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@ COMPOSITION COSMETIQUE COMPRENANT
UNE ENDOLYSINE ET UN POLYALCOOL VINYLIQUE

Composition cosmétique comprenant une endolysine
dérivée d’'un phage de Staphylococcus aureus et un polyal-
cool vinylique

La présente invention concerne une composition, no-
tamment une composition cosmétique, comprenant, dans
un milieu physiologiquement acceptable, au moins une en-
dolysine, en particulier une endolysine dérivée d’un phage
de Staphylococcus aureus, et au moins un polyalcool viny-
lique.

L’invention concerne également l'utilisation d’'une telle
composition pour prévenir et/ou traiter 'acné et/ou 'eczéma
chez un individu qui en a besoin, et un processus cosmé-
tigue non thérapeutique de soin des matieres kératineuses,
en particulier de la peau, notamment de la peau seche,
comprenant au moins une étape d’application topique d’'une
telle composition sur lesdites matiéres kératineuses.

Figure pour I'abrégé: néant
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Description
Titre de I'invention : COMPOSITION
COSMETIQUE COMPRENANT UNE
ENDOLYSINE ET UN POLYALCOOL VINYLIQUE

Domaine technique

La présente invention concerne une composition, notamment une composition
cosmétique, comprenant, dans un milieu physiologiquement acceptable, au moins
une endolysine, en particulier une endolysine dérivée d’un phage de Staphylococcus
aureus, et au moins un polyalcool vinylique.

L’invention concerne également en particulier 1’utilisation d’une composition de
I’invention pour prévenir et/ou traiter I’acné et/ou I’eczéma chez un individu qui en a
besoin.

Enfin, I’'invention concerne un processus cosmétique non thérapeutique de soin des
matieres kératineuses, en particulier de la peau, comprenant I’application topique sur

ces matieres kératineuses d’une composition selon 1’invention.
ART ANTERIEUR

La peau humaine est en permanence peuplée d’une multitude de différents micro-
organismes (bactéries, levures et champignons). La flore microbienne résidente,
essentielle a la bonne santé de la peau, consiste principalement en des bactéries
propioniques (Cutibacterium acnes), des staphylocoques (Staphylococcus epidermidis

et Staphylococcus hominis), des corynebactéries et des streptocoques, ainsi qu'en une
flore fongique composée principalement de Malassezia.

Certains troubles dermatologiques sont habituellement dus a la perturbation de
I’équilibre écologique de la flore résidente a la suite d’une colonisation prépondérante
de micro-organismes opportunistes non bénéfiques pour la peau, tels que le
Staphylococcus aureus, connu pour €tre associé a une dermatite atopique (eczéma),
une peau grasse ou hyperséborrhéique, et a I’acné.

Pour contrer cette colonisation excessive par ces micro-organismes opportunistes
qui ne sont pas bénéfiques pour la peau, il est courant d’utiliser des antimicrobiens
ou bactériostatiques a large spectre. Cependant, I’ utilisation de ces composés pose
le probleme de la non-spécificité de 1’action ciblant a la fois la flore opportuniste
indésirable et la flore bénéfique résidente, et le probleme du risque d’apparition de
résistances ou de déséquilibres bactériens en sélectionnant des bactéries résistantes,

mais aussi de problémes de tolérance cutanée (irritation, allergies, etc.).
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Il existe donc un besoin de trouver de nouveaux composés ayant une bonne efficacité
antimicrobienne, qui n’ont pas les inconvénients susmentionnés et qui ont une bonne
tolérance cutanée.

I1 a ainsi ét€ démontré que les endolysines des phages de Staphylococcus
aureus (c’est-a-dire des phages infectant Staphylococcus aureus) peuvent cibler
spécifiquement S.aureus et lyser, et ainsi détruire spécifiquement cette bactérie tout en
préservant la flore cutanée résidente (WO 2012/150858). Cependant, il est bien connu
que I’un des principaux obstacles a 1’application d’endolysines ciblant les especes
de Staphylococcus est un probleme de stabilité de ces protéines et/ou de leur activité
enzymatique, notamment le maintien de cette activité dans le temps.

En effet, il a été notamment observé que I’action lytique de ces enzymes est
significativement altérée par les interactions avec les mati¢res premieres, notamment
lorsque I’endolysine est introduite dans des formulations, notamment des formulations
cosmétiques.

Il existe donc un besoin en un agent filmogene et/ou de contrdle de viscosité qui
peut Etre utilisé dans des compositions, notamment des compositions cosmétiques,
sans dégrader I’activité antimicrobienne des endolysines également présentes dans ces
compositions.

De surcroit, il existe un besoin en un agent filmogene et/ou de controle de viscosité
qui peut €tre utilisé dans des compositions, notamment des compositions cosmétiques,
sans dégrader (1) I’activité antimicrobienne des endolysines utilisées et (ii) la
spécificité de ces endolysines pour les bactéries ciblées, en particulier dans la présente
invention Staphylococcus aureus.

Il existe également un besoin en un agent filmogene et/ou de contrdle de viscosité qui
peut étre utilis€ dans des compositions, notamment des compositions cosmétiques :

- sans dégrader I’activité antimicrobienne des endolysines utilisées ;

- tout en conservant la spécificité de ces endolysines pour les bactéries ciblées, en
particulier Staphylococcus aureus dans la présente invention ; et

- tout en offrant de bonnes propriétés sensorielles pour la composition.
DIVULGATION DE L'INVENTION

Le but de la présente invention est de résoudre au moins un probléme technique
susmentionné.

En effet, les inventeurs ont désormais découvert qu’un polymere de polyalcool
vinylique (PVA), par rapport a d’autres agents filmogenes et/ou de contrdle de
viscosité connus dans le domaine de la formulation, en particulier la formulation

cosmétique, s’avere capable de maintenir de bonnes performances de destruction d’une
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endolysine, en particulier une endolysine de Staphylococcus aureus, plusieurs mois
apres la préparation de la composition.
Résumé de l'invention

Comme mentionné ci-dessus, la présente invention concerne ainsi une
composition, notamment une composition cosmétique, comprenant, dans un milieu
physiologiquement acceptable :

L. au moins une endolysine, en particulier une endolysine dérivée d’un phage

de Staphylococcus aureus ; et

il. (ii) au moins un polyalcool vinylique (PVA).

Comme illustré dans les exemples ci-dessous, le Demandeur a découvert, de
maniere étonnante, qu une composition selon 1’invention, comprenant une endolysine
dérivée d’un phage de Staphylococcus aureus et au moins un polymere de polyalcool
vinylique, permet avantageusement de maintenir la performance de destruction de S.
aureus de I’endolysine, méme apres une longue période (par exemple 6 mois).

Ainsi, la présente invention concerne également I’ utilisation d’une composition de
I’invention pour prévenir et/ou traiter I’acné et/ou I’eczéma chez un individu qui en a
besoin.

L’invention concerne de surcroit un processus cosmétique non thérapeutique de
soin des matieres kératineuses, en particulier de la peau, notamment de la peau
sujette a I’acné, comprenant I’application topique sur ces maticres kératineuses d’une

composition selon I’invention.

DESCRIPTION DETAILLEE

Le terme « cosmétique » désigne une composition compatible avec les matieres
kératineuses, en particulier la peau, les muqueuses et les téguments. La composition
selon I’invention est non thérapeutique.

L'expression « matieres kératineuses » est censée désigner en particulier la peau, les
muqueuses, les fibres, les cils et les téguments.

Le terme « peau » désigne toute la peau du corps, et de préférence la peau du visage,
du cuir chevelu, du décolleté, du cou, des bras et des avant-bras, des paupieres, autour
de la bouche ou derriere les oreilles, du creux du coude, de ’arriere des genoux, des
mains, des poignets et des chevilles, ou encore plus préférenticllement la peau du
visage (en particulier du front, du nez, des joues et du menton), du décolleté et du cou.

Une composition selon I’invention comprend un milieu physiologiquement
acceptable, c’est-a-dire qui a une couleur, une odeur et une sensation agréables et qui
ne donne lieu a aucune géne inacceptable, c’est-a-dire picotements, tiraillements ou
rougeurs, susceptibles de décourager I’ utilisateur d’appliquer cette composition. Il va

sans dire que la personne du métier veillera a choisir un milieu physiologiquement
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acceptable de telle sorte que les propriétés avantageuses de 1'endolysine ou des
endolysines de I’invention ne soient pas, ou ne soient pas sensiblement, affectées
négativement. Ainsi, a titre d’illustration, un milieu physiologiquement acceptable
peut consister principalement en de I’eau et/ou en un ou plusieurs solvants organiques
miscibles a I’eau. Un milieu physiologiquement acceptable selon I’invention a
préférentiellement un pH entre 4 et 8, plus particulierement entre 4,5 et 7,5. Ainsi, une
composition selon I’invention peut comprendre un ou plusieurs correcteurs de pH,

par exemple I’arginine. Selon un mode de réalisation préféré, une composition selon
I’invention comprend au moins un correcteur de pH, en particulier un correcteur de
pH, et en particulier de ’arginine.

Tels qu’utilisés ici, les termes « traiter » et « traitement » désignent 1’atténuation
des symptdomes associé€s a un trouble ou une affection spécifique et/ou I’élimination
desdits symptomes et également la disparition complete du trouble ou de 1’affection
considéré(e).

Dans le contexte de la présente invention, les termes « prévenir » et « prévention »
désignent la réduction a un degré moindre du risque ou de la probabilité d’occurrence
d’un phénomene donné.

Endolysine

Une composition, notamment une composition cosmétique, selon 1’invention est
d’abord caractérisée en ce qu’elle comprend au moins une endolysine.

Dans les modes de réalisation ici, I’endolysine peut &tre une endolysine
bactériophage native ou une endolysine recombinante et peut étre toute endolysine
connue des personnes du métier. Ici, les expressions lysine bactériophage,
endolysine bactériophage et endolysine sont utilisées de maniere interchangeable.
Une endolysine peut étre choisie dans le groupe d’endolysines défini dans les
documents W0O2011/023702, W02012/146738, W02003/082184, W0O2010/011960,
WO02010/149795, W0O2010/149792, W02012/094004, W0O2011/023702,
WO2011/065854, WO2011/076432, W0O2011/134998, W02012/059545,
WO02012/085259, W0O2012146738, WO2018/091707, Exebacase™ (Lysine CF-301) ;
SAL200™ ou Tonabacase ; Auresine™ (Sigma-Aldrich SAE0083), et Ectolysin™
P128, qui sont incorporés ici dans leur intégralité par référence.

Dans les modes de réalisation ici, I’endolysine peut étre une endolysine spécifique
au Staphylococcus, ce qui signifie qu’elle lysera efficacement le Staphylococcus, tel
que Staphylococcus aureus, mais ne lyse pas substantiellement d’autres bactéries
que Staphylococcus ou Staphylococcus aureus. Dans certains modes de réalisation,
I’endolysine lysera le Staphylococcus aureus, mais pas le Staphylococcus epidermidis.

La plupart des endolysines bactériophages natives de Staphylococcus présentant

une activité peptidoglycane hydrolase, telles que I’endolysine Ply2638, consistent
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en un domaine C-terminal de liaison a la paroi cellulaire (CBD), un domaine central
N-acétylmuramoyl-L-Alanine amidase, et un domaine N-terminal Alanyl-glycyl
endopeptidase avec homologie cystéine, amidohydrolases/peptidases dépendantes

de I’histidine (CHAP), ou dans le cas de Ply2638, d’un domaine N-terminal alanyl-
glycine endopeptidase avec homologie peptidase_M23, ces trois derniers domaines
présentant chacun une activité peptidoglycane hydrolase avec une spécificité de liaison
cible distincte et généralement appelés domaines enzymatiquement actifs.

