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— Testbericht und Fachinformation —

Tierversuchsfreie zellbiologische Untersuchungen zu forderlichen
Wirkeffekten von TOPDRESS

Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Mit tierversuchsfreien zellbiologischen Testmethoden wurde TOPDRESS aus der Produkt-
palette der Firma Multikraft Produktions- und HandelsgmbH aus A-4632 Pichl/Wels, Oster-
reich, auf seine forderlichen Wirkeffekte untersucht. Die Testergebnisse haben gezeigt,
dass das Futterzusatzmittel nicht nur den Zellstoffwechsel und damit die Zellerneuerung/-
regeneration bzw. Zellvitalitat erheblich steigert, sondern auch die schadigende Wirkung
von exogenen Radikalen aus der Umwelt oder bei einem metabolischen Ungleichgewicht
durch oxidativen Stress dosisabhangig reduziert. Ebenfalls sehr wirkungsstark ist TOP-
DRESS bei der Inaktivierung eines lokalen Uberschusses endogen gebildeter Sauerstoff-
radikale, wie er beispielsweise im Gewebe nach Verletzungen oder im Verlauf von Ent-
zundungen auftreten kann.

Somit hat sich TOPDRESS in den tierversuchsfreien experimentellen Untersuchungen
bestens bewahrt und kann daher fur die vom Hersteller beschriebenen Anwendungsberei-
che empfohlen werden.

Schongau, den 31. Mai 2010
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Prof. Dr. Peter C. Dartsch
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Allgemeine Eigenschaften

TOPDRESS ist ein Erganzungsfuttermittel und dient als Futterzusatz zur Starkung des
Immunsystems. TOPDRESS ist ein sehr wertvoller Futterzusatzstoff, der vor allem aus
Bioweizenkleie besteht und mit Multikraft Fermentiertem Krauterextrakt und Zukkerrohr-
melasse fermentiert wurde. Bei der Fermentation entstehen durch die Mikroorganismen
viele Stoffwechselprodukte, die einen hdheren Nahrwert ergeben. TOPDRESS ist ein op-
timaler Futterzusatzstoff, welcher als tagliche Zugabe in der Futterration bzw. als Zusatz-
futter vor und in Stresssituationen angewendet wird. Es zeigte sich noch wirksamer als
Multikraft Fermentierter Krauterextrakt, da es durch den Fermentationsprozess mit Wei-
zenkleie noch mehr Stoffwechselprodukte enthalt. Als Futterzusatz steigert TOPDRESS
die Fresslust, Futterverwertung, Wohlbefinden und Widerstandskraft der Tiere.

Aus der Praxis wird uber folgende Wirkungen von TOPDRESS berichtet:

+ Das Immunsystem und die Widerstandskraft werden verbessert

+ Die Schmackhaftigkeit des Futters wird gesteigert

*  Weniger Stoffwechselprobleme treten auf (wie sie in den Fellwechselzeiten oft beo-
bachtet werden)

» Ein glanzenderes, gleichmaRigeres Fell bildet sich; die Hufqualitat wird verbessert

* Die positiven Mikroorganismen im Darm werden geférdert

*  Durchfallprobleme werden aufgrund der stabilen Darmflora reduziert

*  Der Wurmbefall wird verringert, krankheitserregende Keime im Kot werden weniger.

* Die Tiere werden ruhiger und ausgeglichener

* Die Fruchtbarkeit wird erhoht und die Futterkosten werden gesenkt
Quelle: http://www.multikraft.com

