lutter contre 1’amincissement de 1’épiderme.

La présente mvention a pour objet 'utilisation d’un extrait peptidique et osidique
de fruit de Schizandra en tant qu’agent neurosensoriel cutan¢, notamment pour ame¢liorer la
réponse du systéme neurosensoriel cutané.

Au sens de la présente invention, on entend par « agent neurosensoriel », un
compos¢ capable d’agmr sur les composants du systetme necurosensoriel cutané
(terminsaisons nerveuses, cellules ¢pidermiques, neuromediateurs, récepteurs « sensitifs »)
pour ame¢hiorer 1a réponse du systeme neurosensoriel cutane.

Au sens de la présente invention, on entend par « amclioration de la réponse du
systeme necurosensoriel cutan¢ », la préservation du lien anatomique entre le systeme
nerveux central et les neurones sensitifs cutances periphériques. Ceci permet une meilleure
libération des informations nerveuses sous forme de neurotransmetteurs au niveau des
kératinocytes et des mélanocytes et ainsi a une meilleure mteraction entre les cellules de la
pcau ¢t les ncurones sensitifs. Ces mteractions participent a la sensation de bien-Ctre, a
I’¢équilibre hom¢éostatique de 1’¢piderme, a 'augmentation de la mélanogénese et a la
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préservation d’une bonne sensibilité, au maintien des systemes de thermorégulation et de
s¢cretion sebacee

Selon un premier aspect de l'invention, la présente invention a pour objet
['utilisation d’un extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra en tant qu’agent
neurosensoriel, pour amehorer I'innervation cutan¢e a 1’¢tat basal, plus précisement pour
amcliorer la densité d’innervation cutanée en induisant un effet trophique sur les neurones
conduisant a une ¢longation des prolongements neuronaux, plus particulicrement pour
amcliorer la cicatrisation et/ou pour am¢liorer la perception du toucher et/ou pour favoriser
[’hom¢ostasie ¢t donc le confort cutanc.

Avantageusement, ledit extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra peut
ctre utilis¢ en tant que produit de massage. Ledit extrait peut alors €tre incorpor¢ dans un
produit de massage, en particulier dans un produit de massage pour bébé. De manicre
avantageuse, le produit de massage comprend ledit extrait peptidique et osidique de fruit de
Schizandra et un excipient de massage cosmetiquement acceptable. Plus particulicrement,
le produit de massage est une huile de massage, notamment une huile de massage pour
bebe.

Au sens de la présente mvention, on entend par « cicatrisation », la cicatrisation
cpidermique, ou réepithelisation, ¢’est-a-dire la cicatrisation des couches supertficielles de
[’épiderme. Le terme « cicatrisation» a donc un sens cosmetique ¢t correspond
avantageusement a la réparation de la surface de la peau et/ou a la restructuration de
[’¢piderme.

[’absence d’innervation sensorielle cutance atfecte négativement toutes les ¢tapes
de la cicatrisation ; en particulier un défaut d’innervation peut diminuer la prolifération
kératinocytaire et induire un amincissement de 1I’épiderme. 1l a ¢t¢ démontré que les
neurones sensitifs influencent directement la re¢pithelisation (Stape cl¢ de la cicatrisation
¢pidermique). Les neurones permettent donc une accélération de la cicatrisation, sans
inflammation.

Par ailleurs I'innervation cutan¢e joue un role mmportant dans la perception du
toucher. Par 1’expression « perception du toucher », on entend, au sens de la présente
invention, la perception d’un contact I€ger avec la peau, glabre (sans poils) ou velue. Les
récepteurs responsables de la perception du toucher sont en particulier les corpuscules de
Meissner localisés dans la peau glabre et situcs immediatement sous 1’¢épiderme dans les
papilles dermiques ¢t les récepteurs des follicules pileux qui sont constitucs de
terminaisons libres qui se situent autour de la racine du poil et sous les glandes s¢bacces.

Selon un second aspect de l'invention, la présente invention a pour objet
["utilisation d’un extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra pour lutter contre la
perte d’innervation cutance a 1’¢tat basal lice a 1’age, en particulier pour prévenir la perte
de sensibilit¢ cutance et/ou lutter contre I’amincissement de I’¢piderme.

En effet, le potenticl de régénération du tissu nerveux est tres bas. La densité¢ de
['innervation de 1’épiderme decroit donc progressivement avec 1’age, entrainant ainsi une
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diminution de I’¢paisscur epidermique et un dé¢faut de sensation thermique di a une densite
nerveuse reduite.

Par l’expression « sensibilit¢ cutanc¢e », on entend, au sens de la présente
invention, la sensibilité¢ nerveuse dépendante de récepteurs situcs dans la peau et stimulés
par des agents extéricurs a l'organisme. Au sein de la sensibilite cutanée, on distingue : la
sensibilit¢ mécanique (ou perception du toucher), la sensibilit¢ thermique et la sensibilite
doulourcuse (ou nociception).

Selon un autre aspect, la présente invention a ¢galement pour objet 1’utilisation
d’un extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra pour amcliorer la perception
cutanc¢e de l’environnement, notamment pour ¢éviter une trop grande réactivité cutance
ct/ou pour lutter contre les agressions cutances ct/ou le stress cutan¢ de 1’environnement,
plus particulicrement pour lutter contre les brulures, le froid extréme et/ou la douleur.

