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EXTRAIT TOTAL DE LUPIN, CONSTITUE D’UN EXTRAIT DE SUCRES
DE LUPIN ET D’UN EXTRAIT PEPTIDIQUE DE LUPIN, PROCEDE
D’OBTENTION ET UTILISATION

La présente invention concerne une composition comprenant un extrait de sucres
de lupin, enrichi en galacto-oligosaccharides, et un extrait peptidique de lupin. Cette
composition peut étre utilisée en tant qu’agent anti-inflammatoire, réparateur de la
barricre cutanée et cicatrisant, en particulier dans la prévention et/ou le traitement des

érythémes avec ou sans effraction de la barriére cutanée.

L’érythéme fessier est un des troubles dermatologiques le plus fréquent des
nourrissons. 11 touche plus de 50% des nourrissons, avec une fréquence de 25% durant
les 4 premiéres semaines de vie et un pic d’incidence entre 9 et 12 mois. Les irritations
sont dues a des Iésions de la couche cornée de 1’épiderme du siége du nourrisson, qui a
une double origine :

- Pactivation d’enzymes urinaires et fécales stimulées par la macération sous les
couches,

- I’effet abrasif dii au frottement des couches sur la peau.

Chez les bébés, 1’urine n’est cependant qu’un irritant mineur de la peau. Des études
réalisées chez des enfants nourris au sein ont montré que [Dirritation était
essentiellement due aux lipases, protéases et uréases contenues dans les selles, celles-ci
¢tant moins actives chez les enfants nourris au sein que celles qui sont retrouvées chez
les enfants nourris au biberon.

Le pH des selles de ces bébés est plus acide, a cause d’une microflore gastrique
plus productive en acide métabolique. Un pH plus élevé, retrouvé dans les selles des
bébés nourris au biberon, active les enzymes fécales qui sont dés lors plus agressives
pour la peau. 1l a été démontré que I’irritation de la peau est bien due aux enzymes
fécales en chauffant les selles: celles-ci sont alors non irritantes sur la peau de
I’animal ; le caractére irritant est restauré en additionnant de la trypsine et de la lipase

pancréatique a ces selles.
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De plus, les lipases fécales facilitent I’attaque protéolytique de la peau et
augmentent sa perméabilité aux sels biliaires. Les lipases se sont pourtant révélés non
irritants par eux-mémes dans des études réalisées chez 1’animal.

L’augmentation du pH est donc déterminante dans la physiopathologie de
I’érythéme fessier. C’est la combinaison selles-urine qui apparait comme étant la plus
dommageable. En effet, I'urée contenue dans les urines est dégradée en ammoniaque
par 'uréase fécale. L’ammoniaque formée entraine une alcalinisation du pH, qui, ainsi,
potentialise I’action des enzymes fécales.

Ainsi, la formation d’ammoniac lors de la dégradation de 1’urée par 1’uréase joue
un rdle important dans la transpiration et 1’érythéme fessier. Dans le cas particulier de
I’erythéme fessier, la formation d’ammoniac n’est pas la cause directe de 1’érythéme
mais entraine une augmentation de pH favorisant I’augmentation de ’activité des
lipases et protéases fécales, entrainant ainsi une irritation au niveau cutané.

On connait déja certains agents anti-uréase contre I’érythéme fessier et comme
déodorant, par exemple les acides hydroxamique et hydroximique. De maniére plus
générale, on connait également I’activité anti-uréase des polyhydroxyphénols et des
quinones.

On connait également I’utilisation de tanins condensés de caroube et de dérivés de
I’acide chlorogénique dans des compositions cosmétiques ou dermatologiques anti-
uréase. Les tanins condensés utilisés peuvent étre un extrait d’Hamamélis.

Enfin, la demande de brevet FR 2 778 102 décrit I’utilisation des oligoméres
procyanodoliques et des anthocyanosides a titre d’agents anti-uréase.

En ce qui concemne le lupin, la demande de brevet internationale WO 00/62789
décrit D’utilisation d’un extrait peptidique de Ilupin dans I’inhibition des
métalloprotéases. Cette demande décrit donc ’utilisation d’un extrait peptidique de
lupin dans une composition destinée au traitement de 1’arthrose, de maladies
parodontales, de lésions de la peau, de maladies inflammatoires, ainsi que de maladies
liées au défaut de cicatrisation, a 1’attaque de 1’émail des dents, & I’angiogénése
tumorale ou pathologique. Cette demande de brevet décrit également 1’utilisation d’un
tel extrait peptidique de lupin pour le traitement des lésions de la peau dues au
vieillissement intrinséque de la peau, au vieillissement sous 1’action du rayonnement

solaire, aux effets délétéres du tabac, de la pollution et du stress.
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La publication de Piotr Gulewicz et al., « Biological Activity of a-Galactoside
Preparations from Lupinus angustifolius L. and Pisum sativum L. Seeds », J. Agric.
Food Chem. 2002 Jan 16, 50(2) :384-9, décrit un extrait de lupin enrichi en galacto-
oligosaccharides et en sucroses. Cette publication enseigne que les galacto-
oligosaccharides de lupin ne sont pas cytotoxiques et qu’ils permettent 1’augmentation
du nombre et de la biomasse des bifidobacteria.

La demande de brevet EP 1361 854 décrit que les activités photoprotectrices,
notamment les activités anti-érythémale, anti-oxydante, anti-radicalaire, anti-
inflammatoire et vasculotrope de composés de type flavonoide, tels que la génistéine,
augmentent de maniére significative lorsque ledit composé est préalablement solubilisé
dans un solvant approprié tel que les polyéthyléne glycols, les polypropyléne glycols,
leurs dérivés, les alcools gras et polyols éthoxylés et leurs mélanges. Les compositions
décrites dans cette demande sont particuliérement destinées a la préparation d’un
médicament apte a réduite et/ou & prévenir les érythémes, en particulier les erythémes
actiniques induits par des irradiations UVA et/ou UVB.

Malgré toutes les compositions anti-uréases proposées dans I’art antérieur, il
subsiste un besoin en nouvelles compositions pour le traitement des érythémes, en
particulier de 1’érythéme fessier.

De maniére surprenante, les inventeurs ont découvert qu’une composition
comprenant un extrait total de lupin, c'est-a-dire un extrait de sucres de lupin enrichi en
galacto-oligosaccharides et un extrait peptidique de lupin, pouvait étre utilisée pour
prévenir et/ou traiter I’inflammation cutanée et/ou des Iésions de la barriére cutanée, en
particulier les érythémes.

De maniére surprenante, les inventeurs ont découvert qu’une composition
comprenant un extrait total de lupin est plus efficace, notamment en tant qu’agent anti-
inflammatoire, qu’une composition comprenant un extrait de sucres de lupin enrichi en
galacto-oligosaccharides seul ou qu’une composition comprenant un extrait peptidique

de lupin seul. Il y a donc un effet de synergie entre les sucres et les peptides de lupin.

Ainsi, la présente invention a pour objet une composition comprenant un extrait

total de lupin constitué d’un extrait de sucres de lupin, qui comprend au moins 50 % en
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poids, par rapport au poids total de la matiére séche, de galacto-oligosaccharides, et
d’un extrait peptidique de lupin.

Les galacto-oligosaccharides sont des oligo-saccharides, ayant un degré de
polymérisation compris entre 3 et 10, comprenant des unités galactoses.

Le lupin combine des teneurs importantes en protéines (40% en poids en moyenne)
et en huile (9 & 20% en poids) comparables & celles du soja. Parmi les nombreuses
variétés de lupin, le lupin blanc doux (lupinus albus) offre le meilleur compromis entre
composition et amertume puisque, par opposition au lupin andin, le lupin blanc doux
est pratiquement exsangue d’alcaloides.