L’endolysine ici peut étre une endolysine recombinante, telle qu’une endolysine
recombinante spécifique au Staphylococcus, en particulier une endolysine chimérique
recombinante spécifique au Staphylococcus comprenant un ou plusieurs domaines
hétérologues.

En général, les endolysines sont composées de différents sous-motifs (domaines) ;
par exemple : un domaine de liaison a la paroi cellulaire (CBD) et un ou plusieurs
domaines enzymatiques ayant une activité peptidoglycane, tels qu’un domaine
amidase, un domaine M23 et un domaine CHAP (cystéine, amidohydrolases/
peptidases dépendantes de I’histidine). Un exemple d’endolysine chimérique
spécifique au Staphylococcus comprenant un ou plusieurs domaines hétérologues
est une endolysine comprenant un domaine amidase de bactériophage Ply2638§,
un domaine M23 de lysostaphine (S. simulans) et un domaine de liaison a la paroi
cellulaire de bactériophage Ply2638.

Cette endolysine chimérique spécifique au Staphylococcus est une endolysine
préférée et est décrite en détail dans WO2012/150858, qui est incorporé ici par
référence dans son intégralité. D’autres endolysines préférées sont décrites en détail
dans W0O2013/169104, qui est incorporé€ ici par référence dans son intégralité. D’ autres
endolysines préférées sont décrites en détail dans WO2016/142445, qui est incorporé
ici par référence dans son intégralité. D’autres endolysines préférées selon I’invention
sont décrites en détail dans WO2017/046021, qui est incorporé€ ici par référence dans
son intégralité.

Dans les modes de réalisation ici, I’endolysine peut comprendre un domaine ayant au
moins 80 % d’identité de s€quence avec un domaine représenté dans W0O2012/150858,
WO02013/169104, W0O2016/142445, ou WO2017/046021.

Dans les modes de réalisation ici, I’endolysine peut avoir au moins 80 % d’identité
de séquence avec une endolysine représentée dans WO2012/150858, W0O2013/169104,
W02016/142445, W0O2017/046021, telle que I’endolysine avec ’acide aminé telle que
présentée dans la SEQ ID NO : 29 dans WO2012/150858.

Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine est une endolysine dérivée

d’un phage de Staphylococcus aureus.



[0039]

[0040]

[0041]

[0042]

[0043]

[0044]

[0045]

[0046]

[0047]

Au sens de la présente invention, « endolysine dérivée d’un phage de Staphylococcus
aureus » désigne une protéine native ou recombinante telle qu’une enzyme ou
une molécule d’acide nucléique codant pour celle-ci dérivée d’un ou plusieurs
bactériophages capables de lyser la paroi des bactéries de 1’espece Staphylococcus
aureus.

L’endolysine comprend notamment un ou plusieurs domaines de liaison a la paroi
bactérienne de Staphylococcus aureus et/ou un ou plusieurs domaines de lyse de
la paroi bactérienne de Staphylococcus aureus, le(s)dit(s) domaine(s) de liaison et
domaine(s) de lyse pour la paroi bactérienne de Staphylococcus aureus étant dérivé(s)
d’un ou plusieurs bactériophage(s) identique(s) ou différent(s) capable(s) de lyser la
paroi bactérienne de I’espece Staphylococcus aureus.

L’endolysine utilisée dans le contexte de la présente invention peut &tre sous forme
native ou recombinante, en particulier sous forme recombinante.

Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine comprend une premiere
séquence de protéine comprenant un domaine de liaison a la paroi cellulaire d’especes
du genre Staphylococcus.

En particulier, la premicre séquence de protéine est dérivée de 1I’endolysine du
bactériophage ®2638a de S. aureus.

Pour chacune des séquences d’acides aminés ou d’acide nucléique d’intérét, des
séquences de référence sont décrites ici. La présente description englobe également des
séquences d’acides aminés ou d’acide nucléique (par exemple, des séquences d’acides
aminés enzymatiques), ayant des pourcentages spécifiques d’identité d’acides aminés
ou de nucléotide avec une séquence de référence.

Pour des raisons évidentes, tout au long de la présente description, une séquence
d’acide nucléique spécifique ou une séquence d’acides aminés spécifique qui respecte,
respectivement, 1’identité du nucléotide ou de 1’acide aminé considéré, doit également
conduire a la production d’une protéine (ou enzyme) qui affiche 1’activité biologique
souhaitée. Tel qu’utilisé ici, le « pourcentage d'identité » entre deux séquences d’acide
nucléique ou entre deux séquences d’acides aminés est déterminé en comparant les
deux séquences alignées de manicre optimale a travers une fenétre de comparaison.

La portion de la séquence de nucléotide ou d’acides aminés dans la fenétre de
comparaison peut ainsi comprendre des ajouts ou des suppressions (par exemple : des
« écarts ») par rapport a la séquence de référence (qui ne comprend pas ces ajouts ou
suppressions) afin d’obtenir un alignement optimal entre les deux séquences.

Les expressions « homologie de séquence » ou « identité de séquence » ou «
homologie » ou « identité » sont utilisées de maniere interchangeable ici. Au sens de
I’invention, cela signifie que pour déterminer le pourcentage d’homologie de séquence

ou d’identité de séquence de deux séquences d’acides aminés ou de deux séquences
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d’acide nucléique, les séquences sont alignées pour une comparaison optimale. Afin
d’optimiser I’alignement entre les deux séquences, des écarts peuvent étre introduits
dans I’une ou I’autre des deux séquences comparées. Cet alignement peut étre effectué
sur toute la longueur des s€quences comparées. L’alignement peut €galement étre
effectué sur une longueur plus courte, par exemple sur environ vingt, cinquante,

cent acides/bases nucléiques ou acides aminés ou plus. L’identité de s€quence est le
pourcentage de concordances identiques entre les deux séquences sur la région alignée
rapportée.

La comparaison de séquences et la détermination du pourcentage d’identité de
séquence entre deux séquences peuvent étre effectuées a 1’aide d’un algorithme
mathématique. La personne du métier sait que plusieurs programmes informatiques
différents sont disponibles pour aligner deux séquences et déterminer I’identité entre
deux séquences (Kruskal, J.B. (1983) An overview of sequence comparison dans
D. Sankoff and J.B. Kruskal, (ed.), Time warps, string edits et macromolecules : the
theory and practice of sequence comparison, pages 1-44 Addison Wesley).

Le pourcentage d’identité de séquence entre deux séquences d’acides aminés ou
entre deux séquences de nucléotide peut étre déterminé a I’aide de 1’algorithme de
Needleman-Wunsch pour 1’alignement de deux séquences. (Needleman, S.B. et
Waunsch, C.D. (1970) J. Mol. Biol. 48, 443-453). L’algorithme permet 1’alignement a
la fois des séquences d’acides aminés et des séquences de nucléotide. L’algorithme de
Needleman-Wunsch a été implémenté dans le programme informatique NEEDLE.

Pour les besoins de I’invention, le programme NEEDLE du progiciel EMBOSS a
été utilisé (version 2.8.0 ou supérieure, EMBOSS : The European Molecular Biology
Open Software Suite (2000) Rice, P. Longden, J. and Bleasby, A. Trends in Genetics
16, (6) pages 276- 277, http://emboss.bioinformatics.nl/). Pour les séquences de
protéine, EBLOSUMG62 est utilisé pour la matrice de substitution. Pour les s€quences
de nucléotide, EDNAFULL est utilis€. Les parametres facultatifs utilisés sont une
pénalité d’ouverture d’espace de 10 et une pénalité d’extension d’espace de 0,5.
Aucune pénalité d’écart final n’est ajoutée. Dans la section Sortie, Oui a été indiqué en
réponse a la question « Breve identité et similarité » et « SRS par paire » a été indiqué
comme format d’alignement de sortie.

Apres alignement par le programme NEEDLE décrit ci-dessus, le pourcentage
d’identité de séquence entre une séquence de requéte et une séquence de I’invention est
calculé comme suit : Nombre de positions concordantes dans 1’alignement montrant un
acide aminé ou un nucléotide identique dans les deux séquences divisé par la longueur
totale de 1’alignement apres soustraction du nombre total d’écarts dans I’alignement.
L’identité définie ici peut étre obtenue par NEEDLE a I’aide de I’option NOBRIEF et

est marquée dans la sortie du programme comme « identité la plus longue ».
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La similarité des séquences de nucléotide et d’acides aminés, c'est-a-dire le
pourcentage d'identité des séquences peut étre déterminée par des alignements de
séquences a l'aide de plusieurs autres algorithmes connus, de préférence 1’algorithme
mathématique de Karlin et Altschul (Karlin & Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90 : 5873-5877), avec hmmalign (progiciel HMMER, http://hmmer.wustl.edu/)
ou avec I’algorithme CLUSTAL (Thompson, J.D., Higgins, D.G. & Gibson, T.J.
(1994) Nucleic Acids Res. 22, 4673-80) disponible, par exemple, sur https://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ou le programme GAP (algorithme mathématique
de I’Université de 1’Iowa) ou 1’algorithme mathématique de Myers et Miller (1989
— Cabios 4 : 11-17) ou Clone Manager 9. Les parametres préférés utilisés sont les
parametres par défaut tels que définis sur https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.

Le degré d’identité de séquence (concordance de séquence) peut étre calculé en
utilisant, par exemple, BLAST, BLAT ou BlastZ (ou BlastX). Un algorithme similaire
est intégré dans les programmes BLASTN et BLASTP d’ Altschul et al. (1990) J. Mol.
Biol., 215, 403-410. Les recherches de polynucléotides BLAST sont effectuées avec
le programme BLASTN, score = 100, longueur de mot = 12, de facon a obtenir des
séquences de polynucléotides homologues aux acides nucléiques qui codent la protéine
d’intérét.

Les recherches de protéines BLAST sont effectuées avec le programme BLASTP,
score = 50, longueur de mot = 3, pour obtenir des séquences d’acides aminés
homologues au polypeptide SHC. Pour obtenir des alignements avec écarts a des
fins de comparaison, Gapped BLAST est utilis¢ comme décrit dans Altschul et al.
(1997) Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402. Lors de I’utilisation des programmes
BLAST et Gapped BLAST, les réglages par défaut des programmes respectifs sont
utilisés. L’analyse de concordance de séquence peut étre complétée par des techniques
de cartographie d’homologie établies telles que Shuffle-LAGAN (Brudno M.,
Bioinformatics 2003b, 19 Suppl. 1 : 154-162) ou les champs aléatoires de Markov.
Lorsqu’il est fait référence a des pourcentages d’identité de séquence dans la présente
demande de brevet, ces pourcentages sont calculés par rapport a la longueur totale de
la séquence la plus longue, sauf indication contraire.

Dans des modes de réalisation particuliers, le pourcentage d'identité entre deux
séquences est déterminé a l'aide de CLUSTAL O (version 1.2.4).

Ainsi, selon un mode de réalisation particulier, la premicre séquence de protéine
comprend une séquence de protéine comprenant au moins 80 %, en particulier au
moins 90 %, plus particulicrement au moins 95 % d’identité de séquence avec la
séquence d’acides aminés de référence SEQ ID NO : 1.

L’expression « au moins 80 % d’identité de s€quence entre deux séquences » signifie

que la premiere séquence peut comprendre 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %,
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86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %,
99 % ou 100 % d’identité de séquence avec la deuxieme séquence, qu’il s’agisse de
séquences d’acides aminés ou d’acide nucl€ique.

En particulier, la premicre séquence de protéine consiste en une séquence d’acides
aminés de référence SEQ ID NO : 1.

Les séquences de protéine décrites ici peuvent étre codées par un ou plusieurs
variants alléliques.

Un variant allélique désigne 1’une des deux formes alternatives ou plus d’un géne
occupant le méme locus chromosomique. Un variant d’acide nucléique préféré est
une séquence de nucléotide qui contient une ou plusieurs mutations silencieuses.