La situation anatomique de la peau suggere que le systeme nerveux est hautement
expos¢ aux challenges environnementaux, 1l est donc important de protéger ce systeme
nerveux peripherique.

Au sens de la présente 1nvention, l’expression « perception cutanée de
[’environnement » signific la perception de tout stimulus 1ssu d’un contact direct avec
’environnement exteéricur. En particulier, ces stimuli sont physiques, c¢’est-a-dire
thermique, mecanique, ¢lectrique ou rayonnement UV, chimiques ou indirects, tels que
ceux produits par des allergenes, des haptenes, des agents microbiologiques, des chocs ou
une inflammation.

Au sens de la présente mvention, on entend par « brulure », toute brialure pouvant
ctre causce par le contact avec une source chaude, le contact avec une substance dite
caustique, un frottement, l'effet de la combustion, l'effet d'un rayonnement (le coup de
soleil - rayonnement ultraviolet B - rayonnement infrarouge), 1'effet d'un courant ¢lectrique
(¢lectrisation) ou le froid (gelure).

Au sens de la présente mvention, on entend par « froid extréme », une temp¢erature
située en dessous du secuill de 0 °C, avantageusement en dessous de -5 °C, plus
particulierement en dessous de -10 °C.

Avantageusement, la présente mvention concerne 1'utilisation d’un extrait
peptidique et osidique de fruit de Schizandra pour éviter une trop grande réactivité cutanée
face a I’environnement en am¢liorant la thermosensibilit¢ cutance et/ou la perception de la
douleur, et/ou pour lutter contre les démangeaisons et/ou les sensations d’inconfort.

Par ’expression « thermosensibilité cutanée », on entend, au sens de la présente
invention, la perception par la peau des sensations de brilures ou de froid intenses, pouvant
conduire a des ré¢actions d’irritation cutance.

Par I’expression « perception de la douleur », on entend, au sens de la présente
invention, l'ensemble des phénomenes permettant 1'intégration au niveau du systeme
nerveux central d'un stimulus doulourcux via l'activation des nocicepteurs (récepteurs a la
douleur) cutan¢s, et pouvant conduire a des réactions d’irritation cutance.
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De maniere avantageuse, la présente invention concerne 1'utilisation d’un extrait
peptidique et osidique de fruit de Schizandra pour prévenir ou traiter les peaux intol¢rantes,
c¢’est-a-dire notamment pour moduler la réponse des peaux intolérantes face aux agressions
de ’environnement.

Au sens de la présente mvention, en entend par « peau mtolérante », les peaux
ayant un scuil de tolérance face aux agressions de 1’environnement plus bas que le seuil de
tolérance des peaux normales. Les peaux mtolérantes réagissent de facon anormale en
réponse a des stimuli extéricurs normaux ¢t géncralement bien toléres par une peau dite
normale et/ou reagissent beaucoup plus rapidement face aux agressions de I’environnement
qu’une peau dite normale. Une peau dite normale est une peau sans imperfection apparente
qui reagit de facon controlée a des agressions extéricures et dont la physiologie et la
structure est considerée comme normale. Les agressions de 1’environnement peuvent Etre
physiques, ¢’est-a-dire thermique, mecanique, ¢lectrique ou rayonnement UV, chimiques
ou 1ndirectes, tels que ceux produits par des allergenes, des hapténes, des agents
microbiologiques, des chocs ou une inflammation.

Cet abaissement du secuil de tolerance peut Ctre la conseéquence d’une hyper-
rc¢activite cellulaire impliquant les cellules epidermiques, immunes et nerveuses.

Les réactions développees par les peaux intolérantes face a ces agressions de
’environnement peuvent ¢&tre des flushs, rougeurs (€rythemes), papules, pustules,
tclangiectasies ; sensations de brulure, picotements, démangeaisons, plaques rouges,
s¢cheresse cutancee. ..

Selon un autre aspect, la présente invention a pour objet un extrait peptidique et
osidique de fruit de Schizandra, en tant qu’agent ncurosensoriel, ou une composition
comprenant un tel extrait, pour son utilisation pour am¢liorer la cicatrisation, pour lutter
contre les démangeaisons et/ou pour prévenir ou traiter les peaux intol¢rantes.

Dans le cadre de la présente invention, I’ensemble des modes de réalisation décrit
ci-dessus peuvent &tre indifféremment utiliseés de manicre séparée ou combinge.

Avantageusement, sclon la présente mvention, I’extrait peptidique et osidique de
fruit de Schizandra est 1ssu de Schizandra sphenanthera.

Dans un mode preféré de I'invention, 1’extrait peptidique et osidique de fruit de
Schizandra est constitu¢ de :

- 5290% de peptides, et

- 5a90% de sucres totaux,
les pourcentages €tant exprim¢Es par rapport au poids total de la maticre seche dudit extrait
peptidique et osidique.

L’extrait peptidique et osidique sclon l'invention est plus avantageusement
constitu¢ de :

- 10 a 50% de peptides ;

- 10 a2 60% de sucres totaux.

L’extrait peptidique et osidique sclon l'invention est plus avantageusement
constitu¢ de :

- 202 50% de peptides ;

- 30 a 60% de sucres totaux.



