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DESCRIPTION
TITRE : Extrait de Dendrobium fimbriatum et composition cosmétique non rincée en

comprenant

DOMAINE TECHNIQUE DE L’INVENTION

La présente invention concerne le domaine de la cosmétique. Elle concerne notamment une
composition cosmétique non rincée comprenant un extrait d’orchidée de 1’espéce de
Dendrobium fimbriatum, ainsi que son utilisation pour prévenir et/ou diminuer les signes
du vieillissement cutané. Elle concerne ¢galement un extrait particulier de Dendrobium

fimbriatum et un procédé d’extraction pour obtenir un tel extrait.

ETAT DE LA TECHNIQUE

La peau est la premiére barri¢re de protection de l'organisme vis-a-vis de l'environnement.
Elle est donc soumise & de nombreux facteurs susceptibles d’induire des signes du
vieillissement cutané, qu’ils soient d’origine exogeéne (ex : rayonnements UV, variations
de température, pollution atmosphérique, fumée de cigarette...) ou endogéne (ex :
hormones...). On parlera de vicillissement extrinséque et vieillissement intrinséque (ou
physiologique), respectivement.

Le vieillissement extrinséque entraine des altérations cliniques telles que des rides
profondes et la formation d'une peau ayant perdu sa fermeté, sa souplesse et son ¢lasticité,
et ’apparition de taches pigmentaires cutanées, autrement nommeées tiches de vieillesse.
De facon concomitante, le wvicillissement intrins€éque ou physiologique provoque
notamment un ralentissement du renouvellement des cellules de la peau et une altération
de la jonction dermo-¢épidermique. Cette dernicre est essentielle a I’ancrage des cellules de
I’¢piderme sur le tissu sous-jacent, le derme. La matrice extracellulaire (MEC) est un réseau
complexe composé d'un ensemble de macromolécules organisées de maniére spécifique
qui se lient les unes aux autres. Au niveau de la peau, clle confére des propriétés
d'élasticité, de résistance et de compressibilité d’une part et d’autre part, régule diverses
fonctions cellulaires telles que la prolifération, la migration ou la différenciation de cellules
cutanées. Ainsi, la MEC au niveau du derme joue des rdles essentiels dans la physiologie

de la peau. Son altération va directement impacter la qualité de la peau, ce qui se traduit
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essentiellement par une perte de fermeté, d’¢lasticité ainsi que l'apparition de fines rides ou
ridules.

Dans ce contexte, il existe un besoin constant de trouver de nouveaux actifs « anti-age »
qui agissent sur des cibles biologiques particuliéres pour prévenir et/ou diminuer les signes
du vieillissement cutané.

De maniére inattendue, la Demanderesse a mis en évidence in vitro les effets d’un extrait
de Dendrobium fimbriatum sur certaines protéines de la MEC dermique. En particulier,
I’extrait de Dendrobium fimbriatum selon I’invention est capable d’augmenter de manicre
significative la synthése d’¢élastine, de fibrilline 1, de collagéne 1 et le nidogene. En outre,
cet extrait permet également de diminuer in vitro les marqueurs morphologiques de la
sénescence des fibroblastes. Ainsi, I’extrait de Dendrobium fimbriatum selon 1’invention
présente un intérét cosmétique comme actif anti-age, en particulier pour & prévenir et/ou
diminuer les signes du vieillissement tels que la perte de fermeté, la perte d’¢lasticite, la

diminution de I’épaisseur de la peau, [’apparition de rides et/ou ridules.

RESUME DE L'INVENTION

Le premier objet de I’invention porte sur une composition cosmétique non rincée pour une
application topique sur les matiéres kératiniques, en particulier sur la peau et/ou les I¢vres
et notamment la peau du visage et/ou du cou, comprenant un extrait de Dendrobium
fimbriatum.

On entend par « composition cosmétique non rincée » selon ’invention une composition
de soin destinée a rester en contact avec les matiéres kératiniques aprés application, pour
conférer son effet bénéfique (hydratant, anti-age. ..), comme par exemple les laits, crémes,
pommades, baumes, sticks, gels, lotions, sérums, etc. .., par opposition aux « compositions
cosmétiques rincées » destinées au nettoyage des matiéres kératiniques (ex : gels douche,
shampoings), destinées a étre rincées apres application.

On entend par « maticres kératiniques » selon I’invention la peau et/ou ses phanéres, et les
lévres. En particulier, il s’agira de la peau du visage, du cou et/ou du corps, et des I¢vres.
L’invention porte encore sur [’utilisation cosmétique d’un extrait de Dendrobium

fimbriatum, comme agent pour prévenir et/ou diminuer les signes du vieillissement cutané,
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notamment la perte de fermeté, la perte d’¢lasticité, la diminution de 1’épaisseur de la peau,
’apparition de rides et/ou ridules.

L’invention porte aussi sur un procédé cosmétique de soin et/ou maquillage des matiéres
kératiniques, en particulier de la peau et/ou des lévres, comprenant 1’application topique
sur lesdites matiéres kératiniques, d’une composition cosmétique selon ’invention.
L’invention porte également sur un extrait de Dendrobium fimbriatum, caractérisé en ce

qu’il est obtenu par un procédé d’extraction comprenant au moins les ¢tapes de :

a) broyage de la mati¢re végétale ;
b) au moins une ¢tape d’extraction suivie d’une étape filtration ;
c) concentration de I’extrait obtenu a I’issue de I’étape b) ;

d) ajout de butyléne glycol, pentyléne glycol, sorbate de potassium/sodium benzoate
glycérol ou propanediol, de préférence propanediol ;

e) filtration, et

f) obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum.

L’invention porte aussi sur un extrait de Dendrobium fimbriatum, caractérisé en ce qu’il
comprend au moins un métabolite choisi parmi la bétaine et le melilotoside cis et trans.
L’invention concerne encore un procéd¢é d’obtention d’un extrait de Dendrobium

fimbriatum comprenant au moins les étapes de :

a) broyage de la mati¢re végétale ;
b) au moins une ¢tape d’extraction suivie d’une étape filtration ;
c) concentration de I’extrait obtenu a I’issue de I’étape b) ;

d) ajout de butyléne glycol, pentyléne glycol, sorbate de potassium/sodium benzoate,
glycérol ou propanediol, de préférence propanediol ;

e) filtration, et

f) obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum.

DESCRIPTION DETAILLEE DE L INVENTION

Composition cosmétique non rincée comprenant un extrait de Dendrobium fimbriatum

Dans son premier aspect, I’invention porte sur une composition cosmétique non rincée pour
une application topique sur les matiéres kératiniques, en particulier sur la peau et/ou les
I¢vres et notamment la peau du visage et/ou du cou, comprenant un extrait de Dendrobium

fimbriatum.



WO 2022/129763 PCT/FR2021/052301

10

15

20

25

30

4

Par « Dendrobium fimbriatum » au sens de I’invention on entend une plante de la famille
des orchidées (Orchidaceae) et originaire d’Asie du sud-est. Elle est ¢galement connue
sous le nom Callista fimbriata, Dendrobium normale, Dendrobium fimbriatum var.
oculatum, Dendrobium paxtonii, Callista oculata. On parlera dans le reste de la description
d’extrait de Dendrobium fimbriatum ou de Dendrobium fimbriatum var. oculatum.

Selon la présente invention, I’extrait de Dendrobium fimbriatum est notamment utilis¢ dans
des compositions cosmétiques non rincées comme actif cosmétique et en particulier comme
actif cosmétique « anti-age ».

L’extrait de Dendrobium fimbriatum selon ’invention est un extrait végétal. Par « extrait
végétal », on entend de maniére générale une substance isolée, obtenue par extraction a
partir d’une mati¢re premicre végétale, et qui ne préexiste pas dans la nature en tant que
telle.