En variante ou en combinaison, un variant d’acide nucléique peut également Etre
obtenu en introduisant des substitutions nucléotidiques, qui n’entrainent pas une
autre séquence d’acides aminés du polypeptide codée par la séquence de nucléotide,
mais qui correspondent a I’ utilisation de codons de 1’organisme hdte destinés a la
production du polypeptide de I’invention. Selon un mode de réalisation préféré, un
variant d’acide nucléique code un polypeptide ayant encore sa fonction biologique.
Plus préférentiellement, un variant de séquence de nucléotide code un polypeptide
présentant une liaison a la paroi cellulaire d’especes du genre Staphylococcus et/

ou une activité lytique. Plus préférentiellement encore, un variant d’acide nucléique
code un polypeptide présentant une liaison accrue a la paroi cellulaire d’especes du
genre Staphylococcus et/ou une activité lytique, tel que défini ci-dessous. Les acides
nucléiques codant un polypeptide présentant une liaison a la paroi cellulaire d’especes
du genre Staphylococcus et/ou une activité lytique peuvent étre isolés de tout micro-
organisme.

Tous ces variants peuvent étre obtenus en utilisant des techniques connues de la
personne du métier, telles que le criblage de bibliotheque par hybridation (procédures
Southern blot) dans des conditions d’hybridation faibles a moyennes a €levées. Les
conditions de stringence faibles a moyennes a élevées impliquent une préhybridation et
une hybridation a 42 °C dans 5X SSPE, 0,3 % SDS, 200 pg/mL d’ ADN de sperme de
saumon cisaillé et dénaturé, et 25 %, 35 % ou 50 % de formamide pour les stringences
faibles a moyennes a €levées, respectivement. Ensuite, la réaction d’hybridation est
lavée trois fois pendant 30 minutes en utilisant pour chaque lavage 2XSSC, 0,2 % SDS
eta 55 °C, 65 °C ou 75 °C pour des stringences faibles a moyennes a élevées.

Selon un mode de réalisation particulier, la premiére s€quence de protéine est codée
par une séquence d’acide nucléique comprenant au moins 80 %, en particulier au
moins 90 %, plus particulicrement au moins 95 % d’identité de séquence avec la

séquence d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 2.
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En particulier, la premicre séquence de protéine est codée par une séquence d’acide
nucléique consistant en une séquence d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 2.

La liaison d’un domaine a la paroi cellulaire peptidoglycane des genres
Staphylococcus peut €tre évaluée a 1’aide de dosages bien connus de la personne du
métier. Dans un mode de réalisation préféré, une technique immunohistochimique
et/ou une technique de fusion génique résultant en des constructions marquées de
I’un ou I’autre domaine sont utilisées pour évaluer la liaison spécifique de peptides,
de polypeptides ou de protéines a la paroi cellulaire peptidoglycane de genres
Staphylococcus. Les processus de quantification de signal utilisés dans les techniques
immunohistochimiques ou de fusion susmentionnées sont bien connus dans I’ art.

Dans un mode de réalisation, la liaison a la paroi cellulaire peptidoglycane de
Staphylococcus peut €tre quantifiée a 1’aide d’une construction de fusion fluorescente
comprenant un polypeptide comprenant un domaine inclus dans une premicre
séquence de protéine comme décrit précédemment. Un tel dosage de liaison a la
paroi cellulaire est décrit en détail par Loessner et al. (Molecular Microbiology 2002,
44(2) : 335-349). Dans ledit dosage, une solution comprenant ladite construction de
fusion fluorescente ou un témoin négatif, de préférence une protéine fluorescente
verte (GFP), est soumise a des cellules Staphylococcus, de préférence des cellules
S. aureus, plus préférentiellement S. aureus BB255, pendant une période spécifi€e,
apres quoi les cellules sont sédimentées par centrifugation avec les constructions de
fusion fluorescentes liées. Le signal fluorescent des cellules Staphylococcus exposées
a une construction de fusion fluorescente, soustrait du signal fluorescent des cellules
Staphylococcus exposées a un témoin négatif, de préférence GPF, est une mesure de la
liaison cellulaire au sens de la présente invention.

Des exemples d’évaluation de la liaison d’une endolysine a la paroi cellulaire
d’especes du genre Staphylococcus appropriée selon I’invention sont notamment
illustrés dans WO 2012/150858 Al.

De préférence, dans le contexte du présent texte, on dira qu’une séquence de protéine
comprend un domaine de liaison a la paroi cellulaire peptidoglycane de genres
Staphylococcus lorsque, a 1’aide de ce dosage, une augmentation du signal fluorescent
des cellules sédimentées est détectée. La liaison est de préférence dite spécifique.
De préférence, est décrite une endolysine comprenant un domaine qui présente une
capacité de liaison, telle que définie ici, d’au moins 50, 60, 70, 80, 90 ou 100, 150 ou
200 % de la liaison a la paroi cellulaire peptidoglycane de 1’endolysine bactériophage
P2638a de S. aureus (Ply2638) codée par la séquence d’acide nucléique de référence
SEQID NO : 5.

Selon un mode de réalisation particulier, I’activité de liaison a la paroi

cellulaire d’especes du genre Staphylococcus est mesurée par une technique
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immunohistochimique et/ou une technique de fusion génique, en particulier une
technique de fusion fluorescente, plus particulicrement de fusion avec une protéine
fluorescente verte.

Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine comprend une séquence
de protéine comprenant au moins 80 %, en particulier au moins 90 %, plus
particulierement au moins 95 % d’identité de s€quence avec une séquence d’acides
aminés choisie dans le groupe consistant en les séquences d’acides aminés des
références SEQ ID NO : 3 et SEQ ID NO : 4.

Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine comprend une séquence de
protéine codée par une séquence d’acide nucléique comprenant au moins 80 %, en
particulier au moins 90 %, plus particulierement au moins 95 % d’identité de séquence
avec la séquence d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 5.

En particulier, la séquence de protéine peut étre codée par une séquence d’acide
nucléique consistant en une séquence d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 5.
Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine peut également comprendre

une séquence de protéine hétérologue.

L'expression « séquence de prot€ine hétérologue » est censée désigner une
séquence de protéine, c’est-a-dire une séquence d’acides aminés ou une séquence
d’acide nucléique codant la séquence de protéine, qui n’est pas naturellement lice
fonctionnellement en tant que séquence voisine a ladite premiere s€équence de protéine.
Tel qu’utilisé ici, le terme « hétérologue » peut signifier « recombinant ». Le terme «
recombinant » fait référence a une entité génétique différente de celle généralement
présente dans la nature. Lorsqu’elle est appliquée a une séquence de nucléotide ou
a une molécule d’acide nucléique, cela signifie que ladite séquence de nucléotide
ou molécule d’acide nucléique est le produit de diverses combinaisons d’étapes
de clonage, de restriction et/ou de ligature, et d’autres procédures qui entrainent la
production d’une construction différente d’une séquence ou d’une molécule présente
dans la nature.

Ces procédés de recombinaison de protéines ou d’acide nucléique sont bien connus
de la personne du métier.

Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine comprend une séquence de
protéine hétérologue comprenant un domaine lytique. De préférence, ledit domaine
lytique montre une activité peptidoglycane hydrolase.

L'« activité peptidoglycane hydrolase », également définie ici comme « activité
lytique », peut étre évaluée par des procédés bien connus de la personne du métier.
Dans un mode de réalisation, 1’activité lytique peut étre évaluée par spectrophotométrie
en mesurant la diminution de la turbidité des suspensions cellulaires de substrat. De

préférence, 1’activité lytique peut étre évaluée par spectrophotométrie en mesurant
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la diminution de la turbidité d’une suspension de S. aureus, la turbidité étant
quantifiée en mesurant la DOs,s par spectrophotométrie (Libra S22, Biochrom).

Plus préférentiellement, 200 nM d’un polypeptide codé par une molécule d’acide
nucléique telle qu’identifiée ici sont incubés avec une suspension de S. aureus ayant
une DOy initiale de 1 + 0,05, telle qu’évaluée par spectrophotométrie (Libra S22,
Biochrom), en tampon PBS pH 7.4, 120 mM de chlorure de sodium pendant 30 min

a 37 °C. La diminution de la turbidité est calculée en soustrayant la DOsgs apreés 30
min d’incubation de la DOsys avant 30 min d’incubation. Dans le contexte du présent
texte, on dira qu’une séquence de protéine comprend un domaine lytique lorsque, a
I’aide de ce dosage, une diminution de la turbidité d’au moins 10, 20, 30, 40, 50 ou
60 % est détectée. De préférence, une diminution d’au moins 70 % est détectée. De
préférence, est décrite une endolysine comprenant un domaine qui montre une activité
lytique d’au moins 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150 ou 200 % ou plus d’une activité lytique
de I’endolysine bactériophage ©2638a de S. aureus (Ply2638) codée par la séquence
d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 5.

Selon un mode de réalisation particulier, I’activité lytique de I’endolysine est
mesurée par spectrophotométrie en mesurant la diminution de la turbidité d’une
suspension de S. aureus.

Dans un mode de réalisation, I’endolysine n’est éventuellement pas codée par une
séquence d’acides aminés comprenant ou consistant en une séquence d’acides aminés
choisie dans le groupe consistant en les séquences d’acides aminés des références SEQ
IDNO:3et SEQIDNO: 4.

En particulier, ’endolysine n’est éventuellement pas codée par une séquence d’acide
nucléique comprenant ou consistant en la séquence d’acide nucléique de référence
SEQ ID NO : 5, codant I’endolysine bactériophage 2638 de S. aureus.

Selon un mode de réalisation particulier, la s€quence de protéine hétérologue
comprend un domaine lytique, ledit domaine lytique comprenant une deuxieme et une
troisieme séquence de protéine, ladite deuxieme séquence de protéine comprenant un
domaine endopeptidase M23 et ladite troisieme séquence de protéine comprenant un
domaine amidase.

Un domaine endopeptidase tel qu’utilisé ici clive de préférence les ponts croisés
de pentaglycine (Trayer, H.R. et Buckley, C.E. (1970) Molecular properties of
lysostaphin, a specific bacteriolytic agent for Staphylococcus aureus. J. Biol. Chem.
245, 4842-4846) qui se trouvent dans la paroi cellulaire de genres Staphylococcus, de
préférence dans la paroi cellulaire de S. aureus, S. simulans et S. carnosus.

Un domaine amidase tel qu’utilisé€ ici hydrolyse de préférence les substrats contenant

du gamma-glutamyl.
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La fonctionnalité et I’activité de tels domaines dans un polypeptide peuvent Etre
confirmées par la caractérisation des produits de clivage lors de I’incubation desdits
polypeptides contenant I’un de ces domaines avec un peptidoglycane purifié.

Selon un mode de réalisation particulier, I’activité endopeptidase et/ou amidase de
I’endolysine est mesurée en caractérisant les produits de clivage.

Selon un mode de réalisation particulier, I’activité endopeptidase et/ou amidase
de I’endolysine peut étre mesurée en mesurant la densité optique des bactéries en
présence de I’endolysine. Ces méthodes sont notamment décrites dans Park ef al.
(Characterization of an endolysin, LysBPS13, from a Bacillus cereus bacteriophage,
FEMS Microbiol. Lett. Juillet 2012 ; 332(1) : 76-83) et dans Grishin et al. (A Simple
Protocol for the Determination of Lysostaphin Enzymatic Activity, Antibiotics (Bale).
17 déc. 2020 ; 9(12) : 917).

De préférence, chacune des séquences de protéine et des séquences de nucléotide
codant le deuxieme ou le troisieme domaine est d’origine bactérienne ou
bactériophage.

