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— Testbericht und Fachinformation —

Tierversuchsfreie zellbiologische Untersuchungen zu férderlichen
Wirkeffekten der BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme

1 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Mit tierversuchsfreien zellbiologischen Testmethoden wurde das Testmuster 2/14.01.2010

(optimierte Formulierung) der BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme untersucht. Die Untersu-

chungsergebnisse zeigen, dass die Feuchtigkeitscreme

e eine dosisabhangige Stimulierung des Energiestoffwechsels kultivierter Binde-
gewebsfibroblasten zur Folge hat. Der maximale forderliche Effekt bewirkt eine
1,7fache Stimulation des Zellstoffwechsels im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Durch diese stimulierende Wirkung kann es nach Wirkstoffaufnahme zu einer verbes-
serten Zellregeneration und -vitalitat der strapazierten Haut in vivo kommen.

e bei keiner Konzentration eine statistisch signifikante antioxidative Wirkung zeigt

e die endogen gebildeten Sauerstoffradikale in einem sehr gro3en Konzentrationsbe-
reich effektiv zu etwa 35% inaktiviert. Somit kann die Creme die schadigende Wirkung
von einem kdrpereigenen lokalen Uberangebot reaktiver Sauerstoffradikale (z.B. auch
bei Entzindungsprozessen) deutlich vermindern.

Zusammengefasst steht bei der getesteten BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme die zellrege-

nerative und —vitalisierende Wirkung (z.B. auch bei Wundheilungsprozessen und zur all-

gemeinen Aktivierung der Hautfunktionen) im Vordergrund, welche durch das Potenzial

zur Inaktivierung von endogen gebildeten Sauerstoffradikalen erganzt wird.

Schongau, den 8. Marz 2010

Prof. Dr. Peter C. Dartsch
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2 Eigenschaften der getesteten BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme

Die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme flr normale und fettende Haut ist ein natiarlicher
Feuchtigkeitsspender fur einen strahlenden Teint. Sie aktiviert die Hautfunktionen und ist
die ideale Tages- und Nachtpflege fur junge und fette Haut und eignet sich auch als leichte
Sommercreme fur normale bis trockene Haut. Konserviert mit Sorbinsaure. Frei von syn-
thetischen Emulgatoren, Duft- und Farbstoffen und gentechnikfrei.

Anwendung: Morgens und abends nach der Gesichtreinigung einfach auf die Haut auf-
tragen und einziehen lassen.

Inhaltsstoffe: Orangenblitenhydrolat*, Aloe Vera Gel*, Disteldl*, Jojobadl*, Sheabut-ter*,
biologischer Weingeist*, belebtes Wasser und Manju, Emulgator aus Olivendl, pflanzli-
ches Glycerin*, Korallenkalzium, Bienenwachs*, pflanzlicher Fettalkohol, Kera-mikpulver,
Pongamia Extrakt — pflanzlicher Lichtchutz, Manju Meersalz, naturliches Vitamin E, Hyalu-
ronsaure, Xanthan; Krauterextrakte*: Ehrenpreis®, romische Kamille*, Schachtelhalm®,
Ringelblume*, Eibischwurzel*, Melisse*, Lavendel*, Iriswurzel*; Salz der Sorbinsaure; Mi-
schung atherischer Ole: Limonene**, Linalool**. Konserviert mit Sorbinsaure.

* = aus kontrolliert biologischem Anbau; ** = als Bestandteil natirlicher atherischer Ole

3 Testkonzentrationen und Testmuster

Um in den hier durchgeflhrten tierversuchsfreien zellbiologischen Untersuchungen mit
verschiedenen Testsystemen die Testkonzentration der Feuchtigkeitscreme abschatzen
zu kénnen, wurde von der folgenden Uberlegung ausgegangen: Die Creme wird unver-
dunnt auf die Haut aufgetragen und einziehen lassen. Durch die Verdinnung mit der in
den tieferen Hautschichten befindlichen inter- und intrazellularen Gewebsflissigkeit kommt
es zu einer Verduinnung der Wirkstoffe um den geschatzten Faktor 1:5 oder héher. Daher
wurde (auch aus technischen Grunden) als die am starksten konzentrierte wassrige
Stammldsung (10x) eine Konzentration von 200 mg/ml hergestellt und dann entsprechend
weiter verdunnt.

Die Untersuchungen wurden im Konzentrationsbereich zwischen 0 und 20 mg/ml durchge-
fuhrt: 0-0,1-0,25-0,5-1-2,5-5-10 — 20 mg/ml. Dabei bezeichnet die Konzentra-
tion ,,0“ die unbehandelte Kontrolle.

Untersucht wurde die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme, Testmuster 2 vom 14.01.2010.
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Fragestellungen der durchgefihrten Untersuchungen

Kann durch die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme der Energiestoffwechsel von Binde-
gewebszellen stimuliert und so eine Zellregeneration bzw. — vitalisierung gefordert
werden?