On entend par « mati¢re végétale » ou « mati¢re premicre végétale » tout ou partie de la
plante Dendrobium fimbriatum a partir de laquelle est préparé 1’extrait de Dendrobium
fimbriatum selon I’invention.

L’extrait de Dendrobium fimbriatum selon 1’invention peut notamment étre préparé a partir
d’une maticre végétale choisie parmi, les racines, les tiges, les fleurs, les pétales et leurs
mélanges ou a partir de la plante entiére. De préférence, 'extrait de Dendrobium
fimbriatum selon I'invention est prépar¢ a partir de la plante enticre.

Préalablement a I’¢tape d’extraction elle-méme, la mati¢re végétale peut étre séchée,
lyophilisée et/ou broy¢e. Alternativement, la matiére végétale peut étre utilisée humide puis
broyée. Selon un mode particulier, la mati¢re végétale est broyée avant extraction, par
exemple au moyen d’un mortier, d’'un mixeur, d’un broyeur traditionnel, ou de toute autre
méthode classiquement utilisée dans le domaine et connue de I’homme du métier.

Selon l'invention, I’extrait de Dendrobium fimbriatum est un extrait polaire, obtenu
avantageusement au moyen d’un solvant polaire cosmétiquement acceptable. Par
« cosmétiquement acceptable », on entend compatible avec les maticres kératiniques, en
particulier la peau et/ou les lévres.

Les solvants polaires préférés sont ceux constitués dun compos¢ comprenant au moins une
liaison covalente polaire de type O-H. A titre de solvant polaire particuliérement préfére,

on choisit un solvant ou un mélange de solvants choisi(s) parmi I’eau, les alcools en C1-
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C4, tel que I’éthanol, les glycols, tels que I’¢thyléne glycol, le glycérol, le butyléne glycol
et le propyléne glycol, le pentyléne glycol, le sorbate de potassium/sodium benzoate, le
propanediol et leurs mélanges.

Selon un mode de réalisation préfére, I'extrait de Dendrobium fimbriatum est un extrait
hydroalcoolique, obtenu par extraction de la matiére végétale dans un mélange d’eau et
d’alcool, I’alcool représentant de 1% a 99% v/v (volume/volume) du mélange eau/alcool.
A titre d’exemples non limitatif, on peut extraire le matériel végétal a I’aide d’un mélange
comprenant 10% v/v d’eau et 90% v/v d’alcool ; 20% v/v d’cau et 80% v/v d’alcool ; 30%
v/v d’eau et 70% v/v d’alcool ; 40% v/v d’eau et 60% v/v d’alcool ; 50% v/v d’eau et 50%
v/v d’alcool ; 60% v/v d’eau et 40% v/v d’alcool ; 70% v/v d’eau et 30% v/v d’alcool ;
80% v/v d’eau et 20% v/v d’alcool ; 90% v/v d’eau et 10% v/v d’alcool. Selon un mode de
réalisation préfére le matériel végétal est extrait a 1’aide d’un mélange comprenant 50% v/v
d’eau et 50% v/v d’alcool.

De préférence, I’extrait de Dendrobium fimbriatum est obtenu par extraction de la maticre
végétale dans un mélange d’cau et d’éthanol, notamment un mélange comprenant entre
45% et 55% v/v d’eau et entre 45 et 55% v/v d’éthanol, de préférence 50% v/v d’ecau et
55% v/v d’¢éthanol.

L’extrait de Dendrobium fimbriatum selon I'invention peut étre préparé par différents
procédés d’extraction connus de I’homme du métier, mettant en ceuvre des étapes de
broyage du matériel végétal, dispersion de la mati¢re broyée dans un solvant polaire,
séparation des phases soluble et insoluble par filtration, concentration et ¢ventuelle remise
en solution.

Selon I'invention 1’extraction peut étre menée a chaud par reflux ou bien par macération a
température ambiante. L’extraction peut également étre faite a 1’aide de techniques
physicochimiques bien connues telles que notamment les ultrasons, micro-ondes,
extrusion, champ électrique pulsé, eau subcritique et/ou cryo-extraction.

De préférence, I’extraction de la matic¢re végétale est menée a chaud par reflux. Par « menée
a chaud » on entend que la température d’extraction est d’au moins 60°C, de préférence au
moins 65°C, de préférence encore au moins 70°C, de préférence au moins 75°C, de

préférence encore au moins 80°C.
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Dans le cas d’une extraction par reflux, la durée de I’extraction pourra aller notamment de
15 a 180 minutes, de préférence de 30 a 120 minutes, de préférence de 45 4 90 minutes, de
50 a 70 minutes comme par exemple 50, 55, 60, 65 ou 70 minutes.

Le procéd¢ d’extraction comprend avantageusement une étape de filtration visant a séparer
la phase liquide du matériel végétal. L’homme du métier choisira des tamis de filtration
adaptés, en particulier avec des diamétres de filtration de 0,1um & 0,5um, notamment de
0,22 0,3um.

On peut reproduire le cycle d’extraction puis filtration, plusieurs fois afin d’¢puiser le
matériel végétal des substances ayant une affinité pour le solvant d’extraction. Notamment,
le cycle d’extraction/filtration peut étre répété au moins deux fois et de préférence au moins
trois fois, voire quatre fois ou plus comme par exemple cinq fois.

A la fin de chaque cycle d’extraction/filtration le solvant est collecté et remplacé par du
solvant non encore utilisé en vue de répéter 1’étape d’extraction. La répétition successive
d’étapes d’extraction permet avantageusement d’extraire un maximum de composés
d’intéréts a partir de la matic¢re végétale a extraire, notamment en évitant que le solvant ne
se sature en molécules d’intérét.

A la fin des étapes successives d’extraction, les différents solvants collectés sont alors
rassemblés.

Une fois le matériel végétal épuisé en substances ayant une affinit¢ pour le solvant
d’extraction, ce dernier peut étre ¢liminé. Alternativement, il peut étre conservé pour
d’autres utilisations.

On peut avantageusement concentrer 1’extrait en ¢liminant une partic du solvant
d’extraction. On peut ainsi obtenir un concentré aqueux dépourvu d’une quantité
significative de solvants organiques ou bien encore, en ¢liminant tout le solvant
d’extraction, obtenir un résidu sec.

De facon alternative, le produit de 1’étape d’extraction peut étre, lyophilisé ou atomisé pour
se présenter sous la forme d’une poudre.

De maniére préférée, les solvants collectés a I’issue de chaque cycle d’extraction/filtration
sont assemblés, et 1’extrait est concentré sous vide puis 1’¢thanol est alors évaporé, au

moins partiellement. Enfin, I’extrait concentré est ensuite dilué dans du propanediol puis
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en particulier avec des diamétres de filtration de 0,1um & 0,5um, notamment de 0,2 pum.
Par « conditionnement », on entend I’emballage de 1’extrait obtenu dans des conditions
permettant sa conservation, son stockage et sa manutention.

La présente invention porte donc également sur un extrait de Dendrobium fimbriatum

caractéris¢ en ce qu’il est obtenu par un procédé d’extraction comprenant au moins les

étapes de :

a) broyage de la mati¢re végétale ;

b) au moins une ¢tape d’extraction suivie d’une étape filtration ;

c) concentration de I’extrait obtenu a I’issue de I’étape b) ;

d) ajout de butyléne glycol, pentyléne glycol, sorbate de potassium/sodium

benzoate, glycérol ou propanediol, de préférence propanediol ;

e) filtration, et

f) obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum.