Selon un mode de réalisation particulier, lesdites deuxiéme et troisiéme séquences
de protéine sont dérivées, indépendamment I’une de 1’autre, d’une enzyme choisie
dans le groupe consistant en I’endolysine de bactériophage ®2638a de S. aureus et la
lysostaphine de S. simulans. En particulier, I’une des deuxieme et troisicme séquences
de protéine est dérivée de I’endolysine de bactériophage ®2638a de S. aureus et
I’autre séquence des deuxieme et troisiecme séquences de protéine est dérivée de la
lysostaphine de S. simulans.

Selon un mode de réalisation particulier, ladite deuxieme séquence de protéine
comprend au moins 80 %, en particulier au moins 90 %, plus particulicrement au
moins 95 % d’identité de s€quence avec la séquence d’acides aminés de référence
SEQ ID NO : 6 et ladite troisieme séquence de prot€ine comprend au moins 80 %, en
particulier 90 %, plus particulicrement 95 % d’identité de s€quence avec la séquence
d’acides aminés de référence SEQ ID NO : 8.

Selon un mode de réalisation particulier, ladite deuxieme séquence de protéine est
codée par une séquence d’acide nucléique comprenant au moins 80 %, en particulier
au moins 90 %, plus particulierement au moins 95 % d’identité de séquence avec la
séquence d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 7 et ladite troisieme séquence
de protéine est codée par une séquence d’acide nucléique comprenant au moins 80
%, en particulier au moins 90 %, plus particulierement au moins 95 % d’identité de
séquence avec la séquence d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 9.

Selon un mode de réalisation particulier, ladite deuxieme séquence de protéine est
codée par une séquence d’acide nucléique consistant en la séquence d’acide nucléique

de référence SEQ ID NO : 7 et ladite troisicme séquence de protéine est codée par une
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séquence d’acide nucléique consistant en la séquence d’acide nucléique de référence
SEQID NO : 9.

Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine comprend une séquence
de protéine comprenant au moins 80 %, en particulier au moins 90 %, plus
particulierement au moins 95 % d’identité de s€quence avec une séquence d’acides
aminés choisie dans le groupe consistant en les séquences d’acides aminés des
références SEQ ID NO : 10, et SEQID NO : 11.

En particulier, ’endolysine peut comprendre une séquence de protéine consistant en
la séquence d’acides aminés de référence SEQ ID NO : 10.

Selon un mode de réalisation particulier, I’endolysine comprend une séquence de
protéine codée par une séquence d’acide nucléique comprenant au moins 80 %, en
particulier au moins 90 %, plus particulierement au moins 95 % d’identité de séquence
avec une séquence d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 12. En particulier,
I’endolysine peut comprendre une séquence de protéine codée par une séquence
d’acide nucléique consistant en une s€quence d’acide nucléique de référence SEQ ID
NO: 12.

Une endolysine comprenant une séquence de protéine codée par une séquence
d’acide nucléique de référence SEQ ID NO : 12 differe de I’endolysine bactériophage
P2638a de S. aureus en ce que le domaine endopeptidase M23 N-terminal est substitué
par un domaine endopeptidase M23 issu de la lysostaphine de S. simulans.

Les endolysines qui conviennent a une utilisation dans I’invention peuvent étre
obtenues par tout procédé connu de la personne du métier pour la production de
protéines recombinantes. En particulier, les endolysines selon 1’invention peuvent étre
obtenues en introduisant un ou plusieurs génes d’intérét, tels que les séquences d’acide
nucléique décrites précédemment, dans le génome d’un organisme hoéte via un vecteur.

Dans un autre aspect, une construction d’acide nucléique comprenant au moins
l'une des séquences d’acide nucléique telles que définies précédemment est décrite.
Cette construction d’acide nucléique peut comprendre une premiere séquence
d’acide nucléique codant un polypeptide comprenant un domaine de liaison a la paroi
cellulaire, comprenant également éventuellement une deuxieme et une troisicme
séquence d’acide nucléique telles que définies précédemment.

Un vecteur d’expression comprenant une telle construction d’acide nucléique est
également décrit. De préférence, un vecteur d’expression comprend une séquence de
nucléotide telle que mentionnée précédemment, qui est liée de maniere opérationnelle
a une ou plusieurs séquences témoin, qui dirigent la production ou I’expression du
polypeptide codé dans une cellule, un sujet ou un systeme d’expression acellulaire.

Un vecteur d’expression peut étre considéré comme un vecteur d’expression

recombinant. Ce vecteur peut consister en un plasmide, un cosmide, un bactériophage
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ou un virus qui est transformé par I’introduction d’une molécule d’acide nucléique
selon I’invention. Ces vecteurs de transformation selon 1’organisme hote a transformer
sont bien connus de la personne du métier et largement décrits dans la littérature.

Un autre sujet décrit ici est un processus de transformation d’organismes hotes par
l'intégration d’au moins une séquence d’acide nucléique telle que décrite, laquelle
transformation peut Etre effectuée par tout moyen approprié connu et largement décrit
dans la littérature spécialisée, plus particulierement par le biais du vecteur décrit ci-
dessus.

Dans un autre aspect, une cellule est décrite, qui comprend une construction d’acide
nucléique ou un vecteur d’expression tel que défini précédemment. Une cellule peut
étre toute cellule microbienne, procaryote ou eucaryote, qui convient a I’expression
d’une endolysine qui convient a une utilisation dans I’invention. Dans un mode de
réalisation préféré, ladite cellule est une cellule E. coli. Dans un mode de réalisation
encore plus préféré, ladite cellule est E. coli CL1blue MRF.

L’endolysine obtenue peut ensuite étre purifiée selon des procédés de purification
connus dans I’art tels que la chromatographie sur colonne, la chromatographie liquide
haute performance, etc.

Dans un mode de réalisation particulier, une ou plusieurs des séquences de protéines
telles que définies dans le texte peuvent comprendre une séquence codant une
étiquette pour faciliter la purification de I’endolysine résultante. De préférence, ladite
étiquette est choisie parmi, sans toutefois s'y limiter, un groupe consistant en une
étiquette FLAG, une étiquette poly(His), une étiquette HA et une étiquette Myc. Plus
préférentiellement, ladite étiquette est une étiquette 6xHis. Plus préférentiellement
encore, ladite étiquette est une étiquette N-terminale 6xHis identique au SEQ ID NO :
13.

Les endolysines qui conviennent a une utilisation selon I’invention et également les
procédés pour les produire sont notamment décrits dans la demande de brevet WO
2012/150858 Al

Une endolysine dérivée d’un phage de Staphylococcus aureus qui convient a
une utilisation selon 1’invention peut €tre présente dans la composition sous forme
fraichement préparée ou sous forme lyophilisée.

Dans le présent texte, I'expression « fraichement préparé » est de préférence définie
comme un stockage pendant pas plus de 2 jours apres la production a 1,63 mg/mL en
tampon de lyophilisation (50 mM Tris, 500 mM saccharose, 200 mM mannitol, 0,05
% polysorbate 20 + 50 % glycérol) a -20 °C suivi d’une décongélation immédiatement

avant I’évaluation de I’activité lytique dans un dosage tel qu’identifi€ ici.
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Le terme « lyophilisé » fait référence a une endolysine qui a été¢ déshydratée par
lyophilisation, ce qui consiste a congeler la protéine puis a la déshydrater pour éliminer
I’eau.

Apres lyophilisation, une endolysine sous forme cryodesséchée peut subir une
étape de reconstitution ultérieure par ajout d’eau. Dans un mode de réalisation, la
lyophilisation et la reconstitution peuvent Etre effectuées par dialyse contre trois
changements d’aliquote de 300 mL de tampon de lyophilisation (50 mM de phosphate
ou de Tris, 500 mM de saccharose, 200 mM de mannitol, pH 7,4) et congélation en
phase gazeuse d’azote liquide. La lyophilisation peut étre effectuée dans des conditions
standard, de préférence a -40 °C et sous vide a 75 mTorr pendant 60 minutes, avant
d’augmenter la température sur 5 heures a -10 °C et de I’augmenter encore sur 60
minutes a -10 °C aux mémes niveaux de vide. En derniere €tape, la température est
de préférence augmentée a 25 °C sur 10 heures. Les échantillons sont reconstitués par
ajout d’eau.

Une composition selon I’invention peut comprendre une teneur en endolysine(s),
en particulier en endolysine(s) dérivée(s) d’un phage de Staphylococcus aureus,

allant de 0,0001 % a 0,1 % en poids par rapport au poids total de la composition, en
particulier de 0,0005 % a 0,01 % en poids par rapport au poids total de la composition,
plus particulierement de 0,001 % a 0,005 % en poids par rapport au poids total de la
composition.

Polymere de type polyalcool vinylique

Une composition selon I'invention comprend au moins un polyalcool vinylique
(PVA).

En particulier, un PVA d’une composition selon 1’invention inclut au moins des
motifs de formule (I) :

[Formule I]

t
Ledit polyalcool vinylique peut étre formé par polymérisation d’un ou plusieurs
monomeres d’ester de vinyle par polymérisation en masse, polymérisation en solution,
polymérisation en €émulsion et polymérisation en suspension. Les monomeres d’ester
de vinyle peuvent comprendre divers acides aliphatiques, tels que le formate de
vinyle, I’acétate de vinyle, le butyrate de vinyle, le pivalate de vinyle et le versatate de

vinyle. Le polymere d’ester de vinyle ainsi obtenu peut €tre saponifi€ pour former un
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polyalcool vinylique. La réaction de saponification (ou d’hydrolyse) peut étre totale ou
partielle.

De préférence, le polyalcool vinylique utilisé dans le contexte de la présente
invention a un degré d’hydrolyse allant de 65 % a 99 %, plus préférentiellement allant
de 75 % a 95 %, mieux encore allant de 87 % a 89 %.

De préférence, le polyalcool vinylique utilisé dans le contexte de la présente
invention a un degré de polymérisation allant de 100 a 2500, plus préférentiellement
allant de 200 a 1000, mieux encore allant de 300 a 600.

Selon un mode de réalisation particulier, le polyalcool vinylique a un poids
moléculaire moyen en masse de 1000 a 1 000 000 g/mol, de préférence de 10 000 a
500 000 g/mol et encore plus préférentiellement de 50 000 a 400 000 g/mol.

Le PVA peut avantageusement €tre présent dans une composition selon I’invention
en une teneur qui est habituelle pour une composition cosmétique, en particulier
en une teneur qui est habituelle pour qu’il joue son role d’agent filmogene et de
contrdle de viscosité dans une composition selon 1’invention, en particulier dans une
composition cosmétique selon 1’invention, plus particulicrement en une teneur qui
est habituelle pour qu’il joue son réle d’agent filmogene et de contrdle de viscosité
lorsqu’il est le seul agent filmogene et/ou de contrdle de viscosité d’une composition
selon I’invention.

Une composition selon I’invention peut comprendre une teneur en polyalcool
vinylique allant de 0,1 % a 20 % en poids par rapport au poids total de la composition,
en particulier de 0,5 % a 10 %, encore plus préférentiellement de 1 % a 5 % en poids
par rapport au poids total de la composition.

Une composition selon I’invention peut comprendre une ou plusieurs endolysines
selon I’invention et un ou plusieurs polyalcools vinyliques dans un rapport massique
endolysine(s)/PVA compris entre 0,0001 et 0,1 et en particulier entre 0,001 et 0,01.

Une composition selon I’invention peut comprendre un seul type de polyalcool
vinylique ou au moins deux polyalcools vinyliques ou plus.