Le lupin blanc doux comprend environ 38 a 45% en poids de protéines. Les
principaux acides aminés présents dans la fraction protéique du lupin blanc sont la
glutamine (20% en poids), I’asparagine et ’arginine (respectivement 15 et 10% en
poids). Le lupin est toutefois pauvre en tryptophane et en acides aminés soufrés tels
que la méthionine cystine et la cystéine.

Le lupin blanc comprend environ 29 & 30% en poids de carbohydrates. La fraction
glucidique du lupin blanc est composé de stachyose qui est le sucre majoritaire
(environ 55% en poids), suivi du saccharose (environ 25% en poids), du verbascose
(environ 10% en poids) et du raffinose (environ 10% en poids). La majorité des sucres
présents est constituée par des galacto-oligosaccharides.

Enfin, le lupin comprend environ 6 & 17% en poids de lipides, qui se présentent
sous la forme d’une huile limpide dont on attribue la couleur jaune-orangé a la
présence de provitamine A (caroténes). Cette huile est fortement insaturée et elle
comprend les acides gras essentiels de type Omega 3, 6 et 9, respectivement oléique,
linoléique et a+-linolénique.

Dans le cadre de la présente invention, 1’extrait de sucres de lupin est un extrait
enrichi en galacto-oligosaccharides.

Selon une variante avantageuse de D’invention, ’extrait de sucres de lupin
comprend avantageusement 55 4 90% en poids, encore plus avantageusement 57 &
85% en poids, encore plus avantageusement 60 & 80% en poids, et encore plus
avantageusement 65 a 75% en poids, par rapport au poids de la matiére séche dudit

extrait de sucres, de galacto-oligosaccharides.
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Les galacto-oligosaccharides sont avantageusement choisis dans le groupe
constitué par le verbascose, le stachyose et le raffinose.

Le verbascose est un sucre en C3oHs;Oy, répondant a la formule suivante :

HO —
HO lo) |__CH2
OH 0 | HO o [ CH,
OH 0 HO
0 o
OH OH HO
B OH b HO (o] OH
OH OH

5 Le raffinose est un sucre en C;gH3,0,¢, répondant & la formule suivante :

HO
HO lo}
HO
OH
0 0 o
OH HO
OH

HO 0 L OH

OH - OH ™

Le stachyose est un sucre en C5Hy40,), de formule générale suivante :

HO
HO fe}
OH HO 0
0 OH o o HO
O
OH HO
OH OH
HO o) OH
OH OH

Ainsi, le stachyose, par exemple, correspond & un enchainement de galactose-
10  galactose-glucose-fructose, la liaison entre galactose-galactose et galactose-glucose
pouvant étre rompue au moyen d’une enzyme hydrolytique a-galactosidase et la
liaison entre le glucose et le fructose pouvant étre rompue au moyen d’une enzyme
hydrolytique saccharase.
Selon une variante avantageuse de l’invention, I’extrait de sucres de lupin est
15  susceptible d’€tre obtenu par un procédé comprenant les étapes suivantes :
a) extraction de lipides de la graine de lupin au moyen d’un solvant approprié

et récupération des fractions protéiques et saccharidiques du lupin ; puis
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b) a partir de la fraction récupérée a 1’étape a), séparation de la fraction
comprenant les sucres de lupin par ultrafiltration et récupération de ladite
fraction saccharidique ; et

) le cas échéant, raffinage physique de la fraction comprenant les sucres de
lupin récupérée suite a 1’étape b) ;

d)  obtention, suite & I’étape b) ou c), d’un extrait de sucres de lupin, trés enrichi
en galacto-oligosaccharides.

Les lipides de la graine de lupin sont avantageusement extraits lors de 1’étape a), a

I’aide d’un solvant reconnu alimentaire non toxique, notamment a 1’aide d’éthanol.

L’ultrafiltration est un procédé de séparation en phase liquide par perméation a
travers des membranes semi-perméables sous I’action d’un gradient de pression, bien
connu de I’homme du métier.

Lors de 1’étape d’ultrafiltration le seuil de coupure des membranes est
avantageusement de 10 000 Daltons. |

Le cas échéant, la fraction comprenant les sucres de lupin obtenue suite a I’étape b)
est physiquement raffinée de facon a obtenir une solution incolore et parfaitement
déminéralisée, tres enrichie en galacto-oligosaccharides.

Dans le cadre de la présente invention, 1’extrait peptidique de lupin comprend au
moins 50%, avantageusement au moins 70%, de préférence au moins 80% en poids de
peptides, par rapport au poids total de I’extrait peptidique. L’extrait peptidique peut
notamment étre I’extrait peptidique de lupin décrit par les inventeurs dans la demande
de brevet internationale WO 00/62789.

L’extrait peptidique de lupin selon I'invention est avantageusement susceptible
d’étre obtenu par un procédé comprenant les étapes suivantes :

1) extraction des lipides de la graine de lupin au moyen d’un solvant approprié et

récupération des fractions protéiques et saccharidiques du lupin ;

ii) extraction de la fraction protéique par ultrafiltration et récupération de ladite

fraction protéique ;

ii1) hydrolyse enzymatique des protéines, récupérées suite a I’étape ii), en

peptides ; et

iv) purification par ultrafiltration des peptides obtenus suite a 1’étape iii) ;
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V) concentration de I’extrait obtenu suite & 1’étape iv) par évaporation partielle ou

PCT/FR2005/000810

totale de 1’eau et récupération de I’extrait peptidique.

Le solvant approprié utilisé a 1’étape i) est avantageusement choisi dans le groupe

des solvants alimentaires non toxiques, notamment 1’éthanol.

5 Selon une variante avantageuse de I’invention, l’extrait peptidique de lupin

présente la composition en acides aminés donnée dans le tableau 1 suivant

(pourcentage en poids par rapport au poids total d’acides aminés) :

aminoacides % en poids par rapport au poids total d’acide animé
ASP 11,3
GLU 23,2
SER 5,1
HIS 1,7
~ GLY 3,4
THR 3,2
ALA 2,8
ARG 10,3
TIR 6,1
CYS-CYS 2,4
VAL 3,8
MET 0,2
PHE 16,0
ILE 3,3
LEU 7,9
LYS 3,7
PRO 4.4
Tableau 1
10 Selon une variante avantageuse de ’invention, dans ’extrait total de lupin (sucres

et peptides de lupin), le rapport massique entre la matiére séche de 1’extrait de sucres
de lupin et la mati¢re séche de 1’extrait peptidique de lupin est compris entre 1 et 10,

avantageusement entre 1,5 et 5, encore plus avantageusement entre 2 et 3, et de

oréférence ce rapport est d’environ 2,5.
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Selon une variante avantageuse de 1’invention, dans I’extrait total de lupin (sucres
et peptides de lupin), le rapport massique entre les galacto-oligosaccharides et les
peptides de lupin est compris entre 1 et 10, avantageusement entre 1,5 et 5, encore plus
avantageusement entre 2 et 3, et de préférence ce rapport est d’environ 2,5. Dans la
graine originelle de lupin, le rapport massique entre les galacto-oligosaccharides et les
peptides est d’environ 0,75.

Ainsi, dans le cadre de la présente invention, I’extrait total de lupin comprend 25 a
80% en poids de galacto-oligosaccharides, par rapport au poids de la matiére séche
dudit extrait total, avantageusement 30 & 75% en poids de galacto-oligosaccharides
encore plus avantageusement 33 4 68% en poids de galacto-oligosaccharides, encore
plus avantageusement 40 a 60% en poids de galacto-oligosaccharides, encore plus
avantageusement 43 a 53% en poids de galacto-oligosaccharides, encore plus
avantageusement 45 a 51% en poids de galacto-oligosaccharides, par rapport au poids
de la maticre séche de I’extrait total de lupin.

Dans le cadre de la présente invention, le lupin est avantageusement choisi dans le
groupe constitué par les variétés lupinus angustifolius, lupinus albus, lupinus luteus,
lupinus mutabilis, de préférence le lupin est du genre lupinus albus. Comme exemple
de lupin du genre lupin blanc doux (lupinus albus), on peut notamment citer la variété
Ares, qui présente un faible teneur en alcaloides.