Selon un mode particulier de I’invention, 1’extrait de Dendrobium fimbriatum est obtenu

selon un procédé¢ d’extraction comprenant au moins les étapes suivantes :

a) broyage de la matic¢re végétale, de préférence de la plante entiére, séche ;

b) extraction a reflux au moyen d’un solvant hydroalcoolique ;

c) filtration permettant la récupération du marc et de ’extrait ;

d) optionnellement, 1 & 4 répétitions des étapes b) et ¢) a partir du marc collecté a la

fin de I’¢tape d’extraction/filtration précédente et récupération a I'issue chaque étape

d’extraction/filtration d’un nouvel extrait ;

e) assemblage des extraits collectés a I’issue de chaque étape d’extraction/filtration ;
f) ¢vaporation d’une partie du solvant d’extraction et concentration de I’extrait sous
vide ;

g) ajout de butyléne glycol, pentyléne glycol, sorbate de potassium/sodium benzoate,
glycérol ou propanediol, de préférence de propanediol ;
h) filtration, et

1) conditionnement de ’extrait de Dendrobium fimbriatum.
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De préférence on utilise comme solvant hydroalcoolique un mélange d’eau et d’éthanol,
notamment un mélange comprenant entre 45% et 55% v/v d’eau et entre 45 et 55% v/v
d’éthanol, de préférence 50% v/v d’eau et 50% v/v d’éthanol.

De préférence, I’extraction de la matiére végétale par reflux est menée a chaud, notamment
a une température d’au moins 60°C, de préférence au moins 65°C, de préférence encore au
moins 70°C, de préférence au moins 75°C, de préférence encore au moins 80°C.

De préférence la durée de D'extraction pour chaque cycle d’extraction/filtration est
comprise entre 15 et 180 minutes, de préférence entre 30 et 120 minutes, de préférence
entre 45 et 90 minutes, entre 50 et 70 minutes comme par exemple 50, 55, 60, 65 ou 70
minutes.

De préférence, les étapes de filtrations utilisent des tamis de filtration avec des diametres
de filtration de 0,1um a 0,5um, notamment de 0,2 a 0,3um.

Selon un mode particulier et préféré de ’invention, I’extrait de Dendrobium fimbriatum est
obtenu selon un procédé¢ d’extraction comprenant au moins les étapes suivantes :

a) broyage du végétal sec, de préférence de la plante enticre ;

b) extraction a reflux a I’é¢thanol 50% a 80°C pendant 1h ;

c) filtration permettant la récupération du marc 1 et de I’extrait X ;

d) extraction du marc 1 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;

e) filtration permettant la récupération du marc 2 et de I’extrait Y ;

f) extraction du marc 2 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;

g) filtration permettant la récupération du marc 3 et de I’extrait Z ;
h) rassemblement des extraits X, Y ¢t Z ;

1) ¢vaporation de I’¢thanol et concentration de I’extrait sous vide ;
i) ajout de propanediol ;

k) filtration, et

1) conditionnement de |’extrait de Dendrobium fimbriatum.

L’extrait de Dendrobium fimbriatum obtenu selon le procédé d’extraction de I'invention a
comme nom INCI : WATER (and) PROPANEDIOL (and) DENDROBIUM
FIMBRIATUM OCULATUM EXTRACT.

De préférence, 1’extrait Dendrobium fimbriatum selon 1’invention, sous forme d’une

solution, comprend environ 1% de matiére séche, environ 35% de propanediol et environ
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64% d’eau. Les pourcentages donnés sont des pourcentages en poids par rapport au poids
total de I’extrait. Par « environ », on entend que les proportions mesurées peuvent varier
de +/- 10%, de préférence +/- 5% et de préférence encore +/- 2%.

De préférence, ’extrait de Dendrobium fimbriatum selon I’'invention, en particulier obtenu
selon le procédé décrit précédemment, comprend une teneur totale en minéraux allant de
300 a 1000ppm (notamment phosphore, magnésium, calcium, sodium et potassium),
mesur¢ par la méthode EN ISO 17294-2 — ICP-MS.

De préférence, I’extrait de Dendrobium fimbriatum selon I’invention comprend des sucres
en une teneur allant de 0.1% a 0.5%, mesuré par la méthode a I’anthrone (Loewus, 1952).
De préférence, 'extrait de Dendrobium fimbriatum comprend des polyphénols en une
teneur allant de 0.1% a 0.5%, mesuré par la méthode Folin Ciocalteu (Ainsworth, 2007).
Selon un mode de réalisation préféré, I’extrait de Dendrobium fimbriatum obtenu par le
procédé décrit ci-dessus est caractérisé en ce qu’il comprend au moins un métabolite choisi
parmi la bétaine et le melilotoside cis et trans.

L’invention porte donc ¢galement sur un extrait de Dendrobium fimbriatum, caractérisé en
ce qu’il comprend au moins un métabolite choisi parmi la bétaine et le melilotoside cis et
trans.

Selon un mode de réalisation préfére, Iextrait de Dendrobium fimbriatum utilis¢ dans les
compositions cosmétique de I’invention est obtenu selon un procédé d’extraction tel que
décrit ci-dessus.

De préférence, ’extrait de Dendrobium fimbriatum utilisé dans les compositions
cosmétique de I’invention est obtenu selon un procéd¢ d’extraction comprenant au moins
les ¢tapes suivantes :

a) broyage du végétal sec, de préférence de la plante enticre ;

b) extraction a reflux a I’é¢thanol 50% a 80°C pendant 1h ;

c) filtration permettant la récupération du marc 1 et de I’extrait X ;
d) extraction du marc 1 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;
e) filtration permettant la récupération du marc 2 et de I’extrait Y ;

f) extraction du marc 2 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;
2) filtration permettant la récupération du marc 3 et de I’extrait Z ;

h) rassemblement des extraits X, Y ¢t Z ;
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1) ¢vaporation de 1’éthanol et concentration de I’extrait sous vide ;

i) ajout de butyléne glycol, le pentyléne glycol, le sorbate de potassium/sodium
benzoate, glycérol ou propanediol, de préférence de propanediol ;

k) filtration, et

1) conditionnement de |’extrait de Dendrobium fimbriatum.

Selon un autre mode de réalisation I’extrait de Dendrobium fimbriatum utilisé dans les
compositions cosmétique de I’invention est caractéris¢ en ce qu’il comprend au moins un
métabolite choisi parmi la bétaine et le melilotoside cis et trans, en particulier la bétaine.
L’invention porte également sur un procéd¢ d’obtention d’un extrait de Dendrobium

fimbriatum comprenant au moins les étapes de :

a) broyage de la mati¢re végétale ;
b) au moins une ¢tape d’extraction suivie d’une étape filtration ;
c) concentration de I’extrait obtenu a I’issue de I’étape b) ;

d) ajout de butyléne glycol, le pentyléne glycol, le sorbate de potassium/sodium
benzoate, glycérol ou propanediol, de préférence propanediol ;

e) filtration, et

f) obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum.

Selon un mode particulier de I’invention, le procéd¢ d’obtention d’un extrait de

Dendrobium fimbriatum comprend au moins les étapes suivantes :

a) broyage de la matic¢re végétale, de préférence de la plante entiére, séche ;

b) extraction a reflux au moyen d’un solvant hydroalcoolique ;

c) filtration permettant la récupération du marc et de ’extrait ;

d) optionnellement, 1 & 4 répétitions des étapes b) et ¢) a partir du marc collecté a la

fin de I’étape d’extraction/filtration précédente et récupération a 1’issue chaque I’étape
d’extraction/filtration d’un nouvel extrait ;

e) assemblage des extraits collectés a I’issue de chaque étape d’extraction/filtration ;
f) ¢vaporation du solvant d’extraction et concentration de 1’extrait sous vide ;

2) ajout de butyléne glycol, le pentyléne glycol, le sorbate de potassium/sodium
benzoate, glycérol ou propanediol, de préférence propanediol ;

h) filtration, et

1) conditionnement.
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De préférence on utilise comme solvant un hydroalcoolique un mélange d’ecau et d’éthanol,
notamment un mélange comprenant entre 45% et 55% v/v d’eau et entre 45 et 55% v/v
d’éthanol, de préférence 50% v/v d’eau et 55% v/v d’éthanol.