Des exemples de polyalcools vinyliques qui conviennent a une utilisation selon
I’invention sont ceux vendus sous les noms « Selvol® Ultalux FP » (un polyalcool
vinylique ayant un degré de polymérisation d’environ 300 a 600 et un degré
d’hydrolyse d’environ 87 a 89), « Selvol® Ultalux FA » (un polyalcool vinylique
ayant un degré de polymérisation d’environ 900 a 1500 et un degré d’hydrolyse
d’environ 87 a 89), « Selvol® Ultalux FF » (un polyalcool vinylique ayant un degré de
polymérisation d’environ 1500 a 2500 et un degré d’hydrolyse d’environ 87 a 89) et «
SELVOL® 107 » (un polyalcool vinylique ayant un degré de polymérisation d’environ
350 a 700 et un degré d’hydrolyse d’environ 98 a 99) par la société Sekisui Specialty
Chemicals®.
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Ingrédients supplémentaires

En plus des composés susmentionnés, une composition selon I’invention peut
bien entendu comprendre un ou plusieurs ingrédients supplémentaires, autres qu’un
polyalcool vinylique.

Il va de soi que la personne du métier veillera a choisir cet ingrédient ou ces
ingrédients supplémentaires de manicre a ce que les propriétés avantageuses de
I’endolysine ou des endolysines de 1’invention ne soient pas, ou ne soient pas
sensiblement, affectées négativement.

Les ingrédients supplémentaires sont présents dans les compositions en une teneur
qui est habituelle pour chacun d’entre eux dans une composition cosmétique, en
particulier en une teneur qui est habituelle pour chacun d’entre eux et qui leur permet
de conserver ses propriétés cosmétiques, plus particulicrement en une teneur qui est
habituelle pour chacun d’entre eux et qui leur permet, lorsqu’ils sont chacun le seul
ingrédient d’une composition selon I’invention ayant cette propriété, de conserver sa
propriété cosmétique.

Ainsi, une composition selon l'invention peut également comprendre un ou plusieurs
des ingrédients, autres qu'un PV A, choisis parmi les tensioactifs ; les substances
grasses ; les colorants ; les agents de conservation ; les parfums ; les correcteurs de pH
tels que les acides organiques tels que l'acide citrique ; les antioxydants ; les agents
gélifiants hydrophiles tels que I'hydroxypropylméthylcellulose ; les acides aminés tels
que l'arginine ; les glucides ; les agents chélateurs ; les alcools de sucre ; les agents
actifs cosmétiques ; et leurs mélanges.

Selon un mode de réalisation particulier, une composition selon 1’invention
comprend moins de 2 % en poids, en particulier moins de 1 % en poids,
d’hydroxypropylméthylcellulose par rapport au poids total de la composition ;
plus particulicrement, une composition selon I’invention est exempte
d’hydroxypropylméthylcellulose.

Une composition selon I’invention peut se présenter sous toute forme de présentation
normalement utilisée dans le domaine cosmétique.

Elle peut notamment se présenter sous la forme d’une solution aqueuse ou aqueuse-
alcoolique, qui peut étre gélifiée, d’une dispersion du type lotion, qui peut €tre une
dispersion a deux phases, une émulsion huile dans I’eau ou eau dans 1’huile ou une
émulsion multiple, d'un gel, notamment un gel aqueux, ou méme d'une dispersion
d’huiles en phase aqueuse, notamment en utilisant des sphérules, ces sphérules pouvant
étre des particules polymériques ou, mieux encore, des vésicules lipidiques de type
ionique et/ou non ionique. En particulier, une composition selon I’invention peut
se présenter sous la forme d’un gel, notamment un gel aqueux. Elle peut également

étre une composition anhydre. L’expression « composition anhydre » désigne une
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composition contenant moins de 10 % en poids d’eau, en particulier moins de 5 % en
poids d’eau, plus particulicrement moins de 2 % en poids d’eau voire moins de 0,5

% en poids d’eau, et notamment exempte d’eau, I’eau n’étant pas ajoutée lors de la
préparation de la composition mais correspondant a 1’eau résiduelle fournie par les
ingrédients mélangés. La composition peut avoir une consistance liquide plus ou moins
fluide.

Une composition selon I’invention convient préférentiellement a une administration
topique.

Ainsi, une composition selon 1’invention peut comprendre tous les constituants
habituellement employés dans 1’application et I’administration topiques envisagées.

Une composition selon I’invention peut avantageusement se présenter sous la forme
d’une émulsion, obtenue notamment par dispersion d’une phase aqueuse en phase
grasse (E/H) ou d’une phase grasse en phase aqueuse (H/E), de consistance liquide ou
semi-liquide du type lait, ou de consistance molle, voire d’émulsion multiple (E/H/E
ou H/E/H). Ces compositions sont préparées selon les procédés connus habituels.

Plus particulierement, une composition selon I’invention peut €tre destinée a une
application topique et peut de préférence se présenter sous la forme d’une émulsion, de
préférence une émulsion huile dans I’eau. De préférence, une telle €mulsion n’est pas
destinée a €tre rincée apres application.

Une composition selon I’invention est préférentiellement destinée a €tre appliquée
sur une peau.

De préférence, la peau est la peau du visage, du cuir chevelu, du décolleté, du cou,
des bras ou des avant-bras, ou encore plus préférentiellement la peau du visage (en
particulier du front, du nez, des joues, du menton), du décolleté et du cou.

La composition peut en variante se présenter sous la forme d’un produit de soin du
visage et/ou du corps ou de maquillage, et peut étre conditionnée, par exemple, sous la
forme d’une créme dans un pot ou d’un fluide dans un tube ou un flacon a pompe ou
un flacon compte-gouttes.

La composition selon 'invention peut étre fabriquée par le biais de tout processus
connu généralement utilis€é dans le domaine cosmétique.

Les ingrédients sont mélangés avant formation, dans 1’ordre et dans des conditions
facilement déterminées par la personne du métier.

Selon un mode particulier de I’invention, d’autres agents destinés a embellir I’aspect
et/ou la texture de la peau peuvent également €tre ajoutés a la composition selon
I’invention.

Utilisations et processus
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Selon un de ses aspects, la présente invention concerne 1’utilisation cosmétique,
notamment 1’ utilisation topique, d’une composition selon I’invention pour prévenir et/
ou traiter I’acné et/ou I’eczéma chez un individu qui en a besoin.

Selon encore un autre de ses aspects, la présente invention concerne un processus
cosmétique non thérapeutique de soin des maticres kératineuses, en particulier de la
peau, notamment de la peau sujette a I’acné, comprenant I’application topique sur ces
matieres kératineuses d’une composition selon I’invention.

Une peau peut en particulier €tre une peau présentant de 1’acné ou risquant de
présenter de 1’acné et/ou une peau présentant de I’eczéma ou risquant de présenter de
I’eczéma.

Les utilisations et processus cosmétiques considérés selon I’invention sont non
thérapeutiques.

Les utilisations et processus cosmétiques de 1’invention sont préférentiellement
effectués par administration topique d’une composition selon I’invention. En tant
que telle, la composition de I’ utilisation cosmétique convient en particulier a une
administration topique.

L’administration topique consiste en I’application externe sur la peau de
compositions cosmétiques selon les techniques habituelles pour I’ utilisation de ces
compositions.

A titre d’illustration, I’ utilisation ou le processus cosmétique selon I’invention
peut Etre effectué par application topique, par exemple quotidienne, d’au moins une
composition selon I’invention, qui peut €tre formulée, par exemple, sous la forme
d’une créeme, d’un gel, d’un sérum, d’une lotion, d’une émulsion ou d’un lait nettoyant,
en particulier sous forme de gel.

L’application peut étre répétée par exemple 1 a 2 fois par jour sur une journée ou
plus et généralement sur une période prolongée d’au moins 3 jours, d’au moins 1
semaine, d’au moins 4 semaines, voire de 4 a 15 semaines, avec, le cas échéant, une ou
plusieurs périodes d’interruption.

Selon un mode de réalisation, I’application est quotidienne (une fois par jour) et
généralement sur une période prolongée d’au moins 3 jours, d’au moins 1 semaine,
d’au moins 4 semaines ou méme de 4 a 15 semaines, avec une ou plusieurs périodes
d’interruption si nécessaire.

Selon un mode de réalisation, le processus de traitement cosmétique selon I’invention
peut comprendre une seule application.

Tout au long de la description, y compris des revendications, les expressions «
entre... et... » et « allant de... a... » doivent &tre comprises limites incluses, sauf
indication contraire.

Les exemples qui suivent illustrent la présente invention sans en limiter la portée.
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Dans les exemples, sauf indication contraire, la température est la température
ambiante (20 °C) et est exprimée en degrés Celsius, et la pression est la pression

atmosphérique.
EXEMPLES

Protocole (conditions expérimentales)

Préparation de la culture de travail de Staphylococcus aureus

Préparation de la suspension de travail de Staphylococcus aureus (S. aureus) a partir
d’un lyophilisat ATCC 6538 (selon les recommandations de la norme NF EN 12353).

Le lyophilisat est réhydraté dans du bouillon de soja trypticase, plaqué sur de
la gélose de soja trypticase (plaques TSA) et incubé pendant 24 heures a 32,5 °C.
Les cellules sont ensuite récupérées et remises en suspension dans une solution
cryoprotectrice commerciale avec des cryobilles pour un stockage a -80 °C pendant 14
mois maximum (souche de stockage a long terme).

A partir d’une cryobille de cette souche a -80 °C, une sous-culture est effectuée
sur gélose TSA inclinée qui est ensuite incubée pendant 24 heures a 32,5 °C pour
obtenir la culture souche. Cette culture souche est stockée a 4 °C pendant 9 semaines
maximum. La culture de travail est obtenue par la sous-culture de la culture souche
sur de la gélose de soja trypticase et son incubation pendant 24 heures a 35 °C. La
suspension de travail est préparée par la mise en suspension des cellules de cette
culture de travail dans un diluant de sel de tryptone. Cette suspension est étalonnée
entre 1 et 3x10° UFC (unités formant colonies)/mL par la mesure de I’absorbance
620 nm.

Exemple 1

Evaluation de 1’activité antimicrobienne des échantillons vis-a-vis de S. aureus

Six formules ont été préparées selon les informations données dans le Tableau 1 ci-
dessous. Toutes les formules sont des mélanges aqueux, comprenant une quantité gsp
d’eau et également un agent de conservation.

L’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) a 1 %, utilisée ici a titre comparatif, est
en effet également un polymere filmogene et/ou de controle de viscosité couramment
utilisé dans 1’industrie cosmétique.

A TO mois (soit entre 1 et 7 jours de la fabrication des formules) et T6 mois
de la fabrication des formules, des aliquotes de 20 grammes de chaque formule
sont inoculées avec 0,2 mL d’une suspension étalonnée de S. aureus. Apres
homogénéisation, la teneur en micro-organismes du produit représente une

concentration en S. aureus de 10° UFC par gramme de produit, soit un ensemencement

a 1 % d’une suspension de 10° UFC par mL (la teneur en inoculum est déterminée
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par ¢talement de la suspension sur des plaques de gélose de soja trypticase et par
incubation pendant 24 heures a 35 °C). Apres t = 30 minutes et t = 60 minutes de
contact a température ambiante (20 °C + 3 °C), 1 gramme du mélange est pesé et
9,0 mL de bouillon Eugon Sup LT100 sont alors ajoutés, suivi d'un mélange jusqu’a
homogénéisation complete. Ce mélange est ensuite dilué en série dans le bouillon
Eugon Sup LT100 a 1/100.

Les dilutions sont étalées sur des plaques de gélose de soja trypticase et incubées a
35 °C pendant 48 heures jusqu’a ce que les colonies survivantes de S. aureus soient
comptées.

L’ activité antimicrobienne sur S. aureus est exprimée en diminution logarithmique
par rapport a la teneur initiale et associée a 1’activité du composé actif, qui est
I’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10 en comparant les nombres de S. aureus
survivants dans les formules avec et sans I’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10,
en présence de chacun des polymeres a l'essai.

Ce procédé est une adaptation du procédé de test de provocation décrit dans la
norme « ISO 11930 Cosmétiques — Microbiologie — Evaluation de la protection
antimicrobienne d’un produit cosmétique ».

