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1. Qualitatszertifikat
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2. Generelles

2.1 Proben

Textilprobe ,SeaCell®™ (# 14 07 085)

2.2 Referenzmaterial

Referenzprobe Baumwolle (#14 07 086)

2.3 Auftraggeber

smartfiber AG

Breitscheidstralle 154

D-07407 Rudolstadt
Ansprechpartner: Anita Varga

2.4 Prifeinrichtung

Klinik far Hautkrankheiten
Universitatsklinikum Jena

Erfurter Stralle 35

D-07740 Jena

Studienleiter: PD Dr. Uta-Christina Hipler

2.5 Durchfuhrungszeitraum

Start: 17.07.2014
Ende: 24.07.2014
Falligkeit des Berichts: 28.07.2014
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3. GLP und Qualitatssicherung

Ich versichere, dass die Prufeinrichtung entsprechend der “Principles of Good Laboratory Practice*
arbeitet und technisch validierte Standard Operating Procedures fur die beschriebenen Testmethoden
vorliegen. Die Prifeinrichtung ist nach DIN EN 1SO 9001:2008 zertifiziert.

PD Dr. U.-C. Hipler
Laborleiterin
a/ Klinik far Hautkrankheiten

(%/ Erfurter Str. 35, D-07740 Jena
28.07.2014 /

Tel 03641 f9-37355
Christina.Hipler@med.
Datum Studienleiter: PD Dr. Uta-Christina Hipler

4. Zusammenfassung

Das Ziel der Studie war die Untersuchung der antioxidativen Kapazitat gegen freie Radikale

(ROS - reactive oxygen species, RNS - reactive nitrogen species) in vitro.

Es konnte gezeigt werden, dass die Textilprobe ,SeaCel® (# 17 07 085) eine
hochsignifikante antioxidative Kapazitat in vitro aufweist. Es wurde eine vergleichbare
Hemmung von ROS und RNS erzielt. Die gefundene antioxidative Wirkung war deutlich
hoher als die der Referenzprobe Baumwolle (# 17 07 086).
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5. Hintergrund

Die Haut stellt die Schnittstelle zwischen unserem Kérper und der Umwelt dar. Sie ist
funktionell das vielseitigste Organ des menschlichen Organismus und erfilllt unterschiedliche
Aufgaben. Sie dient der Abgrenzung nach AuRen, dem Erhalt der Homdostase, dem Schutz
vor Umwelteinflissen und ist an Stoffwechselprozessen und immunologischen Vorgangen
beteiligt. Oxidativer Stress durch freie Radikale (ROS, reactive oxygen species; RNS,
reactive nitrogen species) beschleunigt die Hautalterung und wurde in Zusammenhang mit
Hauterkrankungen wie z.B. Atopischer Dermatitis gebracht [Sezer et al. 2007, Briganti &
Picardo 2003]. Da UV-Licht die Generierung von freien Radikalen in den Zellen verstarkt,
wird der Einsatz von topischen Antioxidantien empfohlen [Masaki 2010, Maela-Azulay &
Bagatin 2009]. Dartber hinaus hat unsere Kleidung hat den langsten und engsten Kontakt
mit unserer Haut. Im klinischen und kosmetischen Bereich werden daher Textilien bereits in
vielfaltiger Weise genutzt. Ein Anwendungsgebiet ist z.B. die Verkniipfung von Antioxidantien
und Textilien.

Die antioxidative Kapazitat (AOC, antioxidant capacity) von léslichen Substanzen und
anderen Materialen, wie z.B. Textilien, kann mittels in vitro Tests erfasst und quantifiziert
werden. Die verschiedenen Methoden beruhen auf unterschiedlichen
Reaktionsmechanismen und verwenden unterschiedliche Radikale und Substrate.
Peroxylradikale (ROO’) sind die am haufigsten verwendeten Radikale in in-vitro-Verfahren,
da sie einerseits das Schlussel-Radikal fur die Autoxidation (Lipid Peroxidation) darstellen
[Ou et al. 2001]. So erfasst der ROS-(reactive oxygen species)-Test die Inhibierung der
Oxidation von Pholasin® durch Superoxidanionen und anderen Sauerstoffradikalen.
Demgegenuber misst der RNS-(reactive nitrogen species)-Test die Wirksamkeit eines
Antioxidans, die Oxidation von Pholasin® durch Peroxynitrit (ONOO") zu hemmen. Pholasin®
ist ein Photoprotein der Bohrmuschel Pholas dactylus, dass nach Oxidation in der Lage ist,
Licht zu emittieren (Chemilumineszenz). Diese Eigenschaften konnten bereits in vielfaltiger
Weise genutzt werden, um die antioxidative Wirksamkeit von Wundverbéanden [Wiegand et
al. 2009, Wiegand et al. 2006, Schénfelder et al. 2005] und Textilien [Hipler & Wiegand 2011,
Wiegand et al. 2010, Fluhr et al. 2010] nachzuweisen.
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6. Material und Methoden