10

15

20

25

30

CA 02968754 2017-0b-24

WO 2016/083515 10 PCT/EP2015/077795

Dans la presente demande, les termes « extrait peptidique et osidique de fruit de
Schizandra », « extrait peptidique et osidique de Schizandra » et « extrait de Schizandra »
ont la méme signification et sont utilis¢s indifféremment 1'un de 1’autre pour designer le
meme extrait de fruit.

En particulier 1’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra ne comprend
pas de lignanes, connus jusqu’a present pour etre les principes actifs du fruait.

Sclon un mode préferenticl de réalisation de I'invention, 1’extrait peptidique et
osidique de fruit de Schizandra est avantageusement obtenu par un proced¢ comprenant
les ctapes successives suivantes : a partir de fruit de Schizandra, une extraction par CO,
supercritique permet d’obtenir une huile brute et un tourteau d¢hipide. Le tourteau de baies
de Schizandra, obtenu apres extraction des lipides, est disperseé dans 1’cau. Il est ensuite
rc¢alis¢ une hydrolyse de 1’amidon et des fibres (cellulose, hémicellulose, ...) a ’aide d’un
melange de cellulases et d’alpha-amylases, ainsi que des protéines par des protéases. Un
traitement thermique permet de dénaturer les enzymes en fin de réaction. Apres
centrifugation, le milicu réactionnel est purific en rcalisant une ultrafiltration et une
diafiltration sur une membrane ayant un scuil de coupure de 15 kDa afin d’¢liminer les
protcines residuelles (retentat). Le permeat est ensuite nanofiltr¢ afin d’¢liminer des sels
min¢raux, puis 1’extrait peptidique et osidique est décolor¢ avec du charbon actif puis filtré
ct recupcre. Enfin, le produit est filtré stérilement (0,2 um) et peut ¢tre lyophilis¢ ou
conditionn¢. De¢ manicre avantageuse, le produit est Iyophilis€ en présence de
maltodextrine.

Tableau 1 : Exemple d’une composition analytique d’un extrait peptidique et osidique de
Schizandra, en pourcentages par rapport a la maticre seche :

Tencur en peptides 13%
Tenecur en azote alpha amin¢ 6.0%
Teneur en sucres totaux 44%

Répartition des masses molaires (en Daltons) des peptides

> 3500 Da 0%
3500 — 1200 Da 4%
1200 — 300 Da 23%
300 — 130 Da 18%
<130 Da 35%

L’ extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra peut €tre formul¢ sous forme
d’'une composition cosmétique. Ainsi, la présente invention porte <¢galement sur
["utilisation d'une composition cosmetique comprenant un extrait peptidique et osidique de
fruit de Schizandra, en tant qu’agent neurosensoriel, avantageusement pour ameliorer la
réponse du systeéme neurosensoriel cutane.

Avantageusement, la composition cosmetique comprenant un extrait peptidique et
osidique de fruit de Schizandra, en tant qu’agent neurosensoriel, peut etre utilisée pour :
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- amecliorer 'innervation cutanée a 1’état basal,

- amcéhiorer la cicatrisation,

- amchorer la perception du toucher, notamment comme produit de massage

- lutter contre la perte d’innervation cutanée a ['¢tat basal lice a [’age,
avantageusement pour prévenir la perte de sensibilité cutance et/ou lutter contre
[’amincissement de I’épiderme,

- amchorer la perception cutan¢e de I’environnement, plus particulicrement pour
lutter contre les bralures, le froid extréme et/ou la douleur,

- amchorer la thermosensibilité cutanée et/ou la perception de la douleur,

- lutter contre les démangeaisons et/ou les sensations d’inconfort, et/ou

- prévenir ou traiter les peaux intolcrantes.

La composition cosmetique peut comprendre de 0,01 a 15 %, en particulier de
0.01% a 5%, en poids dudit extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra, par
rapport au poids total de la composition. De telles concentrations peuvent constituer des
concentrations efficaces d’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra.

La composition cosmetique peut par ailleurs contenir un ou plusicurs excipient(s)
cosmetiquement  acceptable(s), tels que des gelifiants, par exemple des gelifiants
hydrophiles ou lipophiles, des conservateurs, des agents antioxydants, des solvants, des
parfums, des charges, des filtres chimiques ou mindéraux, des pigments, des agents
chélateurs, des absorbeurs d’odeur, des eaux thermales et/ou des matieres colorantes. Les
quantités de ces differents excipients sont celles classiquement utilisees en cosmetique. Par
exemple, la quantit¢ de chaque excipient peut varier de 0,01% a 20% en poids, par rapport
au poids total de la composition cosmetique.

La composition sclon I’mmvention peut en outre comprendre au moins un agent anti-
inflammatoire/anti-irritant, un  agent  antioxydant/antiradicalaire, un  agent
cicatrisant/réparateur de la barriere, un agent anti-age, et/ou un agent hydratant.