La composition selon P’invention peut en outre comprendre, d’une maniére

facultative, un dérivé de chromane ou de chromeéne répondant a la formule générale (I).
R6

R5

dans laquelle :
la ligne en pointillés représente une liaison additionnelle ou un défaut de liaison
additionnelle ;
R, représente un atome d’hydrogéne, un radical hydroxy, un radical méthoxy, un
radical phényle, un radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes hydroxy, un radical
phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes méthoxy ou un radical phényle substitué par un

radical flavone de formule :
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R, représente un atome d’hydrogéne, un radical hydroxy, un radical méthoxy, un
radical phényle, un radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes hydroxy ou un
radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes méthoxy

ou bien R, et R, forment ensemble un cycle benzénique ;

R; représente un atome d’hydrogene, un radical hydroxy ou un radical oxo ;

R4, Rs et Ry, identiqués ou différents, représentent un atome d’hydrogéne, un radical
hydroxy, un radical méthoxy, un radical phényle, un radical phényle substitué par 1, 2
ou 3 groupes hydroxy ou un radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes méthoxy.

Dans un mode de réalisation particulier de la présente invention, le dérivé de
chromane ou de chromeéne est choisi dans le groupe constitué par les chromones, les
xanthones et les flavonoides. Selon la présente invention, le dérivé de chromane ou de
chromene est avantageusement un flavonoide.

Par le terme de « flavonoide », on entend, au sens de la présente invention, des
composés comprenant deux cycles aromatiques liés entre eux par trois atomes de
carbone qui forment.comme un hétérocyle oxygéné. Selon la présente invention, le
flavonoide est avantageusement choisi dans le groupe constitué par les flavones, les
flavonols, les dihydro-2,3-flavonols, les flavanones, les flavanols, les flavandiols, les
isoflavonoides et les biflavonoides.

Par le terme de «flavanol », on entend, au sens de la présente invention, les
hydroxy-3-flavanes ou les hydroxy-4-flavanes.

Par le terme de «flavane », on entend, au sens de la présente invention, les

L

Par le terme de « flavandiol », on entend, au sens de la présente invention, les

composés de formule :

dihydroxy-3,4-flavanes.
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Par le terme de « isoflavonoide », on éntend, au sens de la présente invention, les
isoflavones, ainsi que les isoflavones de formule développée 3-phényl-4-oxo-dihydro-
2,3-chromeénes.

Par le terme de « biflavonoide », on entend, au sens de la présente invention, des

5  composés de formule :

Selon la présente invention, le flavonoide est avantageusement une isoflavone ou
un mélange d’isoflavones. Les isoflavones utilisables selon la présente invention sont
obtenues par synthése chimique ou sont des substances naturelles extraites de produits

10 naturels, notamment a partir de végétaux. On distingue des formes aglycones, des
isoflavones et les formes- glycosylées de ces derniéres. Ces diverses formes sont
illustrées par les formules suivantes.

Formes aglycones de formule :
HO 0

15 dans laquelle R’; représente un atome d’hydrogéne ou un groupe hydroxy, R’;

représente un atome d’hydrogéne ou un groupe méthoxy et R’; représente un groupe

hydroxy.
Avantageusement, selon la présente invention, R’j, R’; et R’; représentent :
R’ R’ R’; Nom du composé
H H OH Daidzéine
OH H OH Génistéine
H OCHj; OH Glycitéine

Formes glycosylées de formule :
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0
OH
HO
OH

OH

dans laquelle R’; représente un atome d’hydrogéne ou un groupe hydroxy, R’s
représente un atome d’hydrogéne ou un groupe méthoxy et R’ représente un atome
d’hydrogene.

Avantageusement, selon la présente invention, R’4, R’s et R’s représentent :

R’y R’s R’ Nom du composé
H H _ H Daidzine

OH H H Génistine
H OCH3 H Glycitine

Les formes glycosylées des isoflavones sont les plus abondantes dans la nature.
Cependant, les isoflavones aglycones présentent des activités biologiques nettement
supérieures, a leurs homologues glycosylés. Tel est le cas des isoflavones naturelles
telles que la génistéine, la daidzéine ou la glycitéine.

L’isoflavone selon la présente invention est avantageusement choisie dans le
groupe constitué par la génistéine, la daidzéine et la glycitéine, avantageusement la
flavonoide est la génistéine. En particulier, la génistéine utilisable selon la présente

invention est un produit d’origine végétale titrant de 85 4 90% en poids.

La présente invention a également pour objet une composition cosmétique et/ou
pharmaceutique comprenént une composition telle que définie précédemment, c'est-a-
dire comprenant un extrait total de lupin, (eonstitué-d>un extrait de sucres de lupin et
extrait peptidique de lupin), et en outre, éventuellement, un dérivé de chromane ou de
chromeéne.

La composition cosmétique et/ou pharmaceutique est avantageusement destinée a
un usage externe topique, elle peut par ailleurs contenir un support cosmétiquement
et/ou pharmaceutiquement acceptable.

La composition cosmétique et/ou pharmaceutique, qui est mise en ceuvre

avantageusement selon la présente invention, peut se présenter sous toutes les formes



WO 2005/102259 PCT/FR2005/000810

10

15

20

25

30

12

galéniques usuellement utilisées pour une épplication externe topique. Selon la
présente invention, la composition se présente avantageusement sous forme d’une
solution aqueuse, hydroalcoolique ou huileuse, d’une émulsion huile-dans-eau ou eau-
dans-huile ou multiple, d’un gel aqueux ou huileux, d’un produit anhydre liquide,
pateux ou solide, ou d’une dispersion d’huile dans une phase aqueuse a l'aide de
sphérules, les sphérules pouvant étre des nanoparticules polymériques, telles que les
nanospheres et les nanocapsules, ou des vésicules lipidiques de type ionique et/ou non-
ionique. La composition cosmétique peut étre plus ou moins fluide, se présenter sous
forme de créme blanche ou colorée, de pommade, de lait, de lotion, d’onguent, de
sérum, de pate, de mousse, d’aérosol ou de stick.

La composition cosmétique et/ou pharmaceutique mise en ceuvre selon la présente
invention peut par ailleurs contenir les adjuvants habituels dans le domaine cosmétique
et/ou pharmaceutique, tels que les gélifiants hydrophiles ou lipophiles, les actifs
hydrophiles ou lipophiles, les conservateurs, les anti-oxydants, les solvants, les
parfums, les charges, les filtres chimiques ou minéraux, les pigments, les agents
chélateurs, les absorbeurs d’odeur, les eaux thermales et les matiéres colorantes. Les
quantités de ces différents adjuvants sont celles classiquement utilisées en cosmétique
et/ou phaﬁnaceutique, et par exemple de 0,01% a 20% en poids, par rapport au poids
total des compositions cosmétiques et/ou pharmaceutiques. Ces adjuvants, selon leur
nature, peuvent étre introduits dans la phase grasse, dans la phase aqueuse, dans les
vésicules lipidiques et/ou dans les nanoparticules.

Lorsque la composition selon la présente invention est une émulsion, la proportion
de la phase grasse peut aller de 5% a 80% en poids, de préférence de 5% a 50% en
poids, par rapport au poids total de la composition cosmétique et/ou pharmaceutique.
Les huiles, les émulsionnants et les co-émulsionnants utilisés dans la composition
cosmétique et/ou pharmaceutique sous forme d’émulsion sont choisis parmi ceux
classiquement utilisés dan leur domaine considéré. L’émulsionnant et le co-
émulsionnant sont présents dans la composition en une proportion allant de 0,3% a
30% en poids, de préférence de 0,5% a 20% en poids, par rapport au poids total de la
composition cosmeétique.