Testkonzentrationen

Die taglich empfohlene Menge fur z.B. ein Grol3pferd (ca. 500 kg Korpergewicht) bei mitt-
lerer Beanspruchung liegt bei ca. 200 g. Abhangig vom Trainingszustand hat ein Pferd mit
diesem Korpergewicht etwa 40 Liter Blut; Sport- und Rennpferde sogar 50 Liter. 40% des
Blutvolumens verteilt sich dabei auf die zellularen Bestandteile des Blutes (der Hamatokrit
liegt beim Pferd bei 33 bis 45%) und umfasst in erster Linie die Erythrozyten (rote Blutkor-
perchen), welche fur den Sauerstofftransport im Blut verantwortlich sind. Somit verteilen
sich — bei einer angenommenen 100%igen Wirkstoffresorption — die 200 g TOPDRESS
aus der Futterungsempfehlung auf etwa 30 Liter Blutflissigkeit. Rechnet man dies auf ein
Volumen von einem Milliliter um, so betragt die so erhaltene Konzentration etwa 5 mg/ml.
Die Untersuchungen wurden daher im Konzentrationsbereich zwischen 0 und 10 mg/ml
durchgefuhrt. Dabei bezeichnet die Konzentration ,,0“ die unbehandelte Kontrolle.
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Bei Ansatz der jeweils 10fach-konzentrierten Stammlésungen wurde TOPDRESS im L6-
semittel (Phosphatpuffer) nach der Einwaage gut gemoarsert, gevortext und vor dem Pipet-
tieren etwa 3 min stehen gelassen. Fir die Untersuchungen verwendet wurde der sich so
ergebende weitgehend klare und braun gefarbte wassrige Uberstand.

Fragestellungen der durchgefiuhrten Untersuchungen

Eine ganze Reihe der mit erhdhtem psychischen und physischen Stress einhergehenden
unerwiinschten Folgeerscheinungen basieren unter anderem auch auf einem Uberschuss
an reaktiven Sauerstoffradikalen — unabhangig, ob sie von auf3en auf den Organismus
einwirken oder von innen durch ein Ungleichgewicht im Stoffwechsel.

Im Einzelnen wurde folgenden Fragestellungen nachgegangen:

e Kann durch TOPDRESS der Energiestoffwechsel von Bindegewebszellen stimuliert
und so eine Zellerneuerung/regeneration bzw. -vitalisierung geférdert werden?

e Kann TOPDRESS einen Uberschuss der im Blut zirkulierenden freien reaktiven Sauer-
stoffradikale neutralisieren und somit einer Schadigung des Organismus durch aul3ere
(exogene) Umwelteinflisse und/oder oxidativem Stress aufgrund eines Ungleichge-
wichts im Stoffwechsel vorbeugen?

e Kann TOPDRESS endogene und lokal im Gewebe gebildete Uberschussige Sauer-
stoffradikale inaktivieren? Ein solcher Radikaliberschuss direkt im Gewebe kann bei-
spielsweise nach Verletzungen oder bei Entzindungsprozessen durch die aus dem
Blut eingewanderten neutrophilen Granulozyten als entzindungsvermittelnde Zellen
hervorgerufen werden.

Zur Klarung dieser Fragestellungen wurde TOPDRESS mit drei verschiedenen tierver-
suchsfreien zellbiologischen Testverfahren untersucht. Alle drei Testverfahren werden in
dieser Form schon uber mehrere Jahre hinweg erfolgreich durchgefuhrt und haben zu
zahlreichen Veroffentlichungen in internationalen Fachjournalen gefuhrt.

Trotz der Limitierung, dass die Testverfahren nicht das Verhalten des Gesamtorganismus,
sondern nur Teilaspekte des Stoffwechsels erfassen kdnnen, sind sie inzwischen ein wich-
tiges Kriterium geworden, um das Potenzial von Wirkstoffen oder Wirkstoffgemischen er-
mitteln, bewerten und vergleichen zu kdnnen.

Dartsch Scientific GmbH Geschéftsfihrer: Amtsgericht Miinchen HRB 169719 KSK Freudenstadt
Oskar-von-Miller-Stral3e 10 Prof. Dr. rer. nat. Peter C. Dartsch Steuer-Nr. 119/124/10155 BLZ 642 510 60
D-86956 Schongau Diplom-Biochemiker USt-IdNr. DE 222586342 Kto-Nr. 400 624



BIOLOG/S,
. @L("\’\' 0/7’[ 2

4 von 9 SEEE I
TOPDRESS — Testbericht DARTSCH SCIENTIFIC

Wirkung auf den Energiestoffwechsel von kultivierten Bindegewebszellen
Zellregenerative Vorgange oder Wundheilungsprozesse sind u.a. durch eine zeitweilige
Erhohung des Energiestoffwechsels der beteiligten Zellen charakterisiert. Ist ein Wirkstoff /
Wirkstoffgemisch in der Lage, den zellularen Energiestoffwechsel zu stimulieren, so kann
daraus gefolgert werden, dass dieser Wirkstoff auch die Zellregeneration und Zellvitalitat
fordern kann.