Le PVA et la HPMC sont présents dans les compositions du présent exemple en
une teneur habituelle pour chacun d’entre eux dans une composition cosmétique, en
particulier en une teneur habituelle pour que chacun d’entre eux joue son role d’agent
filmogene et/ou d’agent de contrdle de viscosité dans une composition de I’invention.

Résultats et conclusions

Les résultats sont exprimés en diminution logarithmique de Staphylococcus
aureus par rapport au contenu inoculé. Les diminutions sont donc comprises entre
0 log (pas d’activité antimicrobienne observée a l'essai c’est-a-dire perte complete
d’activité de I’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10) et -5,4 log (réduction
maximale observable dans les conditions d’essai ¢’est-a-dire maintien de 1’activité de
I’endolysine a I’essai). La formule a I'essai est donc particulicrement active lorsque les
valeurs sont proches de -5.4.

Une premiere évaluation de I’activité antimicrobienne de 1’endolysine est réalisée
a TO (c’est-a-dire entre 1 jour et 7 jours apres la fabrication des formules), et une
seconde a T6 mois a compter de la date de fabrication des formules. Cette évaluation
est effectuée a ces deux reprises selon le protocole décrit ci-dessus, c'est-a-dire une
mesure de I’activité de ’endolysine dans la formule aprés 30 minutes de contact et 60
minutes de contact de S. aureus/formule.

Les résultats sont donnés dans le Tableau 1 ci-dessous.

[Tableau 1] Tableau 1
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Nom INCI [C] |[Agent |pH |[Endolysi [Résultats des |Stabilité des rés
(% en | de con ne de la sé€ |tests de provo |ultats des tests d
mass |ser-vat quence SE |cation a TO  |e provocation
e) ion QID aToM
NO: 101 |R¢duc |Rédu |Réduc- |Réduc-
(%enma | on1 |c-tion |tion log [tion log
ss€) og T30| log T| T30 m | T1h
min |lh in
HPMC (Cellosiz|1 % [0,5% |7.2 |0 % 0 0 0 0
c® E4M Premiu 05% |7,2]0,002565 |-51 |-54 (02 |05
m de Dow) %
HPMC (Tylose |1% [0,5% |7.0 0% 0 0 0 0
®MOBS 6 P4 d 0.5% |7.0[0,002565 |-54 |54 |02 |03
e Shin-Etsu) %
Alcool polyviny (2% [0,5% |7,0 0% 0 0 0 0
lique 05% |7.1]0002565 |-48 |5 |08 |-17
(nom INCI : Po %
lyvinyl alcohol)
(Selvo'® Ultalu
x FP de Sekisui
Specialty Chem
icals)

[0174]  Les résultats montrent que la combinaison de PVA avec I’endolysine de la séquence
SEQ ID NO : 10 permet de maintenir une meilleure performance antibactérienne vis-
a-vis de S. aureus de I’endolysine — comme le montrent les résultats de réduction Log
dans le Tableau 1 — par rapport a la performance obtenue en remplagant le PVA par la
HPMC.

[0175]  Eneffet, a T6M, les réductions Logs sont beaucoup plus élevées avec le PVA
qu’avec les deux concentrations HPMC différentes.

[0176]  Exemple 2

[0177]  Trois compositions A a C ont été préparées selon les informations et les teneurs
données dans le Tableau 2 ci-dessous. Les compositions A et B, en dehors de
I’invention, comprennent une base de gel (eau + agent de conservation) et 1 %
d’hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) (voir Exemple 1). La composition C,
selon I’invention, comprend une base de gel (eau + agent de conservation) et 2 %

de PVA (voir également Exemple 1). Les teneurs sont indiquées en pourcentages en



[0178]
[0179]

[0180]

[0181]

[0182]

[0183]

24

masse. 0,0025652 % de 1’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10 a été ajouté
aux compositions sous une hotte a flux laminaire pour éviter toute contamination
microbienne.

La préparation des compositions dépendait de la viscosité souhaitée de chacune.

Les compositions A a C ont été préparées en ajoutant 1,08 mL d’une solution
aqueuse contenant 0,095 % en poids d’endolysine de la s€équence SEQ ID NO : 10 a
38,9 g d’une base de gel (eau + agent de conservation) dans un tube Falcon de 50 mL.
Le tube a été placé dans un agitateur afin d’homogénéiser la formulation a température
ambiante.

Les compositions ont €t€ préparées en mélangeant 1,08 mL d’une solution aqueuse
contenant 0,095 % en poids d’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10 avec
38,9 g d’une base de gel a I’aide d’un mortier et d’un pilon pendant 5 minutes. Des
échantillons d’environ 5 mL ont été€ aliquotés dans des tubes de 15 mL et placés dans
des conditions de stockage a 25 °C, 40 °C et 45 °C.

Une formulation témoin a €t€ préparée de maniere similaire aux compositions
A a C, en utilisant un tampon de stockage stérile au lieu de I’endolysine (SB). Les
échantillons pour les mesures de viscosité ont également été préparés de la méme
maniére pour un volume total de 50 mL en utilisant 1,35 mL d’endolysine et 48,65 g
de base de gel dans un tube Falcon.

Les divers polymeres (PVA ou HPMC) sont présents dans les compositions
du présent exemple en une teneur habituelle pour chacun d’entre eux dans une
composition cosmétique, en particulier en une teneur habituelle pour que chacun
d’entre eux joue son rdle d’agent filmogene et d’agent de contréle de viscosité dans
une composition de I’invention.

[Tableau 2] Tableau 2

INCI EU A B C
2 9% HPMC 1 % HPMC 2% PVA
(en dehors de I’ |(en dehors de 1’ |(selon I’inventi
invention) invention) on)
Agent de conservation 0,51 0,51 0,51
Eau 97,44 98,46 97,39
Hydroxypropyl méthylcellulose (2,06 / /
(Cellosize Texture E4M PRM H
ydroxypropyl Methylcellulose,
de DOW)
Alcool polyvinylique / / 2,1
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(nom INCI : Polyvinyl alcohol)

(Selvol® Ultalux FP de Sekisui
Specialty Chemicals)

~

Hydroxypropyl méthylcellulose 1,03 /
(Tylose® MOBS 6 P4 de Shin-E

tsu)

[0184]  Une étude de dosage de destruction a €t€ menée sur toutes les compositions ci-dessus
et également sur la composition témoin avec 2,7 % en poids d’une solution aqueuse
contenant 0,095 % en poids d’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10 a TO de
fagon a mesurer la capacité de I’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10 a digérer
S. aureus. Une seule concentration de S. aureusa été utilisée dans cette étude et 'ODgy

a été fixée a 0,15.

[0185] RESULTATS ET CONCLUSIONS

[0186]  Dans cette étude, une capacité de destruction supérieure a 90 % soit une réduction
log de 1 a été considérée comme acceptable pour les formulations comprenant
I’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10. Les résultats de cette étude sont donnés
dans le Tableau 3 ci-dessous.

[0187]  Cette étude compare 1’évolution dans le temps a TO (c’est-a-dire entre 1 jour et 7
jours apres fabrication des formules), T7 (7 jours apres TO), T28 (28 jours apres TO),
et T84 (84 jours apres TO) et de température (a 25 °C, 40 °C et 45 °C) des différentes
compositions, en observant I’évolution des valeurs de destruction d’endolysine en
fonction des valeurs a TO pour toutes les formules. Elle a €également permis de mettre
en avant les formules robustes (peu ou pas de changement de stabilité de I’endolysine
dans le temps) et les formules moins robustes (perte de capacité de destruction de
I’endolysine dans le temps) parmi les formules qui restaient.

[0188] [Tableaux3]

25°C 40 °C 45 °C
TO T7 T28 T84 T84 T84

>90 % >90 % >90 % >90 % <90 % <90 %
>90 % >90 % >90 % >90 % <90 % <90 %
>90 % >90 % >90 % >90 % >90 % >90 %

[0189]  Les résultats de I’étude montrent que toutes les compositions comprenant

I’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10 sont stables a 25 °C apres trois mois de
stockage avec un dosage de destruction supérieur a 90 %. Apres 84 jours de stockage a

40 °C et 45 °C, les formules comparatives A et B montrent une réduction de I’activité
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antimicrobienne de 1’endolysine de la séquence SEQ ID NO : 10, comme en atteste le
degré réduit de destruction.

Ainsi, il est clair que les systemes selon I’invention comprenant une endolysine
en combinaison avec au moins un PVA sont des systémes robustes pour maintenir
I’activité antimicrobienne vis-a-vis de S. aureusde I’endolysine de la séquence SEQ ID
NO : 10 dans le temps, dans un environnement de composition cosmétique.

En revanche, un systeme comprenant une endolysine en combinaison avec
un agent filmogene et de controle de viscosité autre que le PVA, tel que
I’hydroxypropylméthylcellulose a une concentration égale a 1 % ou 2 % en poids,
montre une réduction de I’activité antimicrobienne de 1’endolysine de la séquence
SEQ ID NO : 10 apres 84 jours a 40 °C et 45 °C. Ce systeme est donc moins résistant,
notamment dans le temps, qu’un systeme selon I’invention.

Liste des séquences

SEQ ID NO : 1 CBD-2638 (protéine)

WKONKDGIWYKAEHASFTVTAPEGIITRYKGPWTGHPQAGVLQKGQTIKYD
EQKFDGHVWVSWETFEGETVYMPVRTWDAKTGKVGKLWGEIK

SEQ ID NO : 2 CBD-2638 (acide nucléique)

TGGAAACAGAATAAAGATGGCATTTGGTATAAAG
CTGAACATGCTTCGTTCACAGTGACAGCACCAGAGGGAATTATCACAAGAT
ACAAAGGTCCTTGGACTGGTCACCCACAAGCTGGTGTATTACAAAAAGGTC
AAACGATTAAATATGATGAGGTTCAAAAATTTGACGGTCATGTTTGGGTAT
CGTGGGAAACGTTTGAGGGCGAAACTGTATACAT
GCCGGTACGCACATGGGACGCTAAAACTGGTAAA
GTTGGTAAGTTGTGGGGCGAAATTAAATAA

SEQ ID NO : 3 Ply2638 (protéine)

MLTAIDYLTKKGWKISSDPRTYDGYPKNYGYRNY
HENGINYDEFCGGYHRAFDVYSNETNDVPAVTSGTVIEANDYGNFGGTFVI
RDANDNDWIYGHLQRGSMRFVVGDKVNQGDIIGLQGNSNYYDNPMSVHLHL
QLRPKDAKKDEKSQVCSGLAMEKYDITNLNAKQDKSKNGSVKELKHIYSNH
IKGNKITAPKPSIQGVVIHNDYGSMTPSQYLPWLYARENNGTHVNGWASVY
ANRNEVLWYHPTDY VEWHCGNQWANANLIGFEVCESYPGRISDKLFLENEE
ATLKVAADVMKSYGLPVNRNTVRLHNEFFGTSCPHRSWDLHVGKGEPYTTT
NINKMKDYFIKRIKHY YDGGKLEVSKAATIKQSDVKQEVKKQEAKQIVKAT
DWKOQONKDGIWYKAEHASFTVTAPEGIITRYKGPWTGHPQAGVLQKGQTIKY
DEVQKFDGHVWVSWETFEGETVYMPVRTWDAKTGKVGKLWGEIK

SEQ ID NO : 4 Ply2638 (protéine)