6.1 Vorbereitung der Proben

Fur die Untersuchung der antioxidativen Kapazitat wurden aus den zu testenden Stoffproben
mittels 8 mm und 5 mm Biopsie-Stanzen (Stiefel Laboratorium GmbH, Germany) Stiicke
einheitlicher GroRe (0,5 cm® bzw. 0,25 cm?) ausgestanzt und in weiRe 96-Well-

Mikrotiterplatten (greiner bio-one, Germany) tberfuhrt.

6.2 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat der Proben mittels ROS-Test

Die Bestimmung der antioxidativen Wirkung gegeniiber freien Radikalen, wie dem
Superoxidanion (reactive oxygen species, ROS), erfolgte mit dem ABEL® Antioxidant Test
Kit mit Pholasin® fur Superoxid und andere freie Radikale (Knight Scientific Limited, UK).
Superoxid wird im Test aus den Lésungen A und B freigesetzt. Die zu testenden Stoffproben
in der 96-Well-Mikrotiterplatte wurden mit 25 uL Puffer (Lot. GA251A B1 120809) und 100 L
Losung A (Lot. JA511A A1 130422) versetzt. AnschlieRend wurden 50 pL Pholasin-Lésung
(Lot. AA170A B1 110428) pro Well zugegeben. Nach automatischer Injektion von 25 uL
Losung B (Lot. KA611A B3 110912) erfolgte die Messung der Chemolumineszenz im
Mikroplattenluminometer LUMIstar Galaxy (BMG LabTechnologies GmbH, Germany).

Die antioxidative Wirkung einer Substanz wird als prozentuale Reduzierung der
Peakintensitat im Vergleich zu den Kontrollen ohne Probe ausgedriickt.

[(peak-Kontrolle) — (peak-Probe)] x 100
% Inhibierung =

(peak-Kontrolle)
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6.3 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat der Proben mittels RNS-Test

Die Bestimmung der antioxidativen Wirkung gegeniiber Peroxynitrit (reactive nitrogen
species, RNS) erfolgte mit dem ABEL® Antioxidant Test Kit mit Pholasin® fur Peroxynitrit
(Knight Scientific Limited, UK). Peroxynitrit entsteht wahrend der Reaktion von Superoxid mit
Stickstoffoxid. Die beiden Reaktanden werden aus einer 2,5 mM SIN-1-Lésung (3-
Morpholino-sydnonimin HCI) freigesetzt. Die zu testenden Stoffproben in der 96-Well-
Mikrotiterplatte wurden mit 100 uL Puffer (Lot. TA 508A B2 120416) versetzt und 50 pL
Pholasin-Losung (Lot. AA 170A A2 130520) pro Well zugegeben. Nach automatischer
Injektion von 50 pL SIN-1-Lésung (Lot. UB712B 120330) erfolgte die Messung der
Chemolumineszenz im Mikroplattenluminometer LUMIstar Galaxy (BMG LabTechnologies
GmbH, Deutschland).

Die antioxidative Wirkung einer Substanz wird als prozentuale Reduzierung der
Peakintensitat im Vergleich zu den Kontrollen ohne Probe ausgedriickt.

[(peak-Kontrolle) — (peak-Probe)] x 100
% Inhibierung =

(peak-Kontrolle)

6.4 Statistik

Alle Versuche wurden in zwei unabhangigen Ansatzen durchgefuhrt. Die einzelnen
Messungen erfolgen in Dreifachbestimmungen. Angeben sind die Mittelwerte +
Standardabweichung. Die statistische Auswertung der Messwerte erfolgte auf der Basis des
Students-T-Test (Microsoft® Excel SP2). Als statistisch signifikant wurden Werte von p < 0,05
bewertet. Statistisch signifikante Ergebnisse wurden durch Sternsymbolik gekennzeichnet:
[*™*]1p=<0,001; ["™ p=<0,01; [*] p< 0,05
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7. Abweichungen vom Studienprotokoll

Es gab keine Abweichungen vom Studienprotokoll.

8. Dokumentation

Entsprechend der GLP Vorschriften werden die folgenden Akten und Daten im Archiv der
Klinik fur Hautkrankheiten am Universitatsklinikum Jena aufbewahrt:

Eine Kopie des Studienberichtes und das Studienprotokoll sowie die Rohdaten, die wahrend
der Studie generiert wurden, werden mindestens fur 4 Jahre nach Abschluss der Studie
aufbewahrt.