Kann die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme exogene reaktive Sauerstoffradikale inakti-
vieren und somit einer Schadigung der Haut durch Umwelteinflisse resp. oxidativem
Stress vorbeugen?

Kann die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme endogene, d.h. durch ein Ungleichgewicht
im Zellstoffwechsel gebildete Uberschissige Sauerstoffradikale inaktivieren? Ein sol-
cher lokaler RadikalUberschuss kann beispielsweise bei Entzindungsprozessen durch
die aus dem Blut eingewanderten neutrophilen Granulozyten gebildet werden.

5 Versuchsbeschreibung und Ergebnisse
5.1 Wirkung der BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme auf den Energiestoffwechsel von

Bindegewebsfibroblasten (zellregenerierende und —vitalisierende Wirkung)
Zellregenerative Vorgange oder Wundheilungsprozesse sind u.a. durch eine zeitwei-
lige Erhéhung des Energiestoffwechsels der beteiligten Zellen charakterisiert. Ist ein
Wirkstoff / Wirkstoffgemisch in der Lage, den zellularen Energiestoffwechsel zu sti-
mulieren, so kann daraus gefolgert werden, dass dieser Wirkstoff auch die Zellrege-
neration und Zellvitalitat fordern kann.

Fur diese Untersuchung wurden Bindegewebsfibroblasten (Zelllinie L-929, DSMZ) in
einer Dichte von 20.000 Zellen/Vertiefung in 96-Loch-Platten ausgesat. Nach 48
Stunden, welche die Zellen zur Adhasion und zur Normalisierung ihres Stoffwechsels
brauchen, wurden sie durch die Zugabe von Phosphatpuffer mit 5 mM Glucose sti-
muliert. Der Energiestoffwechsel mit seinen verschiedenen Redoxprozessen fuhrt
dabei zu einer Farbstoffspaltung und damit auch einer Anderung der optischen Dich-
te des ebenfalls zum Ansatz zugegebenen wasserloslichen Tetrazoliumfarbstoffes
WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim). Dessen optische Dichte wurde als Diffe-
renzmessung AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich fir 180 min aufgezeichnet und
nach linearer Regression der erhaltenen Kurvenzige in Form der Steigung (30-90
min) in mOD/min ausgewertet.

Ergebnis (Abb. 1): Dosisabhangige Stimulierung des Energiestoffwechsels der Bin-
degewebsfibroblasten durch die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme. Der maximale for-
derliche Effekt liegt bei einer Konzentration von 20 mg/ml. Hier ist der Energiestoff-
wechsel der Zellen annnahernd 1,7fach hoher als bei der unbehandelten Kontrolle.
Durch diese stimulierende Wirkung kann es nach Wirkstoffaufnahme zu einer ver-
besserten Zellregeneration und -vitalitat der strapazierten Haut in vivo kommen.
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5.2 Antioxidative Wirkung der BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme
Ohne Sauerstoff kdonnen wir nicht leben, aber Sauerstoff in Form von hochreaktiven
freien Sauerstoffradikalen (ROS = reactive oxygen species) kann pathophysiologi-
sche Veranderungen bewirken und auch den vorzeitigen Alterungsprozess fordern.
Freie Radikale werden als natlrliche Stoffwechselprodukte permanent in unserem
Korper produziert und erflllen grundsatzlich lebenswichtige Aufgaben. Zudem stehen
sie in einem standigen Gleichgewicht mit den regulierenden natlrlichen Entgiftungs-
mechanismen wie die Enzyme Glutathion, Katalase und Superoxid-Dismutase. Um-
weltbelastungen, Erndhrungsmangel, korperlicher oder seelischer Stress, aber auch
Medikamente, Verletzungen und Entzindungen konnen zu einer unkontrollierten
Uberproduktion freier Radikale fihren. Die Selbstregulation durch den Kérper ist ge-
stort.
Ubersteigt die Bildung freier Radikale deren kdrpereigene Entgiftung, so spricht man
von ,oxidativem Stress®. Die schnell und aggressiv wirkenden freien Radikale stéren
und zerstéren wichtige Funktionen und Strukturen im Korper; sie kdnnen oxidative
Veranderungen verursachen und damit Schadigungen aller wichtigen Biomolekile
wie Nukleinsauren (DNA und RNA), Proteine, Lipide und Kohlenhydrate.

5.2.1 Antioxidative Wirkung im zellfreien Testsystem bei Einwirkung frei-
er Radikale von auf3en (exogene Sauerstoffradikale)

In diesem zellfreien Testsystem wurde ohne die Verwendung von Zellen im Testan-
satz Uberpruft, ob verschiedene Konzentrationen der Testsubstanz in der Lage sind,
freie Sauerstoffradikale zu inaktivieren. Fur die Untersuchung wurden die verschie-
denen Konzentrationen der Feuchtigkeitscreme in Aqua dest. vorgelegt und dazu ei-
ne Lésung von Kaliumsuperoxid in Aqua dest. (1 mg/ml; Sigma-Aldrich Chemie,
Taufkirchen) pipettiert.