Parmi les huiles utilisables selon la présente invention, on peut citer notamment les

huiles minérales, d’autres huiles d’originale végétale (huile d’abricot, de tournescl, de
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prune), les huiles d’origine animale, les huiles de synthése, les huiles siliconées et les
huiles fluorées (perfluoropolyéthers). Des alcools gras, tels que ’alcool cétylique, des
acides gras ou des cires, telles que la cire d’abeille, peuvent également étre utilisées en
tant que maticres grasses selon la présente invention.

Parmi les émulsionnants et coémulsionnants utilisables selon la présente
invention, on peut citer notamment les esters d'acide gras et de polyéthyléne glycol,
tels que le stéarate de PEG-40 ou le stéarate de PEG-100, les esters d'acide gras et de
polyol, tels que le stéarate de glycérol et le tristéarate de sorbitan.

Parmi les gélifiants hydrophiles utilisables selon la présente invention, peuvent
notamment étre cités les polymeéres carboxyvinyliques (carbomére), les copolyméres
acryliques tels que les copolyméres d'acrylate/alkylacrylate, les polyacrylamides, les
polysaccharides, les gommes naturelles et les argiles. Parmi les gélifiants lipophiles,
peuvent notamment étre cités les argiles modifiées telles que les bentones, les sels
métalliques d'acides gras, la silice hydrophobe et les polyéthylénes.

Les compositions cosmétiques et/ou pharmaceutiques selon I’invention peuvent
également étre formulées comme produits d’hygiéne corporelle, notamment d’hygiéne
intime. On peut citer de fagon non limitative les produits anti-transpirants, déodorants
sous forme de spray ou gel, les shampooings, notamment anti-pelliculaires, les savons;

et les produits d’hygiéne dentaire,

La présente invention a également pour objet ’utilisation d’une composition
comprenant un extrait de sucres de lupin, qui comprend au moins 50% en poids, par
rapport au poids total de la matiére séche, avantageusement de 55 4 90% en poids,
encore plus avantageusement de 57 a 85% en poids, encore plus avantageusement de
60 a 80% en poids, et encore plus avantageusement de 65 & 75% en poids, par rapport
au poids total de la matiére séche, de galacto-oligosaccharides, en tant qu’agent anti-
inflammatoire.

En effet, les inventeurs ont découvert que I’extrait de sucres de lupin selon la
présente invention présente une action anti-inflammatoire. Il peut donc étre utilisé dans
la fabrication d’un médicament, notamment destiné au traitement ou a la prévention
des réactions ou pathologies allergiques, inflammatoires et/ou irritatives de la peau

et/ou des muqueuses. En particulier, les pathologies inflammatoires, peuvent étre des
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“dermatoses inflammatoires telles que le psoriasis, des dermites irritatives, des maladies

auto-immunes, une photo-immuno-suppression ou un rejet de greffe. Par « photo-
immuno-suppression » au sens de la présente invention, on entend désigner une
diminution de la réponse immunitaire induite par les ultra-violets solaires, et plus
particulierement par les ultra-violets B.

Selon un mode de réalisation de la présente invention, le médicament comprenant
un extrait de sucres de lupin est destiné au traitement ou a la prévention des peaux
et/ou des muqueuses sensibles, réactives, inconfortables, intolérantes, présentant un
trouble de la barri¢re cutanée et/ou présentant un déséquilibre immunologique lié au
vieillissement intrinséque, extrinséque (soleil, pollution) ou hormonal.

Selon une autre variante de l’invention, I’extrait de sucres de lupin est
également utilisé pour diminuer le caractére allergisant et/ou irritant d’une composition
telle qu’une préparation pharmaceutique, une préparation cosmétique ou un parfum.
Par caractere allergisant, on entend le pouvoir de certains composés contenus dans les
dites compositions de se comporter comme des allergénes, c’est-a-dire des composés
capables d’induire une réaction d’hypersensibilité immédiate et/ou inflammatoire.

La présente invention concerne également une méthode de traitement cosmétique
des peaux et/ou des muqueuses sensibles, irritées, intolérantes, a tendance allergique,
agées, présentant un trouble de la barriére cutanée, présentant des rougeurs cutanées,
ou présentant un désordre ou un déséquilibre immunologique non pathologique lié¢ au
vieillissement intrins€que, extrinséque ou hormonal, caractérisée en ce qu'elle consiste
a appliquer sur la peau et/ou les muqueuses un extrait de sucres du lupin ou une

composition cosmétique comprenant ledit extrait.

La présente invention concerne également [’utilisation d’une composition
comprenant un extrait total de lupin, (extrait de sucres de lupin et extrait peptidique de
lupin), et en outre, éventuellement, un dérivé de chromane ou de chroméne, pour la
fabrication d’un médicament. Le médicament est notamment destiné a la prévention
et/ou au traitement des érythémes, en particulier des érythémes fessiers ou des
érythémes solaires, de la couperose, ainsi que toute inflammation cutanée consécutive :

i) a une agression externe ; et/ou

it) a un dysfonctionnement du métabolisme ou de la structure de la peau.
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Dans le cadre de la présente invention, on entend par [’expression
« dysfonctionnement du métabolisme ou de la structure de la peau », le terme « peau »
représentant la peau kératinisée ou des muqueuses orales, gingivales, nasales ou
vaginales, toutes les agressions, les déséquilibres, les anomalies de la barriére cutanée,
entrainant un inconfort ou une pathologie, qui peuvent étre aggravés par un événement
externe ou des facteurs endogeénes : sécheresse, ichtyose, ulcéres...De méme on
entend par ladite expression toutes les maladies inflammatoires cutanées provoquant
ou siégeant sur une barriére cutanée dégradée : atopie, psoriasis, dermite séborrhéique,
acnée, erythro-couperose ou rosacée ainsi que les maladies ou dysfonctionnements
faisant le lit ou étant provoquées par des germes pathogenes ou non. Cette énumération
de pathologies n’a pas de caractere limitatif car bien souvent altération de la barriere
inflammation et prolifération bactérienne ou fongique sont liées.

Dans le cadre de la présente invention, 1’agression externe peut €tre une agression
induite par des irradiations UVA et/ou UVB. Dans le cas d’un érytheme solaire, les
compositions cosmétiques ou les médicaments selon la présente invention sont
appliqués directement sur la peau avant et/ou pendant et/ou aprés exposition au soleil,
et avantageusement apres 1’apparition d’un érythéme sur la peau. L’agression externe
peut aussi étre toutes agressions météorologiques (froid, vent) et tout contact avec un
irritant, un allergéne chimique ou naturel ou un agent rubéfiant. Il peut s’agir
également des frottements répétitifs des couches de ’enfant, de la femme ou du
vieillard mais aussi consécutif a un geste médical ou chirurgical (laser, peeling,
épilation électrique, électrocoagulation). De méme la macération des plis et des
aisselles ou des muqueuses optimise par 1’occlusion la prolifération des germes et
I’inflammation.

La composition selon 1’invention, comprenant un extrait total de lupin, présente
une triple activité anti-enzymatique, c'est-a-dire une activité anti-protéase, une activité
anti-lipase et une activité anti-uréase combinées.

Ainsi, la composition selon I’invention peut étre utilisée pour la fabrication d’un
médicament destiné & la prévention et/ou au traitement des réactions ou pathologies
allergiques, inflammatoires et/ou irritatives de la peau et/ou des muqueuses. La
composition selon 1’invention peut également étre utilisée comme agent pour favoriser

la cicatrisation.
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La présente invention concerne également une méthode de traitement cosmétique
des peaux et/ou des muqueuses sensibles, irritées, intolérantes, a tendance allergique,
agées, présentant un trouble de la barriére cutanée, présentant des rougeurs cutanées,
ou présentant un désordre ou un déséquilibre immunologique non pathologique lié au
vieillissement intrinséque, extrinséque ou hormonal, caractérisée en ce qu'elle consiste
a appliquer sur la peau et/ou les muqueuses un extrait total de lupin ou une
composition cosmétique comprenant ledit extrait.