MRGSHHHHHHGSMLTAIDYLTKKGWKISSDPRTY
DGYPKNYGYRNYHENGINYDEFCGGYHRAFDVYSNETNDVPAVTSGTVIEA
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NDYGNFGGTFVIRDANDNDWIYGHLQRGSMRFVVGDKVNQGDIGLQGNSN
YYDNPMSVHLHLQLRPKDAKKDEKSQVCSGLAMEKYDITNLNAKQDKSKNG
SVKELKHIYSNHIKGNKITAPKPSIQGVVIHNDYGSMTPSQYLPWLYAREN
NGTHVNGWASVYANRNEVLWYHPTDYVEWHCGNQ
WANANLIGFEVCESYPGRISDKLFLENEEATLKVAADVMKSYGLPVNRNTV
RLHNEFFGTSCPHRSWDLHVGKGEPYTTTNINKMKDYFIKRIKHY YDGGKL
EVSKAATIKQSDVKQEVKKQEAKQIVKATDWKQNKDGIWYKAEHASFTVTA
PEGIITRYKGPWTGHPQAGVLQKGQTIKYDEVQKFDGHVWVSWETFEGETV
YMPVRTWDAKTGKVGKLWGEIK

SEQ ID NO : 5 Ply2638 (acide nucléique)

ATGCTAACTGCTATTGACTATCTTACGAAAAAAG
GTTGGAAAATATCATCTGACCCTCGCACTTACGATGGTTACCCTAAAAACT
ACGGCTACAGAAATTACCATGAAAACGGCATTAA
TTATGATGAGTTTTGTGGTGGTTATCATAGAGCTTTTGATGTTTACAGTAA
CGAAACTAACGACGTGCCTGCTGTTACTAGCGGAACAGTTATTGAAGCAAA
CGATTACGGTAATTTTGGTGGTACATTCGTTATTAGAGACGCTAACGATAA
CGATTGGATATATGGGCATCTACAACGTGGCTCAATGCGATTTGTTGTAGG
CGACAAAGTCAATCAAGGTGACATTATTGGTTTACAAGGTAATAGCAACTA
TTACGACAATCCTATGAGTGTACATTTACATTTACAATTACGCCCTAAAGA
CGCAAAGAAAGATGAAAAATCACAAGTATGTAGT
GGTTTGGCTATGGAAAAATATGACATTACAAATTTAAATGCTAAACAAGAT
AAATCAAAGAATGGGAGCGTGAAAGAGTTGAAAC
ATATCTATTCAAACCATATTAAAGGTAACAAGATTACAGCACCAAAACCTA
GTATTCAAGGTGTGGTCATCCACAATGATTATGGTAGTATGACACCTAGTC
AATACTTACCATGGTTATATGCACGTGAGAATAACGGTACACACGTTAACG
GTTGGGCTAGTGTTTATGCAAATAGAAACGAAGTGCTTTGGTATCATCCGA
CAGACTACGTAGAGTGGCATTGTGGTAATCAATGGGCAAATGCTAACTTAA
TCGGATTTGAAGTGTGTGAGTCGTATCCTGGTAGAATCTCGGACAAATTAT
TCTTAGAAAATGAAGAAGCGACATTGAAAGTAGC
TGCGGATGTGATGAAGTCGTACGGATTACCAGTTAATCGCAACACTGTACG
TCTGCATAACGAATTCTTCGGAACTTCTTGTCCACATCGTTCGTGGGACTT
GCATGTTGGCAAAGGTGAGCCTTACACAACTACTAATATTAATAAAATGAA
AGACTACTTCATCAAACGCATCAAACATTATTATGACGGTGGAAAGCTAGA
AGTAAGCAAAGCAGCAACTATCAAACAATCTGAC
GTTAAGCAAGAAGTTAAAAAGCAAGAAGCAAAAC
AAATTGTGAAAGCAACAGATTGGAAACAGAATAA
AGATGGCATTTGGTATAAAGCTGAACATGCTTCGTTCACAGTGACAGCACC
AGAGGGAATTATCACAAGATACAAAGGTCCTTGG
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ACTGGTCACCCACAAGCTGGTGTATTACAAAAAGGTCAAACGATTAAATAT
GATGAGGTTCAAAAATTTGACGGTCATGTTTGGGTATCGTGGGAAACGTTT
GAGGGCGAAACTGTATACATGCCGGTACGCACAT
GGGACGCTAAAACTGGTAAAGTTGGTAAGTTGTGGGGCGAAATTAAATAA

SEQ ID NO : 6 M23-LST (protéine)

AATHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYG
VDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWSNYGGGNQIGLIENDGVHRQWYMHLSK
YNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRMVNSFSNSTAQDPMPFLK
SAGY

SEQ ID NO : 7 M23-LST (acide nucléique)

GCTGCAACACATGAACATTCAGCACAATGGTTGA
ATAATTACAAAAAAGGATATGGTTACGGTCCTTATCCATTAGGTATAAATG
GCGGTATGCACTACGGAGTTGATTTTTTTATGAATATTGGAACACCAGTAA
AAGCTATTTCAAGCGGAAAAATAGTTGAAGCTGG
TTGGAGTAATTACGGAGGAGGTAATCAAATAGGTCTTATTGAAAATGATGG
AGTGCATAGACAATGGTATATGCATCTAAGTAAATATAATGTTAAAGTAGG
AGATTATGTCAAAGCTGGTCAAATAATCGGTTGGTCTGGAAGCACTGGTTA
TTCTACAGCACCACATTTACACTTCCAAAGAATGGTTAATTCATTTTCAAA
TTCAACTGCCCAAGATCCAATGCCTTTCTTAAA GAGCGCAGGATAT

SEQ ID NO : 8 Ami-2638 (protéine)

NKITAPKPSIQGVVIHNDYGSMTPSQYLPWLYARENNGTHVNGWASVYANR
NEVLWYHPTDYVEWHCGNQWANANLIGFEVCESYPGRISDKLFLENEEATL
KVAADVMKSYGLPVNRNTVRLHNEFFGTSCPHRSWDLHVGKGEPYTTTNIN
KMKDYFIKRIKHYYDG

SEQ ID NO : 9 Ami-2638 (acide nucléique)

GGTAACAAGATTACAGCACCAAAACCTAGTATTC
AAGGTGTGGTCATCCACAATGATTATGGTAGTATGACACCTAGTCAATACT
TACCATGGTTATATGCACGTGAGAATAACGGTACACACGTTAACGGTTGGG
CTAGTGTTTATGCAAATAGAAACGAAGTGCTTTGGTATCATCCGACAGACT
ACGTAGAGTGGCATTGTGGTAATCAATGGGCAAA
TGCTAACTTAATCGGATTTGAAGTGTGTGAGTCGTATCCTGGTAGAATCTC
GGACAAATTATTCTTAGAAAATGAAGAAGCGACA
TTGAAAGTAGCTGCGGATGTGATGAAGTCGTACGGATTACCAGTTAATCGC
AACACTGTACGTCTGCATAACGAATTCTTCGGAACTTCTTGTCCACATCGT
TCGTGGGACTTGCATGTTGGCAAAGGTGAGCCTTACACAACTACTAATATT
AATAAAATGAAAGACTACTTCATCAAACGCATCAAACATTATTATGACGGT

SEQ ID NO : 10 M23-LST Ami2638 CBD2638 (protéine)
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AATHEHSAQWLNNYKKGYGYGPYPLGINGGMHYG
VDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWSNY GGGNQIGLIENDGVHRQWYMHLSK
YNVKVGDYVKAGQIIGWSGSTGYSTAPHLHFQRMVNSFSNSTAQDPMPFLK
SAGYGKAGGTVTPTPNTGELLRPKDAKKDEKSQVCSGLAMEKYDITNLNAK
QDKSKNGSVKELKHIYSNHIKGNKITAPKPSIQGVVIHNDYGSMTPSQYLP
WLYARENNGTHVNGWASVYANRNEVLWYHPTDYV
EWHCGNQWANANLIGFEVCESYPGRISDKLFLENEEATLKVAADVMKSYGL
PVNRNTVRLHNEFFGTSCPHRSWDLHVGKGEPYTTTNINKMKDYFIKRIKH
YYDGGKLEVSKAATIKQSDVKQEVKKQEAKQIVKATDWKQNKDGIWYKAEH
ASFTVTAPEGIITRYKGPWTGHPQAGVLQKGQTIKYDEVQKFDGHVWVSWE
TFEGETVYMPVRTWDAKTGKVGKLWGEIK

SEQ ID NO : 11 M23-LST Ami2638 CBD2638 (protéine)

MRGSHHHHHHGSAATHEHSAQWLNNYKKGYGYGP
YPLGINGGMHYGVDFFMNIGTPVKAISSGKIVEAGWSNYGGGNQIGLIEND
GVHRQWYMHLSKYNVKVGDYVKAGQIUGWSGSTGYSTAPHLHFQRMVNSFS
NSTAQDPMPFLKSAGYGKAGGTVTPTPNTGELLRPKDAKKDEKSQVCSGLA
MEKYDITNLNAKQDKSKNGSVKELKHIYSNHIKGNKITAPKPSIQGVVIHN
DYGSMTPSQYLPWLYARENNGTHVNGWASVYANR
NEVLWYHPTDYVEWHCGNQWANANLIGFEVCESYPGRISDKLFLENEEATL
KVAADVMKSYGLPVNRNTVRLHNEFFGTSCPHRSWDLHVGKGEPYTTTNIN
KMKDYFIKRIKHYYDGGKLEVSKAATIKQSDVKQEVKKQEAKQIVKATDWK
QONKDGIWYKAEHASFTVTAPEGITRYKGPWTGHPQAGVLQKGQTIKYDEV
QKFDGHVWVSWETFEGETVYMPVRTWDAKTGKVGKLWGEIK

SEQ ID NO : 12 M23-LST Ami2638 CBD2638 (acide nucléique)

GCTGCAACACATGAACATTCAGCACAATGGTTGA
ATAATTACAAAAAAGGATATGGTTACGGTCCTTATCCATTAGGTATAAATG
GCGGTATGCACTACGGAGTTGATTTTTTTATGAATATTGGAACACCAGTAA
AAGCTATTTCAAGCGGAAAAATAGTTGAAGCTGG
TTGGAGTAATTACGGAGGAGGTAATCAAATAGGTCTTATTGAAAATGATGG
AGTGCATAGACAATGGTATATGCATCTAAGTAAATATAATGTTAAAGTAGG
AGATTATGTCAAAGCTGGTCAAATAATCGGTTGGTCTGGAAGCACTGGTTA
TTCTACAGCACCACATTTACACTTCCAAAGAATGGTTAATTCATTTTCAAA
TTCAACTGCCCAAGATCCAATGCCTTTCTTAAAGAGCGCAGGATATGGAAA
AGCAGGTGGTACAGTAACTCCAACGCCGAATACAGGTGAGCTCTTACGCCC
TAAAGACGCAAAGAAAGATGAAAAATCACAAGTA
TGTAGTGGTTTGGCTATGGAAAAATATGACATTACAAATTTAAATGCTAAA
CAAGATAAATCAAAGAATGGGAGCGTGAAAGAGT
TGAAACATATCTATTCAAACCATATTAAAGGTAACAAGATTACAGCACCAA
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AACCTAGTATTCAAGGTGTGGTCATCCACAATGATTATGGTAGTATGACAC
CTAGTCAATACTTACCATGGTTATATGCACGTGAGAATAACGGTACACACG
TTAACGGTTGGGCTAGTGTTTATGCAAATAGAAACGAAGTGCTTTGGTATC
ATCCGACAGACTACGTAGAGTGGCATTGTGGTAATCAATGGGCAAATGCTA
ACTTAATCGGATTTGAAGTGTGTGAGTCGTATCCTGGTAGAATCTCGGACA
AATTATTCTTAGAAAATGAAGAAGCGACATTGAA
AGTAGCTGCGGATGTGATGAAGTCGTACGGATTACCAGTTAATCGCAACAC
TGTACGTCTGCATAACGAATTCTTCGGAACTTCTTGTCCACATCGTTCGTG
GGACTTGCATGTTGGCAAAGGTGAGCCTTACACAACTACTAATATTAATAA
AATGAAAGACTACTTCATCAAACGCATCAAACATTATTATGACGGTGGAAA
GCTAGAAGTAAGCAAAGCAGCAACTATCAAACAA
TCTGACGTTAAGCAAGAAGTTAAAAAGCAAGAAG
CAAAACAAATTGTGAAAGCAACAGATTGGAAACA
GAATAAAGATGGCATTTGGTATAAAGCTGAACATGCTTCGTTCACAGTGAC
AGCACCAGAGGGAATTATCACAAGATACAAAGGT
CCTTGGACTGGTCACCCACAAGCTGGTGTATTACAAAAAGGTCAAACGATT
AAATATGATGAGGTTCAAAAATTTGACGGTCATGTTTGGGTATCGTGGGAA
ACGTTTGAGGGCGAAACTGTATACATGCCGGTAC
GCACATGGGACGCTAAAACTGGTAAAGTTGGTAA
GTTGTGGGGCGAAATTAAATAA

SEQ ID NO : 13 6xHis Etiquette N-terminale

MRGSHHHHHHGS
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Revendications

Composition, notamment composition cosmétique, comprenant, dans
un milieu physiologiquement acceptable :

(i) au moins une endolysine ; et

(i1) au moins un polyalcool vinylique.