Die nicht durch den Wirkstoff inaktivierten und damit noch aggressiven und reakti-
onsfreudigen Radikale fiihren dabei zu einer Spaltung und damit auch einer Ande-
rung der optischen Dichte des ebenfalls zum Ansatz zugegebenen wasserloslichen
Tetrazoliumfarbstoffes WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim). Dessen optische
Dichte wurde als Differenzmessung AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich aufgezeich-
net und nach linearer Regression der erhaltenen Kurvenziige in Form der Steigung
(Zeitintervall 0 — 10 min) in mOD/min ausgewertet. Die erhaltenen Ergebnisse wur-
den dann als Relativwerte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt und
gegen die Konzentration aufgetragen.

Ergebnis (Abb. 2): Die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme zeigte bei keiner Konzentra-
tion eine statistisch signifikante antioxidative Wirkung. Es kam nicht zu einer Inakti-
vierung der zugesetzten freien Sauerstoffradikale.
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5.2.2 Antioxidative Wirkung im zellbasierten Testsystem bei einem Uber-
angebot kdrpereigener (endogener) Sauerstoffradikale

Zunachst wurden humane Promyelozyten (Zelllinie HL60, ECACC 98070106) als
permanente Zelllinie in Routinekultur durch sechstagige Behandlung mit Dimethylsul-
foxid zu sog. funktionalen Neutrophilen differenziert. Dies sind Zellen, welche die Ei-
genschaften von phagozytierenden und entzindungsvermittelnden Zellen (neutrophi-
le Granulozyten) im Blut besitzen.

Diese differenzierten Zellen wurden durch Zugabe eines Phorbolesters (Phorbol-12-
myristat-13-acetat; Sigma-Chemie, Taufkirchen) dazu angeregt, Superoxidanion-
Radikale zu bilden. Die Radikale fihren zu einer Spaltung des ebenfalls dem Ver-
suchsansatz zugesetzten Tetrazoliumfarbstoffes WST-1. Dabei ist die Menge der
gebildeten Sauerstoffradikale direkt proportional zur Farbstoffspaltung, d.h. je mehr
reaktive Radikale vorhanden sind, desto starker ist die Farbstoffspaltung und damit
auch die Anderung der optischen Dichte. Werden die von den Zellen gebildeten Ra-
dikale durch den Wirkstoff inaktiviert, so verandert sich die optische Dichte weniger
stark. Es wurde die optische Dichte als Differenzmessung AOD = 450 — 690 nm kon-
tinuierlich aufgezeichnet und nach linearer Regression der erhaltenen Kurvenzige in
Form der Steigung (Zeitintervall 15 — 30 min) in mOD/min ausgewertet. Die erhalte-
nen Ergebnisse wurden dann als Relativwerte im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle dargestellt und gegen die Konzentration aufgetragen.

Ergebnis (Abb. 3): BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme war in der Lage, die endogen
gebildeten Sauerstoffradikale effektiv zu etwa 35% zu inaktivieren. Dies konnte fur
einen sehr grol’en Konzentrationsbereich festgestellt werden. Somit kann die Creme
die schadigende Wirkung von einem koérpereigenen lokalen Uberangebot reaktiver
Sauerstoffradikale (z.B. auch bei Entziindungsprozessen) deutlich vermindern.
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Abb. 1: Dosisabhangige Stimulierung des Energiestoffwechsels von Bindegewebsfibro-
blasten durch BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme. Der maximale forderliche Effekt liegt bei
einer Konzentration von 20 mg/ml mit einem annahernd 1,7fach hoheren Energiestoff-
wechsel der Zellen als die unbehandelte Kontrolle. Durch diese stimulierende Wirkung
kann es nach Wirkstoffaufnahme zu einer verbesserten Zellregeneration und -vitalitat der
strapazierten Haut in vivo kommen. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung
aus jeweils drei Messungen (n = 3).
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Abb. 2: Keine statistisch signifikante antioxidative Wirkung von BIOEMSAN Feuchtigkeits-
creme, d.h. keine Inaktivierung freier exogener Sauerstoffradikale im zellfreien Test. An-
gegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung aus jeweils drei Messungen (n = 3).
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Abb. 3: Inaktivierung von endogenen Sauerstoffradikalen, die von speziell differenzierten
Zellen (funktionalre neutrophile Granulozyten)in einem oxidativen Burst gebildet werden,
durch die BIOEMSAN Feuchtigkeitscreme. Die maximale Inaktivierung endogener Radika-
le liegt Uber einen sehr weiten Konzentrationsbereich bei etwa 35%. Dadurch kann die
schadigende Wirkung von einem korpereigenen lokalen Uberangebot reaktiver Sauerstoff-
radikale vermindert werden. Angegeben ist der Mittelwert £ Standardabweichung aus je-
weils drei Messungen (n = 3).
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