La présente invention concerne aussi une méthode de traitement cosmétique pour
réguler le pH de la peau, caractérisée en ce qu'elle consiste & appliquer sur la peau
et/ou les muqueuses un extrait total de lupin ou une compoéition cosmétique
comprenant ledit extrait.

La présente invention concerne enfin une méthode de traitement cosmétique pour
réparer 1’état de surface de la peau, notamment pour réparer des lésions de la barriére
cutanée, caractérisée en ce qu'elle consiste a appliquer sur la peau un extrait total de
lupin ou une composition cosmétique comprenant ledit extrait.

Lorsque la peau est soumise i) a une agression externe ; et/ou

i1) 4 un dysfonctionnement de son métabolisme ou
de sa structure,

sa surface peut étre altéreé et/ou on peut observer des lésions de la barriére cutanée.

Les exemples suivants sont donnés a titre non limitatif et illustrent la présente
invention.

La figure 1 représente la quantité d’IL-la relargué par les kératinocytes, en
fonction du temps (cinétique de relarguage).

La figure 2 représente I’activité anti-uréase de la formule exemplifiée a I’exemple
3, illustrée par la valeur du pH en fonction du temps lors de 1’ajout d’une solution
d’uréase.

La figure 3 représente le pourcentage d’inhibition de Iactivité lipase par rapport a
un témoin pour une solution testée plus ou moins diluée. Les valeurs données (1/1200,

1/120, 1/48 et 1/12) correspondent aux dilutions de la solution testée (v/v).
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Exemple 1 : Composition d’un extrait total de lupin selon I’invention

Critéres de composition

Aspect Solution aqueuse de couleur jaune péle
Teneur en matiere séche (MS) 35 %

Teneur en peptides totaux 10 %

% azote alpha-aminé 55

(équivalent leucine/MS)

Teneur en galacto-oligosaccharides de lupin 48 %

(% HPLC / MS)

pH 6,5

Absorbance a 420 nm 0,420

Absorbance a 550 nm 0,024

Conservateur 0,45 %
Tableau 2

La matiere séche est constituée des peptides et des sucres de lupin, ainsi
Pextrait total de lupin comprend 25% en poids de sucres, par rapport au poids total de
I’extrait. Ainsi, dans cet extrait total de hipin, le rapport extrait de sucres de lupin sur
extrait peptidique de lupin est de 2,5. Cet extrait total de lupin comprend 48% en poids
de galacto-oligosaccharides, par rapport au poids total de la matiére séche dudit extrait
total. Ainsi, ’extrait de sucres de lupin comprend 67,2 % en poids de galacto-

oligosaccharides, par rapport au poids total de la matiére séche dudit extrait de sucres.

Exemple 2 : procédé de préparation d’un extrait total de lupin selon I’invention
A) Procédé de préparation d’un extrait de sucres de lupin
a) Délipidation a I’éthanol

On mélange 9,9 kg farine de lupin a 85 L d’éthanol et on maintient ce mélange

sous agitation 1h a température ambiante. Ensuite, on laisse le mélange se décanter
puis on élimine la fraction alcoolique.

b) Récupération de la fraction saccharidique :

1) Dispersion dans ’eau et ajustement du pH

On ajoute 90 L d’eau a la fraction décantée puis on ajustement le pH 4 8,5 a

I’aide de soude.
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1i) Centrifugation et filtration avec un filtre a plaques

La solution ainsi obtenue est centrifugée sur décanteur continu type Westfalia,
puis filtrée sur filtre a plaques. On récupére le filtrat.

iii) Ultrafiltration avec une membrane de seuil de coupure 10kDa et

concentration

Le filtrat est concentré par un facteur 2. On effectue ensuite une diafiltration
par 2 volumes d’eau déminéralisée (soit 140 L d’eau déminéralisée) et on récupére
I’ultrafiltrat, qui est ensuite concentré avec une membrane de seuil de coupure 200 Da
(facteur de concentration égal a 8), soit un volume total de sucres concentrés de 15 L.
c) Raffinage physique de la fraction saccharidique :

1) Déminéralisation et concentration

Les sucres concentrés obtenus passent a travers 2 colonnes de résines

échangeuses d’ions montées en série (échangeuse de cations et échangeuse d’anions
respectivement) puis ils sont concentrés par nanofiltration (membrane de seuil de
coupure 200 Da). On récupére des sucres déminéralisés concentrés (4 L a 17 g/L de
sucres).

ii) Décoloration au charbon actif

0,1 kg de charbon est ajouté aux 4 L de solution de sucres. On laisse agir 1
heure a température ambiante puis on filtre avec un filtre a plaques.

ii1) Concentration finale

Le filtrat récupéré est concentré par nanofiltration avec une membrane de seuil
de coupure 200 Da. Au final, on obtient 2,46 kg de solution de sucres 4 275 g/L.

B) Procédé de préparation d’un extrait peptidique de lupin

a) Extraction et purification des protéines de lupin

Cette étape comprend une solubilisation aqueuse de la fraction soluble & pH
alcalin suivie d'une séparation des insolubles :

A partir du tourteau de lupin délipidé et broyé, 1'extraction des protéines est
réalisée a pH 9,0 (pH ajusté par ajout de soude) avec un ratio farine/eau égal a 1/10
(p/p). La solution est incubée sous agitation a température ambiante pendant une heure.
La partie insoluble du tourteau est ensuite séparée de la partie soluble par essorage. Le

giteau obtenu est lavé. La fraction soluble contenant les protéines et les sucres solubles
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est diafiltrée sur un module d'ultrafiltration de seuil de coupure de 10 000 daltons afin
de séparer les protéines(rétentat) des sucres solubles (ultrafiltrat).

b) Production et purification de peptides par hydrolyse enzymatique :

Le rétentat d'ultrafiltration contenant les protéines est ajusté a la concentration
de 100 g/1 puis hydrolysé a pH 8,0 en présence de glucanase a 55°C pendant 3 heures
environ. Aprés hydrolyse, 1'enzyme est dénaturée par traitement thermique pendant 15
min a 85°C. Dés que la solution est refroidie, elle est neutralisée par ajout d'acide
chlorhydrique. Les peptides obtenus sont purifiés par diafiltration sur module
d'ultrafiltration de seuil de coupure de 10 000 daltons. La solution obtenue est ensuite
nanofiltrée afin de dessaler (élimination du chlorure de sodium) et de concentrer la
fraction peptidique. La solution de peptides est enfin décolorée al'aide de charbon actif
3 % (1 heure a 50°C), le charbon étant éliminé par filtration.

La solution concentrée a deshydrater est ensuite injectée sous forme d’un fin
brouillard en haut d’une tour en méme temps qu’un courant d’air chaud. Enfin, la
poudre est récupérée, séchée par atomisation puis conditionnée.