Far diese Untersuchung wurden Bindegewebsfibroblasten (Zelllinie L-929, DSMZ) in einer
Dichte von 20.000 Zellen/Vertiefung in 96-Loch-Platten ausgesat. Nach 48 Stunden, wel-
che die Zellen zur Adhasion und zur Normalisierung ihres Stoffwechsels brauchen, wurden
sie durch die Zugabe von Phosphatpuffer mit Calcium und Magnesium und 10 mM Gluco-
se stimuliert. Der Energiestoffwechsel mit seinen verschiedenen Redoxprozessen fuhrt
dabei zu einer Spaltung / Farbumschlag und damit auch einer Anderung der optischen
Dichte des ebenfalls zum Ansatz zugegebenen wasserldslichen Tetrazoliumfarbstoffes
WST-1 (Roche Diagnostics, Mannheim). Dessen optische Dichte wurde als Differenzmes-
sung AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich fur 180 min aufgezeichnet und nach linearer
Regression der erhaltenen Kurvenzige in Form der Steigung (Zeitintervall: 30 bis 120 min)
in mOD/min ausgewertet. Die erhaltenen Ergebnisse wurden dann als Relativwerte im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt und gegen die Konzentration aufgetra-
gen.

Ergebnis (Abb. 1): Es wurde eine ausgepragte dosisabhangige Forderung des Energie-
stoffwechsels von Bindegewebszellen durch TOPDRESS festgestellt. Der maximale for-
derliche Effekt lag im Bereich der fur ein GroRRpferd berechneten Blutflissigkeitskonzen-
tration von 5 mg/ml bei einer mehr als doppelt so hohen Stimulation im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle. Durch diese stimulierende Wirkung kann es nach Wirkstoffaufnah-
me zu einer verbesserten Zellerneuerung/-regeneration und -vitalitat in vivo kommen.

Antioxidative Wirkungen

Ohne Sauerstoff konnen wir nicht leben, aber Sauerstoff in Form von hochreaktiven freien
Sauerstoffradikalen (ROS = Reactive Oxygen Species) kann pathophysiologische Veran-
derungen bewirken und auch den vorzeitigen Alterungsprozess férdern.

Freie Radikale werden als naturliche Stoffwechselprodukte permanent in unserem Korper
produziert und erflillen grundsatzlich lebenswichtige Aufgaben. Zudem stehen sie in einem
standigen Gleichgewicht mit den regulierenden natlrlichen Entgiftungsmechanismen wie
die Enzyme Glutathion, Katalase und Superoxid-Dismutase. Umweltbelastungen, Ernah-
rungsmangel, korperlicher oder seelischer Stress, aber auch Medikamente, Verletzungen
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und Entziindungen kénnen zu einer unkontrollierten Uberproduktion freier Radikale fiihren.
Die Selbstregulation durch den Korper ist gestort.

Ubersteigt die Bildung freier Radikale deren kdérpereigene Entgiftung, so spricht man von
,2oxidativem Stress“. Die schnell und aggressiv wirkenden freien Radikale stéren und zer-
stdren wichtige Funktionen und Strukturen im Koérper; sie kdbnnen oxidative Veranderungen
verursachen und damit Schadigungen aller wichtigen Biomolekule wie Nukleinsauren
(DNA und RNA), Proteine, Lipide und Kohlenhydrate.

Antioxidative Wirkung im zellfreien Testsystem bei freien Radikalen

In diesem zellfreien Testsystem wurde ohne die Verwendung von Zellen im Testansatz
uberpruft, ob verschiedene Konzentrationen der Testsubstanz in der Lage sind, freie
Sauerstoffradikale zu inaktivieren, welche von aul3en (exogen) einwirken oder frei im Blut
zirkulieren