Les agents anti-inflammatoires / anti-irritants limitent la réaction inflammatoire
conduite via les cytokines ou médiateurs du metabolisme de 1’acide arachidonique et ont
des proprictes apaisantes et anti-rritantes. Les plus classiques sont [’acide glycyrrhétinique
(les derives de réglisse) avec ses sels et esters, 1’alpha bisabolol, le ginkgo biloba, l¢
calendula, 1’acide lipoique, le beta-carotene, la vitamine B3 (niacinamide, nicotinamide), la
vitamine E, la vitamine C, la vitamine B12, les flavonoides (thé vert, quercétine ...), le
lycopene ou la lutéine, les sucres d’ Avocat, I’'ol¢odistillat d’ Avocat, ’arabinogalactane, les
peptides de Lupin, un extrait total de Lupin, un extrait peptidique de Quinoa, le

Cyclocéramide® (dérivé d’oxazoline), les substances anti-glycation telles que la carnosine,
la n-acétyl-cystéine, les 1soflavones comme par cxemple la génistéine/genistine,
daidz¢ine/daidzine, les caux de source ou thermales (cau d’Avene, cau de la Roche Posay,
cau de Saint Gervais, cau d’Uriage, cau de Gamarde), les extraits de Goj (Lycium
barbarum), les peptides ou complexes d’acides amines vegetaux ou encore. la disulone
topique, ou les medicaments anti-inflammatoires.

Par agent antioxydant, on entend une molécule qui dimimmue ou empéche
’oxydation d’autres substances chimiques. Les antioxydants/antiradicalaires pouvant €tre
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utilises en association sont avantageusement choisis dans le groupe constitu¢ par les thiols
¢t les phénols, par les derives de reglisse comme 1’acide glycyrrhétinique avec ses sels et

esters, ’alpha bisabolol, I’extrait de Ginkgo biloba, de Calendula, le Cyclocéramide®
(dérivé d’oxazoline), les peptides d’ Avocat, les oligo-¢léments comme le cuivre, le zinc, et
le s¢lénium, 1’acide lipoique, la vitamine B12, la vitamine B3 (niacinamide, nicotinamide),
les vitamines C, les vitamines E, le co-enzyme Q10, le krill, le glutathion, I¢
butylhydroxytoluéne (BHT), le butylhydroxyanisol (BHA), le lycopéne ou la lutéine, le
béta-carotene, la famille des polyphénols comme les tanins, les acides phénoliques, les
anthocyanes, les flavonoides avec par exemple les extraits de thé vert, de fruits rouges, de
cacao, de raisin, de Passiflora incarnata, de Citrus ou encore les 1soflavones comme par
exemple la génistéine/génistine, daidz¢ine/daidzine, Dans le groupe des anti-oxydants on
trouve aussi les substances anti-glycation telles que la carnosine ou certains peptides, la n-
acctyl-cystéine, ainsi que les enzymes antioxydants ou antiradicalaires comme la SOD
(super oxyde dismutase), la catalase, la glutathion peroxydase, la thioredoxine réductase et
leurs agonistes.

Les agents cicatrisants et/ ou réparateurs de la fonction barriere pouvant €tre utilises
en association sont avantageusement la vitamine A, le panthénol (vitamine B)Y),

I’Avocadofurane®, les sucres d’Avocat, le lupcol, ’extrait peptidique de Maca, un extrait
peptidique de Quinoa, 1’arabinogalactane, ’oxyde zinc, le magnésium, le silicium, [’acide
mad¢cassique ou asiatique, le sulfate de dextran, le coenzyme Q10, la glucosamine et ses
dérives, la chondroitine sulfate et globalement les GAG (glycosaminoglycanes), le sulfate
de dextran, les c¢ramides, le cholestérol, le squalane, les phospholipides, les peptides de
Soja fermentés ou non, les peptides végetaux, les polysaccharides marins, végetaux ou
biotechnologiques comme les extraits d’algues ou I'extrait de fougcere, les oligo-¢léments,
les extraits de plantes a tanins comme les tanins dérivant de 1'acide gallique appelés tanins
galliques ou encore hydrolysables, mnitialement trouveés dans la noix de galle, et les tanins
catechiques résultant de la polymeérisation d'unités flavanniques dont le modele est fourni
par le Cachou (Acacia catechu). Les oligo-¢léments pouvant ¢&tre utilis€s sont
avantageusement choisis dans le groupe constitu¢ par le cuivre, le magnésium, le
manganese, le chrome, le selénium, le silicium, le zinc et leurs m¢langes.

Les agents anti-age pouvant agir en association pour la prise en charge de 1’acne sur
les sujets d’age mir sont des agents antioxydants et en particulier la vitamine C, la
vitamine A, le r¢tinol, le r¢tinal, ’acide hyaluronique de tout poids molcculaire,

I’Avocadofurane®, les peptides de Lupin, I’extrait peptidique de Maca.

Les actifs hydratants / ¢émollients les plus utilisés sont la glycérine ou ses dérivés, 1'urée,
[’acide pyrrolidone carboxylique et ses deérivés, l'acide hyaluronique de tous poids
mol¢culaires, les glycosaminoglycanes et tous autres polysaccharides d’origine marine,

végétale ou biotechnologique comme par exemple la gomme xanthane, le fucogel®,
certains acides gras comme 1’acide laurique, I’acide myristique, les acides gras mono- ct
poly-insaturés de type omcga 3, 6 ¢t 7, 9 (exemple: l'acide hnolcique, 1’acide
palmitoléique, etc), 1’Olcodistillat de Tournesol, les peptides d’Avocat, le beurre de
Cupuacu.
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Une association particulicrement avantageuse sclon I’invention est une composition
comprenant 'extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra sphenanthera et des
insaponifiables végetaux et animaux, comme par exemple, les mnsaponifiables d’Avocat et
de Soja, et des concentrats d’huile vegétale ou animale en insaponifiables, comme par
exemple le concentrat d’huile de Tournesol ou d’huile de Palme, ou encore des huiles
vegetales contenant des 1nsaponifiables comme par exemple les huiles de Soja et de Colza,
ct les dérives d’insaponifiables comme les furanes d’Avocat, les esters de sterols et les
dérivés vitaminiques.