C) Réalisation de 1’Extrait Total de Lupin

On mélange D’extrait peptidique de lupin, I’extrait de sucres de lupin et le
conservateur. Ainsi, sous agitation, on mélange :
- 2,46 kg de sucres de lupin a 275 g/L MS soit 0,676 Kg de MS ;
- 0,32 kg d’extrait peptidique de lupin a 95 % de MS, soit 0,304 Kg de MS ; et
- 12,5 g de conservateur (0,4% p/p).
On a alors un rapport massique MS sucres de lupin / MS extrait peptidique de
lupin de 2,22.
On homogénéise ensuite sous agitation mécanique puis on effectue une microfiltration
stérilisante et un conditionnement :
- Filtration en 2 étapes : filtre & plaques puis en conditions stériles avec une
cartouche stérilisante de seuil de coupure 0,2 pm ;
- Conditionnement .
Quantité produite : 2,6 kg a 36,2 % de MS.
Le tableau 3 suivant donne la composition de 1’extrait total de lupin préparé suivant le

procédé décrit ci-dessus :
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Aspect Solution 1égérement orangée
Criteres analytiques
Matiére seche (MS) 36,2 %
pH (dilution %) , . 6,69
Absorbance a 420 nm 0,6
Absorbance a 550 nm 0,053
Composition de la matiere séche
Azote o - aminé 5,1 % P/P de MS
% en poids / poids de | % en poids / poids de
Pextrait total MS de I’extrait total
Monosaccharides 3,6 10
Saccharose 4 11
Stachyose 12,9 35,6
Verbascose 2 5,5
Raffinose 2,5 6,9
Total sucres 25 69
Total galacto-oligosaccharides 17,4 48
Tableau 3

Exemple 3: Formulation destinée au traitement et/ou A la prévention de

I’érythéme fessier :

5 Eau purifiée 56,6 %
Oxyde de zinc 10,0 %
Caprylyl glycol 5,0%
Huile vaseline fluide 5,0 %

Dioctanoate de propyléne glycol 4,0 %

10 Méthyl glucose dioléate 4,0%
Oxyde de titane organophile 3,0%
PEG-45/dodécyl glycol copolymeére 3,0 %
Cire de cérésine 2,0%
Extrait total de lupin 2,0 %

15 Penthanol dextrogyre 2,0%
Vitamine F neutre a 35% 1,0 %
Beurre de karité 1,0%
Sorbate de potassium 0,5 %

Parahydroxybenzoate de méthyle 0,3 %
20 Sulfate de magnésium 0,3 %
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Parahydroxybenzoate de propyle 0,2 %

Génistéine 0,10 %

Exemple 4 : Formulation pour une créme lavante hygiéne intime

Ingredients % wiw
Eau QSP 100
Coco-Glucoside 10,00
Disodium Lauryl Sulphosuccinate 2,00
Sodium Cocoyl Iséthionate 2,00
Amidon de mais 2,00
Alcool Cetéarylique 2,00
Hydroxypropyl Guar 2,00
Acide citrique QS pH
Extrait Total de Lupin 0,1a10
Génistéine 0,1a10
Glycérine " : 0,45
Polyquaternium 10 ' 0,30
Tétrasodium EDTA (acide éthyléne diamine 0.20
tétraacétique) ’
Dioxyde de Titane 0,10
Conservateur QS

5

Exemple 5 : Formulation pour un moussant hygiéne intime

Ingredients Y% wiw
Eau QSP 100
Sodium Lauroamphoacétate 10,00
Coco-Glucoside 10,00
Magnésium Laureth Sulfate 5,00
PEG-40 Glycéryl Cocoate 2,50
PEG-150 Distéarate 1,00
Sodium Coceth Sulfate 1,00
Extrait Total de Lupin 0,1a10
Génistéine 0,1a10
Acide Citrique QS pH
Parfum QS
Conservateurs QS
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Exemple 6: Formulation destinée au traitement et/ou a la prévention de

P’érythéme fessier :

Eau purifiée 56,7 %
Oxyde de zinc 10,0 %
Caprylyl glycol 5,0%
Huile vaseline fluide 5,0 %

Dioctanoate de propyléne glycol 4,0 %

Méthyl glucose dioléate 4,0 %
Oxyde de titane organophile 3,0%
PEG-45/dodécyl glycol copolymére 3,0 %
Cire de cérésine 2,0%
Extrait total de lupin 2,0%
Penthanol dextrogyre 2,0%
Vitamine F neutre a 35% 1,0%
Beurre de karité 1,0 %
Sorbate de potassium 0,5 %

Parahydroxybenzoate de méthyle 0,3 %
Sulfate de magnésium 0,3 %
Parahydroxybenzoate de propyle 0,2 %

Exemple 7 : Activité anti-inflammatoire des sucres de lupin

Une inflammation a ét¢ modélisée in vitro par ’addition de SDS (sodium
dodécyl sulfate). Le SDS induit une production d’IL-1 béta, médiateur clé¢ de la
réaction inflammatoire, par les kératinocytes. La quantité d’IL-1 béta produite par les
kératinocytes en réponse au SDS est donc proportionnelle & I’intensité de la réponse
inflammatoire.

Une cytoxicité cellulaire a été préalablement réalisée (test au rouge neutre) afin
de déterminer des doses de travail non toxiques pour les cellules. Ainsi, la
concentration inhibitrice 50 ICsy (concentration qui induit une mortalité de 50% des
cellules, par rapport au nombre total de cellules) est d’environ 10% de 1’extrait de

sucres de lupin a 24 heures et 48 heures.
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Les cellules sont pré-traitées pendant 24 heures avec différentes concentrations
d’une solution d’extrait de sucres de lupin (0,5% ; 1% et 5%, soit 0,375% ; 0,75% et
3,75% de galacto-oligosaccharides), puis sont mises en présence de SDS (20 pg/ml)
pendant 16 heures. La quantité d’IL-1 béta est dosée dans les milieux de culture par un
test ELISA (dosage immunologique).

Le tableau 4 suivant représente les résultats obtenus.

Cellules SDS 0,5% d’extra_it de 1% d’extrait de 5% d’extrait de
contrles sucres de lupin sucres de lupin sucres de lupin
IL-1 béta
0,26 10,42 5,25 6,33 3,83
(pg/ml)
Tableau 4

Ainsi, les sucres de lupin diminuent de 50 & 60% (pour la plus forte
concentration utilisée soit 5%) la production d’IL-1 béta par des kératinocytes soumis
a un stress inflammatoire. Les sucres de lupin possédent donc une activité anti-

inflammatoire trés signiticative.

Exemple 8 : Activité anti-inflammatoire de I’extrait total de lupin (su.cres de lupin
enrichis en galacto-oligosaccharides et peptides de lupin)

Le protocole expérimental est identique & celui de I’exemple 7. Les résultats sont
exprimés en pourcentage d’inhibition de la synthése d’IL-1 béta par des cellules

traitées (sucres + peptides + SDS) par rapport a des cellules non traitées (SDS seul).

Pourcentage de galacto- 0,375 0,75 3,75 0,01 0,375 0,75 3,75
oligosaccharides
Pourcentage de peptides 0 0 0 0 0,01 0,01 0,01
% d’inhibition 49 39 63 18 90 88,5 95

Tableau 5
Les peptides de lupin seuls présentent donc une activité anti-inflammatoire modérée.
De maniére tout a fait inattendue, lorsque les peptides et les sucres de lupin sont
utilisés simultanément, I’activité anti-inflammatoire des sucres est potentialisée, et vice
versa. Les sucres et les peptides de lupin agissent donc en synergie pour inhiber

I’inflammation induite par le SDS.
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Exemple 9: Activité anti-inflammatoire d’une composition comprenant un
extrait total de lupin (sucres de lupin enrichis en galacto-oligosaccharides et
peptides de lupin) et un dérivé de chroméne ou de chromane

On a testé la formule exemplifiée a I’exemple 3.

Une inflammation a ét€é modélisée in vitro, sur un modeéle d’épiderme
reconstruit (Skinethic®) exposé a I’action du SLS (sodium lauryl sulfate). La quantité
d’IL-1, médiateur majeur des phénomenes irritatifs et inflammatoires relargué par les
kératinocytes, a été quantifiée & plusieurs temps (cinétique de relarguage).

La formule a été appliquée sur les épidermes soit avant ’ajout de SLS
(évaluation de D’effet préventif), soit aprés 1’ajout de SLS (évaluation de I’effet
curatif).

Le SLS induit une production d’IL-1c de fagon temps-dépendant. Durant les 8
premiéres heures, la formule testée diminue d’environ 40% la production et/ou le
relargage de I’IL-1¢, avec une efficacité comparable en prévention et curatif.

Au-dela de 8 heures, ’effet curatif (50% d’inhibition) semble supérieur a 1’effet
préventif (30% d’inhibition).