FUr die Untersuchung wurden die verschiedenen Konzentrationen von TOPDRESS in
Phosphatpuffer vorgelegt und dazu eine Losung von Kaliumsuperoxid in Aqua dest.
(Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) pipettiert. Die nicht durch den Wirkstoff inaktivierten
und damit noch aggressiven und reaktionsfreudigen Radikale fuhren dabei zu einer Spal-
tung und damit auch einer Anderung der optischen Dichte des ebenfalls zum Ansatz zu-
gegebenen wasserloslichen Tetrazoliumfarbstoffes WST-1 (Roche Diagnostics, Mann-
heim). Dessen optische Dichte wurde als Differenzmessung AOD = 450 — 690 nm kontinu-
ierlich aufgezeichnet und nach linearer Regression der erhaltenen Kurvenzige in Form
der Steigung (Zeitintervall: 0 bis 10 min) in mOD/min ausgewertet. Die erhaltenen Ergeb-
nisse wurden dann als Relativwerte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt
und gegen die Konzentration aufgetragen.

Ergebnis (Abb. 2): In diesem Versuch zeigte TOPDRESS eine ausgepragte dosisabhan-
gige Inaktivierung exogener freier Sauerstoffradikale im zellfreien Testsystem. Im Bereich
der fur ein GroRpferd berechneten Blutflissigkeitskonzentration von 5 mg/ml konnte TOP-
DRESS annahernd 100% der freien Radikale inaktivieren. Aus Vergleichsgrinden wird in
der Wissenschaft gerne ein EC50-Wert angegeben, d.h. der Wert fur die Testkonzentrati-
on, bei der die Halfte der Radikale inaktiviert wird. Mit diesem Wert kann man die Effizienz
verschiedener Wirkstoffe oder Formulierungen miteinander vergleichen. Die EC50 in die-
sem Versuch lag fur TOPDRESS bei etwa 1,5 mg/ml. Im direkten Vergleich wurde fur die
bekanntermalen stark antioxidativ wirkende Ascorbinsaure (Vitamin C) in diesem Versuch
eine EC50 von 1,3 mg/ml ermittelt (nicht dargestellt). Durch die antioxidative Wirkung kon-
nen frei im Blut zirkulierende Radikale, welche aus der Umwelt stammen oder durch ein
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metabolisches Ungleichgewicht (z.B. oxidativer Stress) entstehen, durch die Gabe von
TOPDRESS sehr gut inaktiviert werden.

Antioxidative Wirkung im zellbasierten Testsystem bei einem lokalen Uber-
schuss koérpereigener (endogener) Sauerstoffradikale

Zunachst wurden humane Promyelozyten (Zelllinie HL60, ECACC 98070106) als perma-
nente Zelllinie in Routinekultur durch sechstagige Behandlung mit Dimethylsulfoxid zu sog.
funktionalen neutrophilen Granulozyten differenziert. Dies sind Zellen, welche die Eigen-
schaften von phagozytierenden und entzundungsvermittelnden Zellen im Blut besitzen.
Diese differenzierten Zellen wurden durch Zugabe eines Phorbolesters (Phorbol-12-
myristat-13-acetat; Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen) dazu angeregt, Superoxidanion-
Radikale zu bilden. Die Radikale fuhren zu einer Spaltung des ebenfalls dem Versuchsan-
satz zugesetzten Tetrazoliumfarbstoffes WST-1. Dabei ist die Menge der gebildeten Sau-
erstoffradikale 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 Radikale durch den Wirkstoff in-
aktiviert, so verandert sich die optische Dichte weniger stark. Es wurde die optische Dichte
als Differenzmessung AOD = 450 — 690 nm kontinuierlich aufgezeichnet und nach linearer
Regression der erhaltenen Kurvenzige in Form der Steigung (Zeitintervall: 10 bis 30 min)
in mOD/min ausgewertet. Die erhaltenen Ergebnisse wurden dann als Relativwerte im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle dargestellt und gegen die Konzentration aufgetra-
gen.