De préférence, I’extraction de la matiére végétale par reflux est menée a chaud, notamment
a une température d’au moins 60°C, de préférence au moins 65°C, de préférence encore au
moins 70°C, de préférence au moins 75°C, de préférence encore au moins 80°C.

De préférence la durée de D'extraction pour chaque cycle d’extraction/filtration est
comprise entre 30 et 120 minutes, de préférence entre 45 et 90 minutes, entre 50 et 70
minutes comme par exemple 50, 55, 60, 65 ou 70 minutes.

De préférence, les étapes de filtrations utilisent des tamis de filtration avec des diametres
de filtration de 0,1um a 0,5um, notamment de 0,2 um.

Selon un mode particulier et préféré de 1’invention, ’extrait de Dendrobium fimbriatum est
obtenu selon un procédé d’extraction comprenant au moins les étapes suivantes :

a) broyage du végétal sec, de préférence de la plante enticre ;

b) extraction a reflux a I’é¢thanol 50% a 80°C pendant 1h ;

c) filtration permettant la récupération du marc 1 et de I’extrait X ;

d) extraction du marc 1 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;

e) filtration permettant la récupération du marc 2 et de I’extrait Y ;

f) extraction du marc 2 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;

g) filtration permettant la récupération du marc 3 et de I’extrait Z ;
h) rassemblement des extraits X, Y ¢t Z ;
1) ¢vaporation de 1’éthanol et concentration de I’extrait sous vide ;

i) ajout de butyléne glycol, le pentyléne glycol, le sorbate de potassium/sodium
benzoate, glycérol ou propanediol, de préférence de propanediol ;
k) filtration, et

1) conditionnement de |’extrait de Dendrobium fimbriatum.

Galénique

Selon I'invention, ’extrait de Dendrobium fimbriatum est utilisé dans les compositions
cosmétiques en une quantité¢ efficace pour obtenir 1’effet recherché. Dans un mode de

réalisation particulier, 1’extrait de Dendrobium fimbriatum est présent dans ladite
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composition cosmétique en une teneur allant de 0,01% a 10%, de préférence allant de 0,1%
a 10%, en particulier de 0,2% a 5%, de préférence de 0,3% a 3% en poids de maticre
premiére par rapport au poids total de la composition, correspondant a une teneur allant de
de 0,0001% a 0,1%, de préférence de 0,002% a 0,05%, de préférence encore de 0,003% a
0,03% en poids de matiére séche par rapport au poids total de la composition.

Dans un mode de réalisation particulier et préféré, ’extrait de Dendrobium fimbriatum
utilisé dans les compositions cosmétiques de 1’invention est le produit commercialis¢ sous
la dénomination FINGE GOLD ORCHID.

Dans un mode de réalisation préféré, ladite composition cosmétique comprenant 1’extrait
de Dendrobium fimbriatum est une composition de soin et/ou de maquillage des maticres
kératiniques, en particulier de la peau et/ou des lévres et notamment de la peau du visage
et/ou du cou.

Selon certains modes de réalisation, outre ’extrait de Dendrobium fimbriatum, la
composition cosmétique de 'invention peut également comprendre au moins un autre
extrait végétal, comme par exemple un extrait d’orchidée de 1’espeéce Gastrodia elata, et
de préférence I’extrait de nom INCI : GASTRODIA ELATA ROOT EXTRACT. L’extrait
de Gastrodia elata est présent dans les compositions de I’invention dans une quantité
efficace pour obtenir I’effet recherché, en particulier pour permettre de prévenir et/ou
diminuer les signes du vieillissement cutané, notamment la perte de fermeté, la perte
d’¢lasticité, la diminution de 1’¢paisseur de la peau, I’apparition de rides et/ou ridules. En
particulier, ledit extrait de Gastrodia elata est présent en une teneur allant de 0,01% a 10%,
en particulier de 0,02% a 5%, de préférence de 0,05% a 4% en poids de mati¢re premiére
(poids de produit) par rapport au poids total de la composition, correspondant a une teneur
allant de 0,0001% a 0,1%, de préférence de 0,0002% a 0,05%, de préférence encore de
0,0005% a 0,04% en poids de matiére séche par rapport au poids total de la composition.
Selon certains modes de réalisation, la composition cosmétique de 1’invention comprend
au moins I’extrait de Dendrobium fimbriatum selon I'invention et en outre un ou plusicurs
excipients cosmétiques acceptables parmi ceux connus de ’homme du métier en vue
d’obtenir une composition pour 1’application topique par exemple sous forme de lait, de
créme, de pommade, d’émulsion eau-dans-huile ou huile-dans-eau, de baume, de stick, de

gel, de lotion, de sérum, ou encore de poudre.
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Selon la nature de la composition, on sélectionnera un ou plusieurs excipients
cosmétiquement acceptables parmi des polymeéres, des agents tensioactifs, des agents de
rhéologie, des parfums, des électrolytes, des ajusteurs de pH, des agents anti-oxydants, des
conservateurs, des colorants, des nacres, des pigments et leurs mélanges.

La composition cosmétique de I’invention peut se présenter sous toute forme galénique
adaptée a une application topique sur les mati¢res kératiniques en particulier de la peau
et/ou des Iévres et notamment de la peau du visage et/ou du cou, comprenant outre I’extrait
de Dendrobium fimbriatum selon ’invention, au moins un adjuvant cosmétique choisi dans
le groupe constitu¢ par des agents anti-oxydants, des agents émollients, des agents

hydratants, des agents anti-age, des parfums, et leurs mélanges.

Utilisations et procédés cosmétiques

Les procédés cosmétiques et utilisations cosmétiques décrits ci-dessous sont destinés a une
application sur des maticres kératiniques, notamment des matiéres kératiniques saines, de
préférence des peaux et/ou des Iévres saines et en particulier des Iévres saines (sujets
« sains »).

Par « mati¢res kératiniques saines » selon I’invention on entend des matiéres kératiniques
ne présentant pas de troubles ou de désordres qui reléveraient d’un état pathologique (sujets
« non sains », atteints d’une pathologie). On parlera indifféremment de peaux et/ou I¢vres
saines ou de peaux et/ou levres dans le reste de la description.

Comme illustré ci-aprés dans les exemples, ’extrait de Dendrobium fimbriatum selon
I’invention est capable d’augmenter de maniére significative la synthése de plusicurs
protéines de la matrice extracellulaire, notamment 1’¢lastine, la fibrilline 1, le collagéne 1
et le nidogéne. L’extrait de Dendrobium fimbriatum selon 'invention présente donc un
intérét cosmétique en particulier comme actif cosmétique « anti-age ».

Par actif cosmétique « anti-dge » on entend que I’extrait de Dendrobium fimbriatum selon
I’invention est efficace pour prévenir et/ou diminuer les signes du vieillissement cutané,
notamment la perte de fermeté, la perte d’¢lasticité, la diminution de 1’épaisseur de la peau,
’apparition de rides et/ou ridules, augmenter la longévité cellulaire

Ainsi I'invention porte également sur 1’utilisation cosmétique, non thérapeutique d’un

extrait de Dendrobium fimbriatum, tel que décrit ci-dessus comme agent pour prévenir
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et/ou diminuer les signes du vieillissement cutané, notamment la perte de fermeté, la perte
d’¢lasticité, la diminution de I’épaisseur de la peau, I’apparition de rides et/ou ridules.
Selon un mode de réalisation particulier et préféré, I’invention porte sur 1’utilisation d’un
extrait de Dendrobium fimbriatum caractérisé en ce qu’il est commercialisé sous la
dénomination FINGE GOLD ORCHID.