Une association particulicrement avantageuse sclon I’invention est une composition
comprenant 'extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra sphenanthera et des
sucres d’Avocat (vorr demande WO 2005/115421). Cette composition est particulicrement
adaptce pour le traitement de la réparation de la barricre cutance et de I'inflammation.

Une association particulicrement avantageuse selon I'invention est une composition
comprenant 'extrait de fruit peptidique et osidique de Schizandra sphenanthera ¢t des
peptides d’Avocat (voir demande internationale WO 2005/105123). Cette composition est
particulicrement adaptée pour le traitement de 'irritation et de I'inflammation.

Une autre association particuliecrement avantageuse sclon 1'invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t une huile d’Avocat (vorr les demandes internationales WO 2004/012496,
WO 2004/012752, WO 2004/016106, WO 2007/057439).

Une autre association particuliecrement avantageuse sclon 1'invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra

sphenanthera et I’ Avocadofurane® (furanes d’Avocat, pouvant étre obtenus par le procédé
décrit dans la demande internationale WO 01/21605). Cette composition est
particulicrement adaptée pour le traitement de 1'inflammation, pour favoriser la
cicatrisation, et pour ses proprictes anti-age.

Une autre association particuliecrement avantageuse sclon 1'invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t les insaponifiables d’Avocat et de Soja pouvant €tre utilisés en association
sont avantageusement un me¢lange d’insaponifiables d’avocat furanique et
d’insaponifiables de Soja, dans un rapport respectit d’environ 1/3-2/3. Les insaponifiables

d’Avocat et de Soja sont encore plus avantageusement le produit Piasclédine®,
commercialis¢ par les Laboratoires Expanscience.

Une autre association particuliecrement avantageuse selon 1'invention est une
composition comprenant ['extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t un Ol¢odistillat de Tournesol, encore plus avantagecusement avec un
Olcodistillat de Tournesol comportant majoritairement de 1’acide linol¢ique, tel que ’actif

commercialisé par les Laboratoires Expanscience, Soline® (cf. la demande internationale
WO 01/21150), Cette composition est particulicrement adaptée pour le traitement de
[’inflammation et pour la réparation de la barriere cutance.

Une autre association particulicrement avantageuse seclon ['invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
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sphenanthera ¢t un insaponifiable de Soja, tel qu’obtenu selon le procéde décrit dans la
demande 1nternationale WO 01/51596.

Une autre association particuliecrement avantageuse selon 1'invention est une
composition comprenant ['extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera et du Lupéol (FR 2822 821, FR 2857 596). Cette composition est
particulicrement adaptee pour favoriser la cicatrisation.

Une autre association particuliecrement avantageuse selon 1'invention est une
composition comprenant ['extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t des peptides de Lupin tels qu’obtenus selon le procéd¢ décrit dans la
demande WO 2005/102259. Cette composition est particulicrement adaptée pour le
traitement de 'inflammation et est utilisée pour ses proprictes anti-age.

Une autre association particuliecrement avantageuse sclon 1'invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t un extrait total de Lupin (voir demande internationale WO 2005/102259).
Cette composition est particulicrement adaptce pour le traitement des 1rritations.

Une autre association particuliecrement avantageuse sclon 1'invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t une huile de Lupin, avantageusement une huile de Lupin blanc doux, telle
que celle décrite dans la demande internationale WO 98/47479.

Une autre association particuliecrement avantageuse sclon 1'invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t un extrait peptidique de Maca (vorr demande internationale WO
2004/112742). Cette composition est particuliecrement apprécice pour ses proprictes
cicatrisante ¢t anti-age.

Une association particulicrement avantageuse selon I’'invention est une composition
comprenant I'extrait de fruit peptidique et osidique de Schizandra sphenanthera et des
peptides de riz (voirr demande internationale WO 2008/009709). Cette composition est
particulicrement apprécice pour ses proprictés de stimulation de la melanogeénese et du
transfert de la m¢lanine.

Une autre association particulicrement avantageuse sclon ['invention est une
composition comprenant 1’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra

sphenanthera et du Cyclocéramide”® (dérivé d’oxazoline) tel que décrit dans les demandes
internationales WO 2004050052, WO 2004050079 e WO 2004112741. Cette
composition est particulicrement adaptée pour le traitement des réactions inflammatoires.

Une autre association particuliecrement avantageuse sclon 1'invention est une
composition comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t un extrait de Quinoa, en particulier un extrait peptidique (voir la demande
internationale WO 2008/080974). Cette composition est particulicrement adaptée pour le
traitement des conditions inflammatoires et de la réparation de la barriere cutance.

Une autre association particulicrement avantageuse sclon ['invention est une
composition comprenant 1’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t de beurre de Cupuacu. Cette composition est particulicrement apprécice
pour ses proprictes hydratantes.
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Une autre association particuliecrement avantageuse selon 1'invention est une
composition comprenant ['extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera ¢t un Olcodistillat de Colza.