Composition selon la revendication 1, dans laquelle I’endolysine est
une endolysine dérivée d’un phage de Staphylococcus aureus.
Composition selon I’une quelconque des revendications 1 a 2,

dans laquelle I’endolysine comprend une séquence de protéine
comprenant au moins 80 %, en particulier au moins 90 %, plus
particulierement au moins 95 % d’identité de séquence avec une
séquence d’acides aminés choisie dans le groupe consistant en les
séquences d’acides aminés des références SEQ ID NO : 3 et SEQ ID
NO: 4.

Composition selon I’une quelconque des revendications 1 a 3,

dans laquelle I’endolysine comprend une séquence de protéine
comprenant au moins 80 %, en particulier au moins 90 %, plus
particulierement au moins 95 % d’identité de séquence avec une
séquence d’acides aminés choisie dans le groupe consistant en les
séquences d’acides aminés des références SEQ ID NO : 10, et SEQ
ID NO : 11, en particulier I’endolysine comprend une séquence de
protéine consistant en la s€équence d’acides aminés de référence SEQ
ID NO : 10.

Composition selon I’une quelconque des revendications 1 a 4, dans
laquelle I’endolysine, en particulier I’endolysine dérivée d’un phage
de Staphylococcus aureus, est présente en une quantité allant de
0,0001 % a 0,1 % en poids, en particulier de 0,0005 % a 0,01 %

en poids, plus particulierement de 0,001 % a 0,005 % en poids par
rapport au poids total de la composition.

Composition selon I’une quelconque des revendications 1 a 5, le

polyalcool vinylique incluant au moins 1'un des motifs de formule

@ :
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Composition selon I’une quelconque des revendications 1 a 6, dans
laquelle le polyalcool vinylique a un poids moléculaire moyen en
masse de 1000 a 1 000 000 g/mol, de préférence de 10 000 a 500 000
g/mol et encore plus préférentiellement de 50 000 a 400 000 g/mol.
Composition selon I’une quelconque des revendications 1 a 7, dans
laquelle le polyalcool vinylique est présent en une teneur allant de
0,1 % a 20 % en poids par rapport au poids total de la composition,
en particulier de 0,5 % a 10 %, encore plus préférentiellement de 1 %
a5 % en poids par rapport au poids total de la composition.
Composition selon I’une quelconque des revendications 1 a §, la
composition convenant a une administration topique.

Composition pour son utilisation, notamment 1’ utilisation topique,
selon I’une quelconque des revendications 1 a 9, pour prévenir et/ou

traiter I’acné et/ou I’eczéma chez un individu qui en a besoin.
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Sequences

Molecule Type

3-1-4-1

Features Location/Qualifiers

source 1..93
mol_type= protein
organism= synthetic construct

gl

3-1-5

Residues

WKQNKDGIWY KAEHASFTVT APEGITRYK GPWTGHPQAG VLQKGQTIKY DEQKFDGHVW
VSWETFEGET VYMPVRTWDA KTGKVGKLWG EIK

3-2-1

Sequence Number [ID]

3-2-3

Length

285




3-3-4-1 Features Location/Qualifiers source 1..486
mol_type= protein
organism= synthetic construct

3-3-5 Residues

MLTADYLTK KGWKISSDPR TYDGYPKNYG YRNYHENGIN YDEFCGGYHR AFDVYSNETN
DVPAVTSGTV IEANDYGNFG GTFVIRDAND NDWIYGHLQR GSMRFWGDK VNQGDIGLQ
GNSNYYDNPM SVHLHLQLRP KDAKKDEKSQ VCSGLAMEKY DITNLNAKQD KSKNGSVKEL
KHIYSNHIKG NKITAPKPSI QGWIHNDYG SMTPSQYLPW LYARENNGTH VNGWASVYAN
RNEVLWYHPT DYVEWHCGNQ WANANLIGFE VCESYPGRIS DKLFLENEEA TLKVAADVMK
SYGLPVYNRNT VRLHNEFFGT SCPHRSWDLH VGKGEPYTTT NINKMKDYFI KRIKHYYDGG
KLEVSKAATI KQSDVKQEVK KQEAKQIVKA TDWKQNKDGI WYKAEHASFT VTAPEGITR
YKGPWTGHPQ AGVLQKGQTI KYDEVQKFDG HVYWVSWETFE GETVYMPVRT WDAKTGKVGK
LWGEIK

498

3-5 Sequences

3-5-2 Molecule Type DNA

3-5-4-1 Features Location/Qualifiers source 1..1461
mol_type= other DNA

organism= synthetic construct




3-5-5

Residues

atgctaactg ctattgacta tcttacgaaa aaaggttgga aaatatcatc tgaccctcge
acttacgatg gttaccctaa aaactacggc tacagaaatt accatgaaaa cggcattaat
tatgatgagt tttgtggtgg ttatcataga gcttttgatg tttacagtaa cgaaactaac
gacgtgectg ctgttactag cggaacagtt attgaagcaa acgattacgg taattttggt
ggtacattcg ttattagaga cgctaacgat aacgattgga tatatgggca tctacaacgt
ggctcaatge gatttgtigt aggcgacaaa gtcaatcaag gtgacattat tggtttacaa
ggtaatagca actattacga caatcctatg agtgtacatt tacatttaca attacgccct
aaagacgcaa agaaagatga aaaatcacaa gtatgtagtg gtttggctat ggaaaaatat
gacattacaa atttaaatgc taaacaagat aaatcaaaga atgggagcgt gaaagagttg
aaacatatct attcaaacca tattaaaggt aacaagatta cagcaccaaa acctagtatt
caaggtgtgg tcatccacaa tgattatggt agtatgacac ctagtcaata cttaccatgg
ttatatgcac gtgagaataa cggtacacac gttaacggtt gggctagtgt ttatgcaaat
agaaacgaag tgctttggta tcatccgaca gactacgtag agtggcattg tggtaatcaa
tgggcaaatg ctaacttaat cggatttgaa gtgtgtgagt cgtatcctgg tagaatctcg
gacaaattat tcttagaaaa tgaagaagcg acattgaaag tagctgcgga tgtgatgaag
tcgtacggat taccagttaa tcgcaacact gtacgtctge ataacgaatt cttcggaact
tettgtccac atcgttcgtg ggacttgeat gttggcaaag gtgagcctta cacaactact
aatattaata aaatgaaaga ctacttcatc aaacgcatca aacattatta tgacggtgga
aagctagaag taagcaaagc agcaactatc aaacaatctg acgttaagca agaagttaaa
aagcaagaag caaaacaaat tgtgaaagca acagattgga aacagaataa agatggcatt
tggtataaag ctgaacatgc ttcgttcaca gtgacagcac cagagggaat tatcacaaga
tacaaaggtc cttggactgg tcacccacaa gctggtgtat tacaaaaagg tcaaacgatt
aaatatgatg aggticaaaa atttgacggt catgtttggg tatcgtggga aacgtttgag
ggcgaaactg tatacatgcc ggtacgcaca tgggacgcta aaactggtaa agttggtaag
ttgtggggcg aaattaaata a

3-6-3

Length 140

NonEnglishQualifier Value

3-7

Sequences

3-7-2

Molecule Type DNA

3-7-4-1

Features Location/Qualifiers source 1..420
mol_type= other DNA
organism= synthetic construct

glis

3-7-5

Residues

gctgcaacac atgaacattc agcacaatgg ttgaataatt acaaaaaagg atatggttac
ggtccttatc cattaggtat aaatggcggt atgcactacg gagttgattt ttttatgaat
attggaacac cagtaaaagc tatttcaagc ggaaaaatag ttgaagctgg ttggagtaat
tacggaggag gtaatcaaat aggtcttatt gaaaatgatg gagtgcatag acaatggtat
atgcatctaa gtaaatataa tgttaaagta ggagattatg tcaaagctgg tcaaataatc
ggttggtctg gaagcactgg ttattctaca gcaccacatt tacacttcca aagaatggtt

3-8-1

Sequence Number [ID] 8

3/6



3-8-3

Length 169

Sequences

3-9-2

Molecule Type DNA

3-9-4-1

Features Location/Qualifiers source 1..510
mol_type= other DNA
organism= synthetic construct

i

3-9-5

Residues
ggtaacaaga ttacagcacc aaaacctagt attcaaggtg tggtcatcca caatgattat
ggtagtatga cacctagtca atacttacca tggttatatg cacgtgagaa taacggtaca
cacgttaacg gttgggctag tgtttatgca aatagaaacg aagtgctttg gtatcatccg
acagactacg tagagtggca ttgtggtaat caatgggcaa atgctaactt aatcggattt
gaagtgtgtg agtcgtatcc tggtagaatc tcggacaaat taticttaga aaatgaagaa
gcgacattga aagtagctgc ggatgtgatg aagtcgtacg gattaccagt taatcgcaac
actgtacgtc tgcataacga attcttcgga acttctigtc cacatcgttc gtgggacttg
catgttggca aaggtgagcc ttacacaact actaatatta ataaaatgaa agactacttc
ttatgacggt

3-10-1

Sequence Number [ID] 10

3-10-3

Length 505

Sequences

3-11-2

Molecule Type AA

416



3-11-4-1| Features Location/Qualifiers source 1..517
mol_type= protein
organism= synthetic construct

3-11-5 Residues

MRGSHHHHHH GSAATHEHSA QWLNNYKKGY GYGPYPLGIN GGMHYGVDFF MNIGTPVKAI
SSGKIVEAGW SNYGGGNQIG LIENDGVHRQ WYMHLSKYNV KVGDYVKAGQ IIGWSGSTGY
STAPHLHFQR MVNSFSNSTA QDPMPFLKSA GYGKAGGTVT PTPNTGELLR PKDAKKDEKS
QVCSGLAMEK YDITNLNAKQ DKSKNGSVKE LKHIYSNHIK GNKITAPKPS IQGWIHNDY
GSMTPSQYLP WLYARENNGT HVNGWASVYA NRNEVLWYHP TDYVEWHCGN QWANANLIGF
EVCESYPGRI| SDKLFLENEE ATLKVAADVM KSYGLPVNRN TVRLHNEFFG TSCPHRSWDL
HVGKGEPYTT TNINKMKDYF IKRIKHYYDG GKLEVSKAAT IKQSDVKQEV KKQEAKQIVK
ATDWKQNKDG IWYKAEHASF TVTAPEGIT RYKGPWTGHP QAGVLQKGQT IKYDEVQKFD
GHVWVSWETF EGETVYMPVR TWDAKTGKVG KLWGEIK

3-12-3 Length 1518

NonEnglishQualifier Value

3-13 Sequences

3-13-4-1| Features Location/Qualifiers source 1..12
mol_type= protein
organism= synthetic construct




3-13-5

Residues
MRGSHHHHHH GS
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