Selon un mode de réalisation préféré, ’invention porte sur I'utilisation d’un extrait de
Dendrobium fimbriatum caractérisé en ce qu’il est obtenu par un procédé d’extraction

comprenant au moins les ¢tapes de :

a) broyage de la mati¢re végétale ;
b) au moins une ¢tape d’extraction suivie d’une étape filtration ;
c) concentration de I’extrait obtenu a I’issue de I’étape b) ;

d) ajout de propanediol ;

e) filtration, et

f) obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum.

Selon un mode de réalisation préféré, ’invention porte sur I'utilisation d’un extrait de
Dendrobium fimbriatum caractéris€¢ en ce qu’il comprend au moins un métabolite choisi
parmi la bétaine et le melilotoside cis et trans, en particulier la bétaine.

La présente invention porte ¢galement sur un procéd¢ cosmétique de soin et/ou maquillage
des maticres kératiniques, en particulier de la peau et/ou des lévres, comprenant
’application topique sur lesdites matiéres kératiniques, d’une composition cosmétique telle
que décrite ci-dessus.

Selon un autre mode de réalisation particulier, la composition cosmétique mise en ceuvre
dans les utilisations ou procédés cosmétiques de 1’invention comprend en outre un extrait
d’orchidée de I’espece Gastrodia elata, et préférence |’ extrait de nom INCI : GASTRODIA
ELATA ROOT EXTRACT.

Selon la présente invention, le procédé cosmétique est destiné a prévenir et/ou diminuer les
signes du vieillissement cutané, notamment la perte de fermeté, la perte d’¢lasticité, la
diminution de I’épaisseur de la peau, I’apparition de rides et/ou ridules.

De préférence, la composition cosmétique est appliquée sur une peau agée ou présentant

des signes de vieillissement.
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L’invention va désormais étre illustrée dans les exemples non limitatifs suivants. Les
pourcentages (%) sont exprimés en poids de matiére premicre (MP) par rapport au poids
total de la composition, sauf indication contraire.

EXEMPLES

EXEMPLE 1 : Préparation d’un extrait de Dendrobium fimbriatum

Etape 1 : broyage du plant de Dendrobium fimbriatum entier et sec ;

Etape 2 : extraction a reflux a 1’¢thanol 50% a 80°C pendant 1h ;

Etape 3 : filtration permettant la récupération du marc 1 et de I’extrait X ;

Etape 4 : extraction du marc 1 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;

Etape 5 : filtration permettant la récupération du marc 2 et de I’extrait Y ;

Etape 6 : extraction du marc 2 a reflux a I’éthanol 50% a 80°C pendant 1h ;

Etape 7 : filtration permettant la récupération du marc 3 et de I’extrait Z ;

Etape 8 : rassemblement des extraits X, Y et Z ;

Etape 9 : évaporation de 1’¢thanol et concentration de I’extrait sous vide ;

Etape 10 : ajout de propanediol ;

Etape 11 : filtration, et

Etape 12 : conditionnement de ’extrait de Dendrobium fimbriatum.

L’extrait ainsi obtenu porte le nom INCI : WATER/AQUA, PROPANEDIOL
DENDROBIUM FIMBRIATUM OCULATUM EXTRACT. Sa teneur de matiére séche
est de 1%, il comprend 35% de propanediol et 64% d’eau.

EXEMPLE 2 : Caractérisation phytochimique de Uextrait de Dendrobium fimbriatum

préparé selon 'exemple 1.

Dans cette ¢tude, la Demanderesse a étudi¢ le profil phytochimique d'un extrait de

Dendrobium fimbriatum obtenu par le procédé de I’exemple 1.

2.1.  Fractionnement des extraits par chromatographie de partage centrifuge (CPC)

Deux expériences de CPC ont ét¢ réalisées successivement.
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2.1.1. CPC1

L’extrait sec préalablement solubilisé dans un mélange phase stationnaire / phase mobile,
est injecté en CPC dans une colonne préalablement équilibrée (FCPE300® (Rousselet
Robatel Kromaton)). Le débit a été de 20mL/min et la vitesse de rotation de la colonne de
1200 rpm. Le systéme de solvant a trois phases correspond a n-heptane/methyl-ter-butyl-
ether/acétonitrile/eau (1/1/1/1, v/v), la séparation est effectué¢e en mode ascendant.

Des fractions de 20 ml ont ¢té collectées pendant toute I’expérience (¢lution et extrusion)
et combinées selon leurs profils de chromatographie sur couche mince. 4 fractions ont ainsi
¢té obtenues.

Tous les composés retenus a l'intérieur de la colonne ont été récupérés par extrusion et

séchés sous vide pour obtenir l'injection de CPC 2.

2.1.2. CPC2

L’extrait sec préalablement solubilisé dans un mélange phase stationnaire / phase mobile,
est injecté en CPC dans une colonne préalablement équilibrée (FCPE300® (Rousselet
Robatel Kromaton)). Le débit a ¢té de 20mL/min et la vitesse de rotation de la colonne de
1200 rpm. Le systéme de solvant a trois phases correspond a n-heptane/methyl-ter-butyl-
ether/acétonitrile/eau (1/1/1/1, v/v), la séparation est effectué¢e en mode ascendant.

Des fractions de 20 ml ont ét¢ collectées pendant toute I’expérience (élution et extrusion)
et combinées selon leurs profils de chromatographie sur couche mince. 9 fractions ont ainsi

¢té obtenues.

2.2. Analyses RMN et identification des principaux métabolites

Une aliquote de chaque fraction de F1 a F13 a ét¢ dissoute dans du DMSO-d6 et analysée
par RMN 13C a 298 K sur un spectrométre Bruker Avance AVIII-600 (Karlsruhe,
Allemagne) ¢quip¢ d'une cryosonde. Aprés le traitement des spectres, les intensités
absolues de tous les signaux RMN 13C ont été automatiquement collectées et regroupées
sur les spectres des séries de fractions en utilisant un script informatique développé par
Natexplore. Le tableau résultant a été soumis a une analyse de regroupement hiérarchique
(PermutMatrix, 1.9.3, LIRMM, Montpellier, France). Les grappes de déplacement

chimique RMN 13C résultantes ont ¢té visualisées sous forme de dendrogrammes sur une
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carte bidimensionnelle. Pour l'identification des métabolites, chaque grappe de décalage
chimique RMN 13C obtenue par HCA a ¢été¢ manuellement soumise au moteur de recherche
de structure du logiciel de gestion de base de données ACD/NMR Workbook Suite 2012
(ACD/Labs, Ontario, Canada) comprenant les structures et les décalages chimiques prévus
des produits naturels de faible poids moléculaire. Des expériences de RMN 2D (HSQC,
HMBC et COSY) ont ¢té réalisées sur des fractions contenant des compos€s supposés
identifiés afin de confirmer les structures moléculaires proposées par la base de données a
la fin du processus de déréplication.

Les principaux métabolites identifi¢s par RMN dans chaque fraction sont présentés dans le

tableau 1.