Une autre association avantageuse sclon ['invention est une composition
comprenant [’extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra sphenanthera et un
Oléodistillat de Mais.

Toutes ces associations comprennent au moins un autre compos¢ actif, en plus de
I’extrait de fruit de Schizandra sphenanthera, ¢t peuvent comprendre deux, trois, quatre ou
plus de composces actifs tels que décrits préccdemment.

Outre ces actifs, 'extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra
sphenanthera sclon I’invention, seul ou en association avec les actifs precedemment cites,
peut ¢tre utiis¢ en association des actifs protecteurs solaires, tels que des filtres ou ¢crans
solaires UVB ct/ou UVA ; tels les ¢crans ou filtres min€raux et/ou organiques connus de
[’homme du meétier qui adaptera leur choix et leurs concentrations en fonction du degre de
protection rechercheé.

A titre d’exemple d’actifs protecteur solaire, on peut notamment citer le dioxyde de
titane, ['oxyde de zinc, le methyléne bis-benzotriazolyl tétraméthylbutylphénol (nom
commercial : TINOSORB M) et le Bis-¢thylhéxyloxyphénol méthoxyphenyl triazine (nom
commercial : TINOSORB S), octocrylene, le butyl méthoxydibenzoylméthane, 1’acide
terephthalylidene dicamphor sulfonique, le 4-méthylbenzylidéne de camphre, la
benzophénone, [’¢thylhexyl méthoxycinnamate, [’¢thylhexyl dimethyl PABA, I¢
dicthylhexyl butamido triazone.

La composition sclon I'mvention peut ¢tre formulée sous la forme de différentes
préparations adaptées a une administration topique, telles que les cremes, les gels, les
¢mulsions, les laits, les pommades, les lotions, les huiles, les solutions aqueuses ou hydro-
alcooliques ou glycoliques, les poudres, les patchs, les sprays ou tout autre produit pour
application externe. De telles formulations sont présentees dans les exemples ci-apres.

Les exemples qui suivent visent a illustrer la présente invention.

EXEMPLES
Exemple 1: Effet d’un extrait peptidique et osidique de Schizandra
Sphenanthera sur I’expression génique de TRPV1
Il est possible, en culture, de mod¢liser le mécanisme de potentiels d’action
antidromiques. Les necurones sensitifs, 1ssus des ganglions rachidiens, sont cultivés en
présence de kératinocytes. Apres 10 jours, les necurones sont matures, ils liberent
spontanément des neuropeptides tels que le CGRP et la substance P au niveau des

kératinocytes. Cette libération est dite basale, elle peut €tre mesurce par des kits de dosage
ELISA.
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Le récepteur TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid 1) est une protéine
membranaire qui appartient a la famille des canaux cationiques non se¢lectifs des TRP.
C’est un nocicepteur repondant, entre autres, a une activation par la capsaicine.

Au niveau de la peau, TRPV1 est exprim¢ par les kératinocytes, les mastocytes et
les fibres nerveuses. En réponse a une stimulation thermique (> 43°C), chimique ou
mecanique, 'activation de TRPV1 conduit au relargage de cytokines et de neuropeptides
conduisant a une réponse ncurosensorielle (activation des nerfs sensitifs) qui se traduit par
des sensations de douleur, prurit, inconfort, flush.

L’activation de TRPV1 induit ¢galement une activation du systeme vasculaire, de
fagon directe ou indirecte, qui peut notamment aboutir a un effet vasodilatateur puissant.

Matériel et méthodes

Des keratinocytes ¢pidermiques humains normaux ont ¢té incub¢s pendant 48
heures en présence de 'extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera a 0,05%
(MS).

A la fin du traitement, les surnageants de culture ont ¢t¢ ¢limines et les ARN
totaux extraits a I’aide du kit d’extraction RNeasy MiniKit [Qiagen]. Les ARN totaux ont

ensuite ¢t¢ dosés en mini chips a ’aide du systeme Experion™ et du kit Experion RNA
StdSens [Biorad] puis réverse-transcrits en cDNA a ’aide du kit 1Script cDNA Synthesis
| Biorad].

Les cDNA né¢o-synthétises relatifs au gene cible TRPV1 ou au gene de reéférence
GAPDH ont ¢té amplifiés sélectivement par PCR en temps réel sur 1Q5 [Biorad] par la
technologic SybrGreen [kit 1Q SybrGreen, Biorad].

La significativit¢ des résultats a ¢t¢ verifice par une analyse de varlance a un

facteur suiviec d’un test de Dunnett (logiciel GraphPad Prism version 5.02, GraphPad
Software, San Diego California USA).

Résultats
L’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera a 0,05% a
significativement inhibé 1’expression genique de TRPV1 dans des kératinocytes (-33%,
p<0,05 ; Figure 1).

Conclusion

Par son action inhibitrice sur le récepteur TRPV1, 'extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera a une action en tant qu’agent neurosensoriel, notamment pour
amcliorer la perception cutanc¢e de I’environnement, notamment pour ¢viter une trop
orande reactivite cutance ct/ou pour lutter contre les agressions cutances et/ou le stress
cutan¢ de I’environnement, plus particulicrement pour lutter contre les brilures, le froid
extréme et/ou la douleur.