Nicht verwendete Proben und Referenzmaterialien werden mindestens fir 12 Monate nach
Abschluss de Studie aufbewahrt und danach vernichtet. Materialien und Proben, die Uber
diesen Zeitraum nicht stabil sind, kdonnen vor diesem Zeitpunkt ohne die vorherige
Zustimmung des Auftraggebers vernichtet werden.

Unterlagen und Berichte zu Wartung und Kalibrierung von Geraten, Validierungen fur
rechnergestutzte Systeme und die Akten der Operating Procedures (SOPs) werden

entsprechend der behdérdlichen Vorschriften aufbewahrt.
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9. Ergebnisse und Diskussion

Die Textilprobe ,SeaCell® (# 17 07 085) war in der Lage die Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS) signifikant und konzentrationsabhangig zu inhibieren zu inhibieren
(Abbildung 1). Dariber hinaus wurde fur die Textilprobe ,SeaCell® (# 17 07 085) ebenfalls
eine signifikante Reduktion der Bildung von reaktiven Stickstoffspezies (RNS) beobachtet
(Abbildung 2). Die Referenzprobe Baumwolle (# 17 07 086) erzielte eine signifikante
antioxidative Wirkung gegen ROS aber nur eine leichte Hemmung von RNS. Es wurde ein
signifikanter Unterschied zwischen der Textilprobe ,SeaCell®™ (# 17 07 085) und der
Referenzprobe gefunden (p < 0,001).

120 ———— - - - —

100 + —_— — . — e

@
(=]
I
|
|
|

B
o

*

i | ] .

Kontrolle Baumwolle (#1407086) SeaCell® (#1407085)

Inhibition der ROS-Bildung [%]
D
o

Abbildung 1: Inhibition der ROS-Bildung (Messdaten siehe Tabelle 1 im Appendix).
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Abbildung 2: Inhibition der RNS-Bildung (Messdaten siehe Tabelle 2 im Appendix).
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10. Appendix

10.1 Abkulrzungsverzeichnis

cm

mL
ML
mm
mM
MW
n.s.
RNS
ROS
SD

Quadratzentimeter
Molar

Milliliter

Mikroliter

Millimeter

Millimolar

Mittelwert

nicht signifikant

reactive nitrogen species
reactive oxygen species

Standardabweichung
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10.2 Tabellen und Abbildungen

Seite
Abbildung 1: Inhibition der ROS-Bildung. 10
Abbildung 2: Inhibition der RNS-Bildung. 10
Tabelle 1: Inhibition der ROS-Bildung. 14
Tabelle 2: Inhibition der RNS-Bildung. 14
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10.4 Messdaten

Tabelle 1: Inhibition der ROS-Bildung.

Probengrofe 0.25 cm? 0.5cm’
Kontrolle [%] 0,00 0,00
0,00 0,00
6,43 6,43
0,00 0,00
0,00 0,00
13,89 13,89
Mittelwert 3,4 3,4
SD 5,8 58
Referenzprobe [%] 0,00 5,54
Baumwolle 0,00 28,72
(# 14 07 086) 0,00 15,66
0,00 15,63
0,00 11,21
0,00 36,75
Mittelwert 0,0 18,9
SD 0,0 11,6
p-Wert (Kontrolle) 0,1798 0,0150
Textilprobe [%] 23,54 67,29
»SeaCell™ 0,00 69,94
(# 14 07 085) 10,63 62,52
0,00 76,58
19,16 78,11
0,00 78,73
Mittelwert 8,9 72,2
SD 10,6 6,6
p-Wert (Kontrolle) 0,2896 0,0001
Tabelle 2: Inhibition der RNS-Bildung.
ProbengroRe 0.25cm’ 0.5 cm®
Kontrolle [%] 0,00 0,00
0,00 0,00
12.71 12,71
136 1,36
0,00 0,00
0,00 0,00
Mittelwert 2,3 2,3
SD 4,7 4,7
Referenzprobe [%] 11,47 3,92
Baumwolle 0,00 35,01
(# 14 07 086) 7.34 10,91
0,00 2,53
0,00 26,70
13,09 4,04
Mittelwert 53 13,9
SD 5,6 12,5
p-Wert (Kontrolle) 0,3824 0,0834
Textilprobe [%] 30,11 67,22
.SeaCell™ 37,43 72,75
(# 14 07 085) 40,72 61,34
34,40 68,34
26,06 74,52
31,31 62,16
Mittelwert 33,3 67,7
SD 4,8 49
p-Wert (Kontrolle) 0,0001 0,0001
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