Tableau 1 : Masse et composition globale des fractions de la CPC. Maj=majoritaire ;
Med=Medium ; Min=minoritaire

[Tableau 1]

Fraction | Masse % Composition
CPC (mg) | d'extrait
brut
Eluat 1 26 1.3%
Eluat 2 21 1.0% M¢lange d'acides aliphatiques
Eluat 3 14 0.7% (acides gras ou alcools poly-insaturés et saturés)
Eluat 4 16 0.8%

Eluat 5 112 5.6% Acide mélilotique (Med) ; Coumarine (Min--) ; acide
ortho-coumarique (Min) ; Dendrophénol (Min)

Eluat 6 135 6.7% Acide mélilotique (Maj) ; Coumarine (Min) ; acide
ortho-coumarique (Min) ; Dendrophénol (Min)

Eluat 7 51 2.5% Acide mélilotique (Med) ; Coumarine (Min--) ; acide
ortho-coumarique (Min) ; Dendrophénol (Min) ;
Syringaldé¢hyde (Min) ; Acide vanillique (Min) ; acide
p-hydroxybenzoique (Min)
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Eluat 8 59 2.9% Acide 3-hydroxy-3-(2-hydroxyphényl)-propanoique
(Maj)
Eluat 9 28 1.4% Acide lévulinique (Maj) ; acide subérique (Med) ;
acide 2,4-diméthyl-5-oxotétrahydrofurane-3-

carboxylique (Min) ; acide 1,3,4-
pentanetricarboxylique (Min)

Eluat 10 51 2.5% Dihydromelilotoside (Min-)

Eluat 11 142 7.1% Dihydromelilotoside (Maj) ; trans-melilotoside (Min) ;

cis-melilotoside (Min)

Eluat 12 | 1321 65.7% | Hexitol (Maj) ; Glycérol (Maj) ; Choline (Min) ;
Bétaine (Min)

Eluat 13 35 1.7% Dihydromélilotoside (Min-) ; trans-m¢élilotoside (Min)

; cis-m¢élilotoside (Min) ; Adénosine (Min) ; Uridine

(Min)

2.3.  Conclusion

L'extrait brut a été fractionné par la technique de CPC en un total de 13 fractions au cours
de deux expériences successives. Les fractions moins polaires F1-F4 (représentant environ
3,8 % de la masse de l'extrait brut) étaient composées de longues chaines alkyles (acides
gras ou alcools). Les fractions modérément polaires F5-F10 (représentant environ 21,6 %
de la masse de l'extrait brut) contenaient une diversité de polyphénols (acide mélilotique,
dendrophénol, dihydromélilotoside), ainsi que de la coumarine, du syringaldéhyde et
plusieurs acides phénoliques tels que 'acide ortho-coumarique, l'acide vanillique, 'acide
p-hydroxybenzoique et l'acide 3-hydroxy-3-(2-hydroxyphényl)-propanoique. D'autres
acides non phénoliques ont ¢galement ¢té identifiés dans ces fractions (acide Iévulinique,
acide subérique, acide 2,4-diméthyl-5-oxotétrahydrofurane-3-carboxylique et acide 1,3,4-
pentanetricarboxylique). Les fractions les plus polaires F11-F13 récupérées lors de I'étape
d'extrusion (représentant environ 74,5 % de la masse de l'extrait brut), dtaient
principalement composées de sucres simples, ainsi que de dihydromélilotoside, de trans-
mélilotoside, de cis-mélilotoside, de glycérol, de choline, de bétaine, d'uridine et

d'adénosine.
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L’extrait ainsi obtenu et décrit a ¢té testé pour ses effets biologiques dans les exemples

suivants.

EXEMPLE 3 : Effet du Dendrobium fimbriatum sur ’expression de marqueurs de la

matrice extracellulaire dermique dans les Fibroblastes Humains Normaux

Dans cette étude, la Demanderesse a souhaité évaluer 1’effet de ’extrait d’orchidée
Dendrobium fimbriatum préparé selon D'exemple 1, sur I’expression de différentes
protéines impliquées dans la synthése de la matrice extra cellulaire (MEC) dans des

fibroblastes humains normaux en culture (FHN).

3.1.  Culture et traitement des Fibroblastes Humains Normaux

Les Fibroblastes Humains Normaux (FHN) sont issus d’une plastiec abdominale d’un
donneur féminin de 37 ans. Les cellules ont ¢t¢ ensemencées dans du milieu DMEM 1 g/L
glucose complémenté de 10 % de sérum de veau foetal au passage 5 (P5) avec une densité
d’ensemencement de 15 000 cellules par puits, dans des plaques 96 puits.

L’extrait sec de Dendrobium fimbriatum a ¢té utilis¢ a la concentration 50 pug/ml dans de
I”éthanol

A confluence (J1), les FHN ont été traités avec 1’extrait décrit ci-dessus dans du milieu
DMEM 1g/L glucose +10% SVF (sérum de veau feetal). Le traitement a ¢t¢ réalis€¢ enn =
4 pour chaque condition, pendant 5 jours avec un retraitement de la monocouche a J3. Pour

les conditions témoin (non traité), le milieu a été remplacé par du milieu frais de culture.

3.2. Immunomarquage

3.2.1. Protocole de marquage

A Tissu des traitements, les cellules ont été rincées trois fois au PBS (PBS Tablets,
Invitrogen GIBCO), puis fixées a la formaline (Formalin Solution 10% Neutral Buffered,

Sigma) pendant 10 minutes.
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Apres 3 ringages au PBS, les membranes des cellules ont été perméabilisées ou non (selon
le marqueur ¢étudi¢) avec une solution de PBS Triton 0,1% (Triton X-100, Sigma). Puis
elles ont été de nouveau rincées 3 fois au PBS.

Les cellules ont ét¢ recouvertes d’une solution de PBS/BSA 1% (Albumin, from bovine
serum, Sigma), pendant 30 minutes et & température ambiante.

La solution de PBS/BSA 1% a ensuite ¢t¢ remplacée par une solution d’anticorps primaire
correspondant a chaque protéine marquée (voir tableau 1) diluée dans du PBS/BSA 1%.
Les plaques ont ¢té incubées une nuit a 4°C.

Les cellules ont ensuite été rincées trois fois au PBS et recouvertes d’une solution
d’anticorps secondaire selon ’anticorps primaire a cibler (voir tableau 1) et de DAPI au
1/1000¢éme (4’°,6’-diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride, Invitrogen Molecular
Probes) dilués dans le PBS/BSA 1%. Les plaques ont ét¢ conservées une heure a 1’obscurité
et & température ambiante.

La solution d’anticorps secondaire a ensuite ¢té aspirée et les cellules rincées deux fois au
PBS et une fois a I’eau distillée. Du PBS a ¢ét¢ dépos¢ dans chaque puits a raison de 1mL.

Les plaques ont été conservées a 4°C et a ’obscurité jusqu’a [’acquisition des images.

Tableau 2 : Liste des anticorps primaires et conditions d utilisation

[Tableau 2]

Nom de la cible | Fournisseur | Reference Perméabilisation | Dilution | Espéce
Elastine Abcam Ab 23747 - 1/200 Rb
Fibrilline 1 Thermo MA12770 - 1/200 Ms
Collageéne 1 Novotec 20111 - 1/200 Rb
Nidogene 1 R&D system | AF2570 + 1/200 Goat

3.2.2. Acquisition d’image par HCS

Les plaques ont été scannées a 1’ ArrayScan XTi de Thermo Cellomics.
Conditions d’acquisition :
Détection : DAPI : filtre XF53 386 23
Alexa Fluor 568 : filtre XF53 572 15
Résolution : 1104 x 1104
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Objectif : 10x dry

Nombre d’images : 25 par puits

3.2.3. Analyse d'images

Les images ont ensuite ¢t¢ analysées a ’aide du logiciel d'analyse du systéme arrayscan
par la bio-application Spot detector.

Ce programme (pipeline) permet de détecter le marquage rouge de la protéine ciblée,
correspondant a 1’expression de celle-ci. La surface de la zone de mesure est délimitée
comme étant la totalité de la surface de 'image.

Le nombre de cellules a ¢été déterminé par le comptage des noyaux par détection du
marquage bleu du DAPI.

Selon les marqueurs et leur expression cellulaire, les résultats peuvent étre exprimés par :
- Intensit¢ du marquage détecté (Seuillage) / Nb de cellules : cette méthode a été utilisée
pour quantifier les structures sous forme de fibres par exemple.

- Intensité du marquage dans le champ total / Nb de cellules : cette méthode a permis
d’avoir une quantification générale de la synthése du marqueur étudié sans tenir compte de

la structure.

3.3.  Analvses statistiques

L’analyse statistique des résultats consiste en un calcul de la moyenne, de I’¢cart type et de
I’intervalle de confiance (o = 0,05).