La Figure 1 ci-jointe représente les résultats obtenus (production de IL- 1 «

(pg/ml) en fonction du temps (heures)).

Légende :
—<——  Contrdle

---{3--- SLSseul

——-O——- SLS puis formule testée
—/L0—  Formule testée puis SLS

En conclusion, ce test démontre que la formule permet de limiter la réaction
inflammatoire induite par le SLS dans un modéle d’épiderme reconstruit. Son action

est a la fois curative et préventive.

Exemple 10 : Activité anti-uréase d’une composition comprenant un extrait total
de lupin (sucres de lupin enrichis en galacto-oligosaccharides et peptides de lupin)
et un dérivé de chroméne ou de chromane

On a testé la formule exemplifiée & ’exemple 3. Le protocole est basé sur la

mesure du pH. Dans une fiole, on introduit le produit a tester, on ajoute un tampon
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pH = 6 puis on ajoute une solution d’urée. Ensuite, on ajoute une solution d’uréase et
on mesure le pH de la phase aqueuse toutes les heures. L’'urée va se dégrader en
ammoniaque en présence d’uréase et le pH va augmenter. Une activité anti-uréase se
traduira par une stabilisation du pH. La Figure 2 ci-jointe représente les résultats
obtenus (pH en fonction du temps exprimé en heures).

Légende :

—{}+— Témoin

——¢— Formule selon I’invention

Le témoin correspond & une solution d’urée et d’uréase sans produit actif.
L’uréase va dégrader I’urée en ammoniaque.

L’activité anti-uréase du produit fini a pu étre démontré par ce test. En effet,
alors que le pH de la solution témoin augmente, celui contenant la formule de

I’exemple 3 reste stable.

Exemple 11 : Activité anti-lipase d’une composition comprenant un extrait total
de lupin (sucres de lupin enrichis en galacto-oligosaccharides et peptides de lupin)
et un dérivé de chroméne ou de chromane

L’activité anti-lipase d’une solution contenant, par rapport au poids total de la
solution, 2% en poids d’un extrait total de lupin selon I’invention (sucres de lupin
enrichis en galacto-oligosaccharides et peptides de lupin, le rapport massique entre la
maticre seche de 1’extrait de sucres de lupin et la mati¢re séche de 1’extrait peptidique
de lupin étant de 2,5) et 0,1% en poids de génistéine a été évaluée in tubo (modéle
biochimique : lipase + substrat + produit a I’essai).

Différentes dilutions ont été testées.

La Figure 3 ci-jointe représente les résultats obtenus (pourcentage d’inhibition
de 1’activité lipase par rapport au témoin, pour différentes dilutions : 1/1200, 1/120,
1/48 et 1/12). Le mélange extrait total de lupin + génistéine présente une activité anti-
lipase hautement significative. Cette activité est dose-dépendante et effective pour des

dilutions tres faibles (de 1/1200 a 1/12).
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Exemple 12 : Test consommateur sous contréle médical ; évaluation comparative
de 3 produits cosmétiques pour le soin de I’épiderme fessier du bébé

Cette étude a été réalisée chez des pédiatres et elle a inclus 127 enfants. L’age
moyen des enfants était de 10,6 mois, 30% d’entres eux avaient une irritation de
I’épiderme fessier d’intensité légere et 70% une irritation d’intensité modérée (88%
avec une irritation séche, 12% une irritation suintante).

Apres sa premiere consultation le médecin prescrivait ’une des 2 crémes du
protocole sans en connaitre le nom: A= formule de I’exemple 3, B= formule de
I’exemple 3 sans principe actif, c'est-a-dire sans extrait total de lupin et sans
1soflavone.

Les crémes étaient appliquées systématiquement aprés chaque change, pendant 10
a 30 jours. A I’issue de chaque consultation a JO, J15 et a J30, le praticien réalisait un
examen clinique et remplissait un questionnaire. Un questionnaire d’auto-évaluations
était ¢galement proposé aux utilisateurs (méres).

Les analyses statistiques ont utilisé des tests du Khi2 d’indépendance de chaque
variable, des tests non paramétriques de Kruskal et Wallis et de Mann et Whitney.

Les enfants étaient répartis de la maniére suivante : A: 87 enfants testés, B : 40 enfants
testés.

a) Disparition des irritations de I’épiderme fessier

L’application aprés chaque change de la formule A a permis la disparition
totale de I’érythéme fessier au bout de 4,9 jours chez 85% des bébés testés
L’application aprés chaque change de la formule B a permis la disparition totale de
I’érythéme fessier au bout de 5,1 jours chez 73% des bébés testés. La formule A a ainsi
obtenu le plus fort pourcentage de disparition totale des érythémes, troubles de la
barriere et des irritations de 1’épiderme fessier.

Dans les populations restantes 1’évolution des 1ésions étaient favorables mais
partielles. _

b) Résultats des questionnaires des auto-évaluations des utilisateurs (méres)
Les performances globales des formules A et B sont indiquées dans le tableau n°6. La
comparaison des performances de la formule A a la formule B a permis de confirmer

sa supériorité, statistiquement significative, sur la majorité des critéres évalués.
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Criteres évalués
Efficacité A A/B
le produit calme les irritations 92% S
favorise la réparation des lésions 91% S
réduit les récidives de 1'érythéme 80% S
Agrément cosmétique
consistance épaisse et couvrante 97% S
bonne tenue entre deux changes 94% S
adapté au soin du change bébé 94% S
niveau de satisfaction pour le produit 94% S

Tableau n°6

S : Critéres ou la différence constatée entre les 2 produits est statistiquement significative
Conclusion : La formule A a permis la disparition rapide et totale des érythémes et

5 lésions en 4,9 jours dans 85% des cas.
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REVENDICATIONS

. Composition comprenant un extrait total de lupin constitué d’un extrait de sucres

de lupin, qui comprend au moins 50% en poids, par rapport au poids de la
matiere séche de I’extrait de sucres, de galacto-oligosaccharides, et d’un extrait

peptidique de lupin.

. Composition selon la revendication 1, caractérisée en ce que ’extrait de sucres

comprend 55 & 90% en poids par rapport au poids de la matiére séche de 1’extrait

de sucres, de galacto-oligosaccharides.

. Composition selon la revendication 1 ou 2, caractérisée en ce que les galacto-

oligosaccharides sont choisis dans le groupe constitué par le verbascose, le

stachyose et le raffinose.

Composition selon 1’'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que ’extrait de sucres est susceptible d’étre obtenu par un
procédé comprenant les étapes suivantes :
extraction de lipides de la graine de lupin au moyen d’un solvant approprié et
récupération des fractions protéiques et saccharidiques du lupin ; puis
a partir de la fraction récupérée a 1’étape a), séparation de la fraction
comprenant les sucres de lupin par ultrafiltration et récupération de ladite
fraction saccharidique ; et
le cas échéant, raffinage physique de la fraction comprenant les sucres de lupin
récupérée suite a I’étape b) ;
obtention suite a 1’étape b) ou c) d’un extrait de sucres de lupin, trés enrichi en

galacto-oligosaccharides.

5. Composition selon I'une quelconque des revendications précédentes,

caractérisée en ce que le rapport massique entre les galacto-oligosaccharides et

les peptides de lupin est compris entre 1 et 10, avantageusement entre 2 et 3.



WO 2005/102259 PCT/FR2005/000810
29

6. Composition selon I’'une quelconque des revendications précédentes,

caractérisée en ce que 1’extrait peptidique comprend au moins 50% de peptides.