Exemple 2: Effet d’un extrait peptidique et osidique de Schizandra
Sphenanthera sur I’activité du récepteur TRPV1
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L’activation du récepteur TRPV1 sur des neurones sensitifs peut etre ¢valuce en
analysant 1’activit¢ ¢lectrique de neurones sensitifs par suivi des variations de
concentration de calcium dans le cytoplasme.

En effet, apres stimulation des cellules par de la capsaicine, le calcium extra-
ccllulaire entre massivement dans le cytoplasme des neurones afin de déclencher une
activit¢ ¢lectrique et provoquer une liberation massive de neuropeptides dans 1’espace
extra-cellulaire.

La variation du niveau de fluorescence est analysée par I’incorporation d’une sonde
fluorescente calcium dépendante (Fluo-4) dans les cellules. Ainsi, lors de 1’augmentation
du calcium dans les cellules, le niveau de fluorescence augmente dans le corps cellulaire
des neurones. Plus ce niveau est important, plus la stimulation des neurones est importante.

Matériel et méthodes

Des neurones sensitifs cultives en présence de kératinocytes ¢pidermiques humains
normaux, ont ¢t¢ incub¢s en presence de 1'extrait peptidique et osidique de Schizandra
Sphenanthera a 0,005% ; 0,01% ; 0,05% et 0,1% (MS) ou de la molecule de référence
capsazépine a 10”°M (Sigma).

Apres 60 minutes de pre-incubation, la sonde fluorescente Fluo-4 (Molecular
probe) a ¢te ajoutée dans le milicu de culture et les cellules ont ¢té incubées 30 minutes.
Apres rincage, les co-cultures ont ¢te observees en epi-fluorescence pendant 70 secondes ;
5 secondes apres le début de ’enregistrement, les neurones (en co-culture) ont €té stimulés
par de la capsaicine a 10°M (Sigma).

La significativit¢ des résultats a ¢t¢ verifice par un test de Bartlett’s.

Résultats
Comme le montrent les Figures 2 et 3, 'ajout de capsaicine entraine une

augmentation significative du niveau de fluorescence et donc de la quantit¢ de calcium
intra-cytoplasmique reflétant 1’activation du récepteur TRPV1.

L’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera a significativement
inhib¢ la mobilisation de calcium intra-cytoplasmique visualisée par une diminution de la
variation de fluorescence. L’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera est
donc capable d’inhiber I’activité du récepteur TRPV1.

L’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera a donc bien une action
en tant qu’agent neurosensoricl, notamment pour amcliorer la perception cutanée de
[’environnement, notamment pour ¢viter une trop grande réactivit¢ cutance et/ou pour
lutter contre les agressions cutances ct/ou le stress cutan¢ de 1’environnement, plus
particulicrement pour lutter contre les brulures, le froid extréme et/ou la douleur.

Exemple 3: Etude de Pactivit¢ d’un extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera sur la libération de CGRP par des neurones sensitifs

stimules par la capsaicine en co-culture avec des kératinocytes
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La capsaicine, irritant naturel de la famille des vanilloides, est le constituant actif
d'une large vari¢té de piments. Cette toxine, agit essenticllement sur les fibres sensorielles
amyc¢liniques C, notamment celles vehiculant les messages nociceptifs. L'etfet de la
capsaicine resulte de l'activation d'un récepteur dénomme récepteur vanilloide (TRPV1)
present preférenticllement au niveau des terminaisons nerveuses de 1'¢piderme. En
presence de capsaicine dans le milieu de culture, les neurones sensitifs augmentent la

quantit¢ de neuropeptides libérés. La capsazepine est un antagoniste spccifique du
recepteur TRPV 1.

Matériel et méthodes

Des neurones sensitifs ont ¢t¢ cultivés en présence de kératinocytes ¢pidermiques
humains normaux. Apres 3 jours de co-culture, les neurones ¢mettent des prolongements
sous forme de terminaisons libres en contact avec les keratinocytes.

Les cellules ont alors ¢t¢ incubces en presence de I'extrait peptidique et osidique
de Schizandra Sphenanthera a 0,005% ; 0,01% ; 0,05% ¢t 0,1% (MS) ou de la molecule de
référence capsazépine a 10°M (Sigma).

Apres 60 minutes de pre-incubation, les neurones (en co-culture) ont ¢té stimulcs
par de la capsaicine a 107’M (Sigma).

Apres 15 minutes de stimulation, les surnageants de culture ont ¢té récupérés afin
de doser le CGRP libéré. Le dosage de CGRP a ¢&té réalisé a ’aide du kit de dosage CGRP
(Sp1B10).

La significativit¢ des résultats a ¢t¢ verifice par une analyse de varlance a un
facteur suivie d’un test de Dunnett.

Résultats
L’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera a significativement
inhib¢ la libération de CGRP 1nduite par la capsaicine dans des neurones sensitifs en co-
culture avec des kératinocytes (Figure 4). Cet effet inhibiteur est similaire a celur induit par
la capsaz¢pine, mhibiteur de référence.

Conclusion
L’ extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera est capable d’inhiber
le récepteur TRPV1 au niveau de 'expression génique ainsi qu’au niveau de [’activation,
comme montré par ['effet inhibiteur du relargage de CGRP dans des co-cultures

neurones/keratinocytes stimulées par de la capsaicine (agoniste spccifique du récepteur
TRPV1).

L’effet inhibiteur de I’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera
vis-a-vis de I'activation du TRPV1 est comparable a celui de la capsazepine, antagoniste
speceifique du TRPVI.