La significativité des différences de ces rapports observées entre les témoins et les traités a
¢t¢ mesurée par le test de Student. Le test de Student est dit significatif si sa valeur est

inférieure a 0,05.

3.4.  Résultats
[Tableau 3]

D. fimbriatum 50pg/mL
Elastine +96%
Fibrilline 1 +35%
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Collageéne 1 +41%
Nidogéne +52%

Les résultats montrent donc que le traitement des FHN par ’extrait de Dendrobium
fimbriatum selon ’invention a induit une trés forte stimulation sur I’expression de 1’¢lastine
(+96%). 1l induit également une forte stimulation sur I’expression d’autres marqueurs de
la MEC tels que la fibrilline 1, le collagéne 1 et le nidogéne (+35% a +52 %)).

Dans leur ensemble, ces résultats suggérent que 1’extrait de Dendrobium fimbriatum selon
I’invention est capable d’augmenter de mani¢re importante la synthése de plusicurs
composantes de la matrice extracellulaire de I’environnement cutané. Cet extrait présente
donc un intérét cosmétique pour une utilisation en lien avec les fonctions physiologiques
de la peau notamment prévenir et/ou prévenir la perte de fermeté, la perte d’¢lasticité de la

peau, la diminution de 1’épaisseur de la peau, et/ou I’apparition de rides et/ou ridules.

EXEMPLE 4 : Effet des extraits de Dendrobium fimbriatum ou de Gastrodia elata sur
la longévité des FHN

Dans cette étude, la Demanderesse a souhaité évaluer ’effet de 1’extrait d’orchidée
Dendrobium fimbriatum préparé selon I'exemple 1, sur la longévité de fibroblastes

humains normaux.

4.1 Protocole d’étude

4.1.1. Modéle de fibroblastes sénescents étudié par cytométrie en flux

Les fibroblastes provenant du derme d’un donneur (donneur féminin de 58 ans) ont été mis
en culture et vieillis par une série de passages qui leur confére un phénotype agé (modéle
de fibroblastes sénescents).

Certains marqueurs morphologiques de la sénescence ont ¢té mesurds par cytométrie en
flux. Cette technique permet avantageusement d'étudier a trés haut débit et de manicre
quantitative les caractéristiques optiques (fluorescence, diffusion de la lumiére liée a la
morphologie cellulaire...) d'un grand nombre de cellules (plusieurs dizaines de milliers). 1l

est donc possible d'en tirer des données statistiquement significatives.
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Les cellules a étudier ont ét¢ mises en suspension dans un milieu. Dans le cytométre, les
cellules sont envoyées une a une dans une chambre d’analyse ou elles sont soumises a
plusieurs faisceaux laser qui permettent de mesurer ou d'évaluer des paramétres cellulaires.
La lumiére diffractée mesurée en face du rayon laser permet d'évaluer la taille des cellules
(paramétre Forward SCatter, FSC). La lumiére diffractée, mesurée sur le coté (parameétre
Side SCatter SSC) donne une mesure de la granularité de la cellule. Cette granularité
correspond a la complexité de la cellule, par exemple la densité des organites, des agrégats
protéiques, des irrégularités internes ou de surface. Avec la sénescence, la taille et la
granularité des cellules augmentent, notamment suite aux dommages oxydatifs sur les

organites, a I’accumulation de lipofuscine, ou encore aux dommages aux macromolécules.

4.1.2. Culture et traitement des Fibroblastes Humains Normaux

L’effet de Dextrait de Dendrobium fimbriatum selon I'invention a é&té évalué
comparativement a celui d’un extrait de racine d’orchidée de I’espéce Gastrodia elata.
Extrait de Dendrobium fimbriatum :

- Solution mere : a 1% (10 mg/mL d’extrait sec) dans un mélange EtOH/H20
(50 :50)

- Solution finale : 0,0006% soit 6 pg/mL (diluée dans le milieu de culture a 1/1666,6)
Extrait de Gastrodia elata :

- Solution mére: a 100% en BG (butyléne glycol)/H20 (50:50) contenant 1%
d’extrait de racine

- Solution finale : 0,06% (dilu¢e dans le milieu de culture a 1/1666,7)

Conditions de traitement :

- Non Traité : 10% (SVF)

- Ctl Exp BG/H20 (50:50) 1/400

- Gastrodia elata 0,06% (correspondant & 6 ug/mL d’extrait sec)

— Dendrobium fimbriatum 6 ng/mL d’extrait sec
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Les fibroblastes sénescents obtenus au paragraphe 4.1.1. ont été ensemencés dans du milicu
DMEM 1 g/L glucose complémenté de 10 % SVF et traités dans les conditions exposées
ci-dessus a J1, J4, J6, J8, J11 et J13.

A J14 les cellules ont été lavées et récupérées par traitement a 1’Accutase® puis les

marqueurs morphologiques de la sénescence ont été mesurés par cytométrie en flux.

4.2.  Résultats

Pour chacun des paramétres, FSC et SCC, 4 conditions sont comparées 14 jours aprés la
mise en contact des cellules avec les ingrédients :

— (1) : cellules non traitées a un passage précoce (Passage 7)

- (2) : cellules non traitées a un passage tardif (Passage 28) = cellules vieillies

— (3) : cellules a un passage tardif (P28) traitées par Gastrodia elata (eq. 6ug/mL
extrait sec)

— (4) . cellules a un passage tardif (P28) traitées par Dendrobium fimbriatum

(6bug/mL extrait sec)

4.2.1. Mesure de FSC

[Tableau 4]
Condition | Passages | Ingrédient FSC Comparaison p

(1) 7 NT 337056 +/- 9714 -

(2) 28 NT 423576 +/- 10297 +27,5% vs. < 0,001
(1

3) 28 GE 355221 +/- 3842 -16,2% vs. < 0,001
2

4) 28 DF 361729 +/- 3887 -14,6% vs. =0,001
2

La taille des cellules est significativement plus ¢levée dans les fibroblastes vieillis. Le
traitement par Dendrobium fimbriatum diminue ce signe morphologique de la sénescence

cellulaire.
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4.2.2. Mesure de SSC
[Tableau 5]
Condition | Passages | Ingrédient SSC Comparaison p
(1) 7 NT 557682 +/- 13918 | -
(2) 28 NT 704152 +/- 31509 +26,3% vs. =0,002
(1

3) 28 GE 684407 +/- 8569 -2,8% vs. (2) ns
4) 28 DF 651868 +/- 10784 -7,3% vs. (2) | =0,053

La granularité des cellules est significativement plus ¢levée dans les fibroblastes vieillis.

Le traitement par Dendrobium fimbriatum diminue ce signe morphologique de la

sénescence cellulaire alors que ’extrait de Gastrodia elata ne montre pas d’effet.

Les résultats suggérent donc que le traitement par ’extrait de Dendrobium fimbriatum

selon I'invention présente un bénéfice pour lutter contre la sénescence des fibroblastes. Cet

effet est notamment meilleur que pour I’extrait de Gastrodia elata.

Au final, cet extrait peut étre utilis¢é comme actif anti-age.

EXEMPLE 5 : Formulations cosmétiques

5.1.  Composition sous la forme d 'une créme

[Tableau 6]
Ingrédients % en poids
AQUA (EAU) QSP100
TRIGLYCERIDE CAPRYLIQUE/CAPRIQUE 20,000
GLYCERINE 5,000
PENTYLENE GLYCOL 3,000
STEARATE DE GLYCERYLE 1,500
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ESTERS de JOJOBA 1,000
POLYGLYCERINE-3 2,000
STEARETH-21 1,000
METHACRYLATE DE POLYMETHYLE 1,000
CARBOMER 0,200
ACETATE DE TOCOPHERYLE 0,200
EXTRAIT DE PHALAENOPSIS AMABILIS 0,002
EXTRAIT DE DENDROBIUM FIMBRIATUM 0.500

Outre sa texture agréable a 1’application, cette composition présente une efficacité anti-age
remarquable, notamment pour prévenir la perte de fermeté et d’¢lasticité¢ de la peau du

visage et du cou.