Ergebnis (Abb. 3): Auch in diesem Versuch zeigte TOPDRESS eine deutliche dosisab-
hangige Inaktivierung von endogenen Sauerstoffradikalen, welche in einem zellbasierten
Test von den entzindungsvermittelnden Zellen gebildet wurden. Diese endogenen Radi-
kale entstehen bei Entziindungsprozessen oder nach Gewebeverletzungen im Uber-
schuss und kénnen zu weiteren Schadigungen des Gewebes fuhren. Bei der fir ein Grol3-
pferd berechneten Blutflissigkeitskonzentration von 5 mg/ml wurde eine annahernd
90%ige Entgiftung der endogenen Radikale erzielt. Die EC50, d.h. die Wirkstoffkonzentra-
tion, welche die endogenen Sauerstoffradikale zu 50% inaktiviert, lag ebenfalls bei etwa
1,5 mg/ml. So kann durch TOPDRESS die schadigende Wirkung von einem lokalen Uber-
schuss reaktiver Sauerstoffradikale direkt im Gewebe erheblich vermindert werden.
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Abb. 1: Dosisabhangige Foérderung des Energiestoffwechsels von Bindegewebszellen durch
TOPDRESS. Der maximale forderliche Effekt liegt im Bereich der fir ein Gro3pferd berechneten
Blutflissigkeitskonzentration von 5 mg/ml bei einer mehr als doppelt so hohen Stimulation im Ver-
gleich zur unbehandelten Kontrolle. Durch diese stimulierende Wirkung kann es nach Wirkstoffauf-
nahme zu einer verbesserten Zellerneuerung/-regeneration und -vitalitat in vivo kommen. Angege-
ben ist der Mittelwert + Standardabweichung aus jeweils drei Messungen (n = 3). Bereits bei
TOPDRESS-Konzentrationen 2 0,25 mg/ml kommt es zu einer statistisch signifikanten Stimulation
(p = 0.05; Student’s t-Test).
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Abb. 2: Dosisabhangige Inaktivierung exogener freier Sauerstoffradikale durch TOPDRESS im
zellfreien Testsystem. Eine vollstandige Inaktivierung ergibt einen Wert von 100%. Es ist leicht zu
erkennen, dass TOPDRESS bei der fiir ein GroR3pferd berechneten Blutflissigkeitskonzentration
(BF) von 5 mg/ml annadhernd 100% der freien Radikale inaktiviert und so eine ausgepragte antioxi-
dative Wirkung hat. Die EC50, d.h. die Wirkstoffkonzentration, bei der es zu einer 50%igen Inakti-
vierung der freien Radikale kommt, liegt bei etwa 1,5 mg/ml. Durch die antioxidative Wirkung kon-
nen frei im Blut zirkulierende Radikale, welche aus der Umwelt stammen oder durch ein metaboli-
sches Ungleichgewicht entstehen, inaktiviert werden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardab-
weichung aus jeweils drei Messungen (n = 3). Bei TOPDRESS-Konzentrationen = 1 mg/ml kommt
es zu einer statistisch signifikanten Inaktivierung der Radikale (p < 0.05; Student’s t-Test).
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Abb. 3: Dosisabhangige Inaktivierung von endogenen Sauerstoffradikalen durch TOPDRESS, wel-
che in einem zellbasierten Test von speziell differenzierten entziindungsvermittelnden Zellen (funk-
tionale neutrophile Granulozyten) in einem oxidativen Burst gebildet werden. Bei der fir ein Grof3-
pferd berechneten Blutflissigkeitskonzentration (BF) von 5 mg/ml wird eine annahernd 90%ige
Entgiftung der Radikale erzielt. Die EC50, d.h. die Wirkstoffkonzentration, welche die endogenen
Sauerstoffradikale zu 50% inaktiviert, liegt bei etwa 1,5 mg/ml. So kann durch TOPDRESS die
schadigende Wirkung von einem lokalen Uberschuss reaktiver Sauerstoffradikale direkt im Gewe-
be erheblich vermindert werden. Angegeben ist der Mittelwert + Standardabweichung aus jeweils
drei Messungen (n = 3). Bei TOPDRESS-Konzentrationen = 0,5 mg/ml kommt es zu einer statis-
tisch signifikanten Inaktivierung der Radikale (p < 0.05; Student’s t-Test).

Dartsch Scientific GmbH Geschéftsfihrer: Amtsgericht Miinchen HRB 169719 KSK Freudenstadt
Oskar-von-Miller-Stral3e 10 Prof. Dr. rer. nat. Peter C. Dartsch Steuer-Nr. 119/124/10155 BLZ 642 510 60
D-86956 Schongau Diplom-Biochemiker USt-IdNr. DE 222586342 Kto-Nr. 400 624