Par son action inhibitrice sur le récepteur TRPV1, I'extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera contribue a moduler la réponse neurosensoriclle cutanée
Permettant ains1 d’améliorer la perception cutanée de 1I’environnement, notamment pour
cviter une trop grande réactivite cutance et/ou pour lutter contre les agressions cutances
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ct/ou le stress cutan¢ de I’environnement, plus particulicrement pour lutter contre les
brulures, le froid extréme et/ou la douleur.

Exemple 4 : Etude de I’effet trophique d’un extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera sur le développement des prolongements des neurones
sensitifs en presence de kératinocytes

La longucur des prolongements de neurones sensitifs en co-culture avec des
kératinocytes a ¢t€¢ mesurce a différents stades de développement.

Matériel et méthodes

Des necurones sensitifs cultives sculs ou en presence de kératinocytes
¢pidermiques humains normaux, ont ¢€t¢ incub¢és en présence de 'extrait peptidique et
osidique de Schizandra Sphenanthera a 0,005% ; 0,01% ; 0,05% et 0,1% (MS) ou de la
molécule de réference NGF a 20 ng/ml (Sigma).

Apres 5 jours de stimulation, les cellules ont ¢t¢ fixées et marquées par un
anticorps anti B-tubuline. L’analyse du réseau de neurites a ¢te realisée a ’aide du logiciel
Developer (GE Healthcare).

La significativité¢ des résultats a ¢t vérifice par une ANOVA a un facteur suivie
d’un test de Dunnett.

Résultats
Comme le montrent les Figures 5 et 6, D'extrait peptidique et osidique de
Schizandra Sphenanthera a entrain¢ une augmentation significative de la longueur des

prolongements ncuronaux. Cet effet trophique est potentialisé en présence de
kératinocytes, en effet dans les conditions de co-culture, 1’augmentation observeée est
supericure ¢t dose-dépendante ; 1’extrait peptidique et osidique de Schizandra
Sphenanthera peut donc induire une augmentation de facteurs neurotrophiques par les
kératinocytes.

L’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera a donc une action en tant
qu’agent neurosensoriel pour amehiorer I'innervation cutanée a 1’ ¢tat basal.

Conclusion

L’ extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera est capable d’inhiber
le récepteur TRPV1 au niveau de 'expression genique ainsi qu’au niveau de [’activation,
comme montré par 1’effet sur la mobilisation de calcium cytoplasmique ainsi que 1’effet
inhibiteur du relargage de CGRP dans des co-cultures neurones/keratinocytes stimulées par
de la capsaicine (agoniste specifique du récepteur TRPV ).

L’effet inhibiteur de 1’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera
vis-a-vis de I"activation du TRPV1 est comparable a celui de la capsazepine, antagoniste
speceifique du TRPVI.
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Par son action inhibitrice sur le récepteur TRPV 1, 1’extrait peptidique et osidique
de Schizandra Sphenanthera contribue a moduler la réponse neurosensorielle cutanée.
D’autre part, par l'effet trophique positif exercé sur des necurones sensitifs,
I’extrait peptidique et osidique de Schizandra Sphenanthera exerce un effet beén¢fique pour
5 la qualité de I'imnnervation cutance.

Exemple 5 : Exemples de formulations cosmetiques
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REVENDICATIONS
1. Extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra pour son utilisation en tant
qu’agent neurosensoriel cutane.
2. Extrait pour son utilisation sclon la revendication 1, pour amé¢liorer 1'innervation
cutance a I’¢tat basal.
3. Extrait pour son utilisation sclon la revendication 1 ou 2, pour amcliorer la
cicatrisation.
4. Extrait pour son utilisation sclon la revendication 1 ou 2, pour amclhiorer la

perception du toucher, avantageusement en tant que produit de massage.

5. Extrait pour son utilisation selon la revendication 1 ou 2, pour lutter contre la perte
d’mnervation cutance a 1’¢tat basal lice a 1’age, avantageusement pour prévenir la perte de
sensibilité¢ cutanée et/ou lutter contre 1I’amincissement de I’épiderme.

0. Extrait pour son utilisation selon la revendication 1, pour am¢hiorer la perception
cutanc¢e de l’environnement, notamment pour ¢viter une trop grande réactivité cutance
ct/ou pour lutter contre les agressions cutances ct/ou le stress cutan¢ de 1’environnement,
plus particulicrement pour lutter contre les brulures, le froid extréme et/ou la douleur.

7. Extrait pour son utilisation selon la revendication 6, pour amcéliorer la
thermosensibilit¢ cutance et/ou la perception de la douleur.

8. Extrait pour son utilisation seclon la revendication 6, pour lutter contre les
démangeaisons ct/ou sensations d’inconfort.

9. Extrait pour son utilisation selon la revendication 6, pour prévenir ou traiter les
pcaux intolcrantes.

10.  Extrait pour son utilisation selon I'une quelconque des revendications précedentes,
dans laquelle ledit extrait peptidique et osidique de fruit de Schizandra est constitue de :

- 10 a 50% de peptides, et

- 10 a 60 % de sucres totaux,
les pourcentages ¢tant exprimes par rapport au poids total dudit extrait peptidique et
osidique.

11. Extrait pour son utilisation selon ['une quelconque des revendications
précédentes, en application topique.
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