5.2.  Composition sous la forme d’une lotion

[Tableau 7]
Ingrédients % en poids
AQUA (EAU) QSP100
GLYCERIN 3,0000
PENTYLENE GLYCOL 2,0000
PEG-8 2,0000
PEG-7 GLYCERYL COCOATE 1,0000
PHENOXYETHANOL 0,8903
PEG-60 HUILE DE RICIN HYDROGENEE 0,5000
CITRATE DE SODIUM 0,0850
HYALURONATE DE SODIUM 0,0400
ACIDE CITRIC 0,0138
PEG-40 HUILE DE RICIN HYDROGENEE 0,0090
EXTRAIT DE PHALAENOPSIS AMABILIS 0,0003
EXTRAIT DE DENDROBIUM FIMBRIATUM 0,4000
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Appliquée sur la peau, en particulier sur le visage, cette composition apporte une action

anti-age raffermissante et lissante.
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REVENDICATIONS

1. Composition cosmétique non rincée pour une application topique sur les maticres
kératiniques, en particulier sur la peau et/ou les [évres et notamment la peau du visage et/ou
du cou, comprenant un extrait de Dendrobium fimbriatum.

2. Composition cosmétique selon la revendication 1 dans laquelle ’extrait de Dendrobium
fimbriatum est présent en une teneur allant de 0.01% a 10% en poids de matiére premiére
par rapport au poids total de la composition.

3. Composition cosmétique selon la revendication 1 ou la revendication 2 comprenant en
outre un extrait de racine d’orchidée de I’espéce Gastrodia elata.

4. Composition cosmétique selon 1I’une quelconque des revendications 1 & 3 comprenant
en outre au moins un adjuvant cosmétique choisi dans le groupe constitu¢ par des agents
anti-oxydants, des agents émollients, des agents hydratants, des agents anti-age, des
parfums, et leurs mélanges.

5. Utilisation cosmétique d’un extrait de Dendrobium fimbriatum, comme agent pour
prévenir et/ou diminuer les signes du vieillissement cutané, notamment la perte de fermet¢,
la perte d’¢lasticité, la diminution de I’épaisseur de la peau, I’apparition de rides et/ou
ridules.

6. Procédé cosmétique de soin et/ou maquillage des matiéres kératiniques, en particulier de
la peau et/ou des I¢vres, comprenant |’application topique sur lesdites maticres
kératiniques, d’une composition cosmétique telle que définie dans I’une quelconque des
revendications 1 a 4.

7. Procéd¢ cosmétique selon la revendication 6 destiné a prévenir et/ou diminuer les signes
du vieillissement cutané, notamment la perte de fermeté, la perte d’¢lasticité, la diminution
de I’¢épaisseur de la peau, 1’apparition de rides et/ou ridules.

8. Procédé cosmétique selon 1’une quelconque des revendications 6 ou 7, dans lequel ladite
composition cosmétique est appliquée sur une peau agée ou présentant des signes de
vieillissement.

9. Extrait de Dendrobium fimbriatum, caractérisé en ce qu’il est obtenu par un procédé
d’extraction comprenant au moins les étapes de :

a) broyage de la mati¢re végétale ;



WO 2022/129763 PCT/FR2021/052301

10

15

20

25

29
b) au moins une ¢tape d’extraction suivie d’une étape filtration ;
c) concentration de ’extrait obtenu a I’issue de I’étape b) ;

d) ajout de butyléne glycol, le pentyléne glycol, le sorbate de potassium/sodium
benzoate, glycérol ou propanediol, de préférence propanediol ;

e) filtration, et

f) obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum.

10. Extrait de Dendrobium fimbriatum selon la revendication 9 caractérisé en ce qu’il est
obtenu a partir de la plante enticre.

11. Extrait de Dendrobium fimbriatum, caractérisé en ce qu’il comprend au moins un
métabolite choisi parmi la bétaine et le melilotoside cis et trans.

12. Procédé d’obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum comprenant au moins les

étapes de :

a) broyage de la mati¢re végétale ;

b) au moins une ¢tape d’extraction suivie d’une étape filtration ;
c) concentration de I’extrait obtenu a I’issue de I’étape b) ;

d) ajout de butyléne glycol, le pentyléne glycol, le sorbate de potassium/sodium
benzoate, glycérol ou propanediol, de préférence ce propanediol ;

e) filtration, et

f) obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum.

13. Composition cosmétique selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, utilisation
cosmétique selon la revendication 5, procéd¢ cosmétique selon 'une quelconque des
revendications 6 a 8, extrait de Dendrobium fimbriatum selon 1’'une quelconque des
revendications 9 a 11, procéd¢ d’obtention d’un extrait de Dendrobium fimbriatum selon
la revendication 12, caractérisés en ce que I’extrait de Dendrobium fimbriatum est un

extrait de Dendrobium fimbriatum var. oculatum.
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Demande internationale n°

PCT/FR2021/052301

C(suite).

DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS

Catégorie*

Identification des documents cités, avec, le cas échéant, I'indication des passages pertinents no. des revendications visées

X

Cakova Veronika ET AL: "Dendrobium:
Sources of Active Ingredients to Treat
Age—Related Pathologies",

Aging and disease,

1 décembre 2017 (2017-12-01), pages
827-849, XP055848598,

United States

DOI: 10.14336/AD.2017.0214

Extrait de 1'Internet:
URL:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmec/artic
les/PMC5758354/pdf/ad—-8-6—827 .pdf
[extrait le 2021-10-06]

le document en entier

CN 105 998 723 A (FRIENDSHIP PLASTIC
SURGERY HOSPITAL CO LTD OF NANJING MEDICAL
UNIV) 12 octobre 2016 (2016-10-12)
abrégé

CN 105 617 020 B (UNIV NANJING CHINESE
MEDICINE ET AL.)

27 septembre 2019 (2019-09-27)

abrégé

WO 2019/045259 A2 (LG HOUSEHOLD &
HEALTHCARE LTD) 7 mars 2019 (2019-03-07)
alinéa [0001] - alinéa [0003]

alinéa [0012] - alinéa [0020]

alinéa [0023] - alinéa [0027]

alinéa [0090] - alinéa [0102]
revendications

WO 2019/234635 Al (ACCESS BUSINESS GROUP
INT LLC) 12 décembre 2019 (2019-12-12)
le document en entier

CN 110 354 008 A (SHENZHEN SHENGKAIYUAN
TECH CO LTD) 22 octobre 2019 (2019-10-22)
abrégé

1,5

1,2,4-8
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Renseignements relatifs aux membres de familles de brevets

Demande internationale n°

PCT/FR2021/052301
Document brevet cité Date de Membre(s) de la Date de
au rapport de recherche publication famille de brevet(s) publication
JP 2002205933 A 23-07-2002 AUCUN
CN 105998723 A 12-10-2016 AUCUN
CN 105617020 B 27-09-2019 AUCUN
WO 2019045259 A2 07-03-2019 CN 111093621 A 01-05-2020
JP 2020532560 A 12-11-2020
KR 20190026175 A 13-03-2019
Us 2021059927 A1l 04-03-2021
WO 2019045259 A2 07-03-2019
WO 2019234635 Al 12-12-2019 CN 110559394 A 13-12-2019
EP 3804694 Al 14-04-2021
JP 2021532064 A 25-11-2021
KR 20210018893 A 18-02-2021
W 202000186 A 01-01-2020
Us 2021212926 Al 15-07-2021
WO 2019234635 Al 12-12-2019
CN 110354008 A 22-10-2019 AUCUN
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