7. Composition selon 1’'une quelconque des revendications précédentes,
5 caractérisée en ce que 1’extrait peptidique de lupin est susceptible d’étre obtenu
par un procédé comprenant les étapes suivantes :

1) extraction des lipides de la graine de lupin au moyen d’un solvant approprié et
récupération des fractions protéiques et saccharidiques du lupin ;

i) extraction de la fraction protéique par ultrafiltration et récupération de ladite

10 fraction protéique ;

i1i) hydrolyse enzymatique des protéines, récupérées suite a 1’étape ii), en
peptides ; et

iv) purification par ultrafiltration des peptides obtenus suite a 1’étape iii) ;

v) concentration de I’extrait obtenu.suite a I’étape iv) par évaporation partielle ou

15 totale de I’eau et récupération de I’extrait peptidique

8. Composition selon I’'une quelconque des revendications précédentes,
caractérisée en ce que le lupin est choisi dans le groupe constitué par les variétés
lupinus angustifolius, lupinus albus, lupinus luteus, lupinus mutabilis, de

20 préférence le lupin est du genre lupinus albus.

9. Composition selon 1’une quelconque des revendications précédentes, caractérisée
en ce qu’elle comprend en outre un dérivé de chromane ou de chroméne

répondant a la formule générale (I)
R6

RS

25 R4 R3
@
dans laquelle :
la ligne en pointillés représente une liaison additionnelle ou un défaut de liaison

additionnelle ;
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R, représente un atome d’hydrogeéne, un radical hydroxy, un radical méthoxy,
un radical phényle, un radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes hydroxy,
un radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes méthoxy ou un radical

phényle substitué par un radical flavone de formule :

R, représente un atome d’hydrogene, un radical hydroxy, un radical méthoxy,
un radical phényle, un radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes hydroxy
ou un radical phényle substitué par 1, 2 ou 3 groupes méthoxy-

ou bien R; et R, forment ensemble un cycle benzénique ;

R3 représente un atome d’hydrogéne, un radical hydroxy ou un radical oxo ;

R4, Rs et Rg, identiques ou différents, représentent un atome d’hydrogéne, un
radical hydroxy, un radical méthoxy, un radical phényle, un radical. phényle
substitué par 1, 2 ou 3 groupes hydroxy ou un radical phényle substitué par 1, 2

ou 3 groupes méthoxy.

10. Composition selon la revendication 9, caractérisée en ce que le composé (a) est
choisi dans le groupe constitué par les chromones, les xanthones et les

flavonoides.

11. Composition selon la revendication 10, caractérisée en ce que le composé (a)
est un flavonoide, avantageusement choisi dans le groupe constitué par les
flavones, les flavonols, les dihydro-2,3-flavonols, les flavanones, les flavanols,

les flavandiols, les isoflavonoides et les biflavonoides.

12. Composition selon la revendication 11, caractérisée en ce que le flavonoide est
une isoflavone, ou un mélange d’isoflavones, avantageusement choisie dans le
groupe constitué par la génistéine, la daidzéine et la glycitéine.

13. Composition cosmétique comprenant une composition selon I’'une quelconque

des revendications précédentes et un excipient cosmétiquement acceptable.
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14. Composition pharmaceutique comprenant une composition selon 1’une
quelconque des revendications 1 & 12 et un excipient pharmaceutiquement

acceptable.

15. Utilisation d’une composition comprenant un extrait de sucres de lupin, qui
comprend au moins 50 en poids, par rapport au poids de la matiére séche, de

galacto-oligosaccharides, en tant qu’agent anti-inflammatoire.

10 16. Utilisation d’une composition selon la revendication 14, pour prévenir et/ou
traiter les érythémes, en particulier les érythémes fessiers ou les érythémes
solaires, la couperose, ainsi que toute inflammation cutanée consécutive i) a une
agression externe et/ou ii) a un dysfonctionnement du métabolisme ou de la
structure de la peau.

15

17. Méthode de traitement cosmétique des peaux et/ou des muqueuses sensibles,
irritées, intolérantes, a tendance allergique, agées, présentant un trouble de la
barriére cutanée, présentant des rougeurs cutanées, ou présentant un désordre ou
un déséquilibre immunologique non pathologique 1i¢ au vieillissement

20 intrinséque, extrinséque ou hormonal, caractérisée en ce qu'elle consiste a
appliquer sur la peau et/ou les muqueuses une composition selon la

revendication 13.

18. Méthode de traitement cosmétique pour réguler le pH de la peau, caractérisée

25 en ce qu'elle consiste a appliquer sur la peau et/ou les muqueuses une

composition selon la revendication 13.

19. Méthode de traitement cosmétique pour réparer 1’état de surface de la peau,
notamment pour réparer des 1ésions de la barriére cutanée, caractérisée en ce
30 qu'elle consiste a appliquer sur la peau une composition selon la revendication

13.
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page 2, ligne 9 - ligne 11

page 3, ligne 25 - page 4, ligne 26
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US 2003/157200 A1 (LHERMITE STEPHANE ET
AL) 21 aolt 2003 (2003-08-21)

page 1, alinéa 1 - alinéa 5

page 1, alinéa 9 - alinéa 14

page 1, alinéa 17

page 2, alinéa 19 - alinéa 21

exemples

US 2003/045505 A1 (FRANCISCO CHRISTIAN ET
AL) 6 mars 2003 (2003-03-06)

page 1, alinéa 1

page 1, alinéa 6

page 1, alinéa 10 - alinéa 15
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page 2, ligne 16 - page 3, ligne 4

page 4, ligne 1 - tigne 13

page 7, ligne 16 - ligne 22
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Cadre Il Observations - lorsqu’il a été estimé que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d’une recherche
(suite du point 2 de la premiére feuilie)

Conformément a l'article 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d’une recherche pour les motifs suivants:

1. Les revendications n®® ] -
se rapportent a un objet & Fegard duquel I'administration n’est pas tenue de procéder a la recherche, & savoir:

Régle 39.1(iv) PCT - Méthode de traitement thérapeutique du corps humain ou
animal

2. I:l Les revendications n°®
se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour
qu’une recherche significative puisse étre effectuée, en particulier:

3. [:, Les revendications n°®
sont des revendications dépendantes et ne sont pas rédigées conformément aux dispositions de la deuxieme et de la
troisieme phrases de la régle 6.4.a).

Cadre Il Observations - lorsqu’il y a absence d’unité de I'invention (suite du point 3 de la premiére feuille)

L’administration chargée de la recherche internationale a trouvé plusieurs inventions dans la demande internationale, & savoir:

1. D Comme toutes les taxes additionnelles ont été payées dans les délais par le déposant, le présent rapport de recherche
internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche.

2. D Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s’y prétaient ont pu étre effectuées sans effort particulier
justifiant une taxe additionnelle, 'administration n'a sollicité le paiement d’aucune taxe de cette nature.

3. I:l Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandées a été payée dans les déiais par le déposant, le présent
rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont été payées, a savoir
les revendications n %

4. D Aucune taxe additionnelle demandée n’a été payée dans les délais par le déposant. En conséquence, le présent rapport
de recherche internationale ne porte que sur l'invention mentionnée en premier lieu dans les revendications; elle est
couverte par les revendications n °°

Remarque quant a la réserve D Les taxes additionnelles étaient accompagnées d'une réserve de la part du déposar.

D Le paiement des taxes additionnelles n'était assorti d'aucune réserve.

~armulaire PCT/.SA210 (su.iz de la pramiere feuillz (2)) (Janvier 2004)
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EP 1299081 Al 09-04-2003
WO 0203945 Al 17-01-2002
JP 2004502713 T 29-01-2004

US 2003045505 Al 06-03-2003 FR 2802414 Al 22-06-2001
AT 270892 T 15-07-2004
AU 778953 B2 23-12-2004
AU 2688001 A 03-07-2001
CA 2395121 Al 28-06-2001
DE 60012230 D1 19-08-2004
EP 1248630 Al 16-10-2002
EP 1464330 Al 06-10-2004
ES 2222939 T3 16-02-2005
WO 0145713 Al 28-06-2001
JP 2003518066 T 03-06-2003
TR 200401935 T4 21-10-2004

FR 2731351 A 13-09-1996 FR 2731351 Al 13-09-1996
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