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RIASSUNTO

L'attivita antiossidante del prodotto testato & stata valutata misurando la sua capacita di prevenire la
formazione di radicali liberi (ROS) in colture cellulari di cheratinociti umani. A tale scopo i cheratinociti sono
stati trattati overnight (18-22 ore) con concentrazioni scalari del prodotto (diluizioni 1:2 a partire da 1.0
mg/ml) e quindi esposti a raggi UVA a temperatura ambiente per stimolare la produzione di ROS. Cellule
non trattate rappresentano il controllo negativo. Come controllo positivo € stata utilizzata una sostanza con
nota attivita antiossidante (C+). Parallelamente & stato condotto un saggio NRU prima e dopo
irraggiamento allo scopo di verificare che nelle condizioni sperimentali la vitalita cellulare non diminuisca
significativamente.

| risultati del test NRU prima dell’esposizione agli UV hanno dimostrato la presenza di inibizione della
vitalita cellulare alla concentrazione testata di 1.0 mg/ml. Quindi per il dosaggio dei ROS sono state prese in
considerazione le concentrazioni comprese tra 0.5 e 0.0156 mg/ml.

| risultati ottenuti dal dosaggio dei ROS hanno dimostrato |’azione antiossidante (riduzione % dei ROS) del
prodotto alle concentrazioni testate comprese tra 0.5 e 0.0625 mg/ml per tutti i tempi di esposizione agli
UV, alla concentrazione testata di 0.0313 mg/ml dopo 4 e 8 minuti di esposizione agli UV e alla
concentrazione testata di 0.0156 mg/ml dopo 4 minuti di esposizione agli UV.

ABSTRACT

The antioxidant activity of the tested product has been assessed by measuring its ability to prevent the
formation of free radicals (ROS) in cell cultures of human keratinocytes. The keratinocytes were treated
overnight (18-22 hours) with scalar concentrations of tested product (dilutions 1:2 from 1.0 mg/ml), and
then exposed to UVA at room temperature in order to stimulate the production of ROS. Untreated cells
represent the negative control. As positive control we used a substance with well known antioxidant activity
(C+). We also performed an NRU assay before and after UV irradiation in order to verify that in the
experimental conditions cell viability does not decrease significantly.

Results of the NRU assay before UV irradiation have shown the presence of inhibition of cell viability at
tested concentration of 1.0 mg/ml. So the ROS dosage was performed on concentrations ranging between
0.5 and 0.0156 mg/ml.

Results obtained from the dosage of ROS have shown the antioxidant action (reduction % of ROS) of the
product at tested concentrations between 0.5 and 0.0625 mg/ml for all times of UV exposure, at tested
concentration of 0.0313 mg/ml after 4 minutes of UV exposure and at tested concentration of 0.0156
mg/ml after 4 minutes of UV exposure.
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INTRODUZIONE

Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sono specie chimiche altamente reattive contenenti ossigeno. |
mitocondri sono i maggiori produttori di ROS a livello cellulare. | ROS comprendono principalmente I’anione
superossido (®0,), il perossido di idrogeno (H,0,) ed il radicale idrossilico (®*OH"). In un contesto biologico, i
ROS si formano come sottoprodotto del normale metabolismo dell’ossigeno e svolgono un importante
ruolo nella comunicazione e nell’omeostasi cellulare. Tuttavia stress ambientali (come I'esposizione ai raggi
UV o al calore) possono determinare un drastico aumento dei livelli di ROS e ci0 pud causare un
significativo danno cellulare. Questa situazione & nota come stress ossidativo. L’anione superossido & la
prima specie radicalica che si forma nei mitocondri, ma la sua determinazione nelle cellule vive pud essere
pesantemente influenzata dai livelli di espressione della superossido dismutasi, un enzima con attivita di
scavenger antiossidante altamente espressa nei mitocondri. | ricercatori che studiano i ROS prodotti dai
mitocondri generalmente preferiscono misurare i livelli di perossido di idrogeno. Una buona ragione di
questa preferenza & che esistono numerosi metodi che ne permettono la determinazione. Inoltre il
perossido di idrogeno viene costantemente prodotto ed & altamente stabile, quindi la sua determinazione
nelle cellule metabolicamente attive risulta relativamente semplice. Il metodo pil largamente utilizzato per
misurare la produzione cellulare di perossido di idrogeno utilizza la diclorofluoresceina diacetato (DCFDA),
una sonda fluorescente in grado di fornire determinazioni sicure ed affidabili della produzione di H,0O; nelle
cellule. La DCFDA & un composto apolare, quindi quando viene a contatto con le cellule attraversa la
membrana e, una volta all'interno delle cellule, viene idrolizzata dalle esterasi a dicloro-diidro-fluoresceina
diacetato (DCFH) non fluorescente. In presenza di ROS, la DCFH viene ossidata a diclorofluoresceina (DCF)
altamente fluorescente.

La produzione di ROS é strettamente correlata con i processi di invecchiamento cutaneo: I'accumulo di ROS
prodotti dal normale metabolismo — ed il danno cellulare che ne deriva — & responsabile
dell’invecchiamento intrinseco. Al contrario I'invecchiamento estrinseco € dovuto ai radicali liberi che si
formano a causa degli stimoli ambientali, tra cui I'esposizione al sole. Questi radicali provocano un danno
alla pelle causando una reazione infiammatoria. Inoltre i ROS possono stimolare I'attivita di numerosi
enzimi, dalla tirosinasi (principale responsabile della sintesi di melanina) all’elastasi (un enzima proteolitico
coinvolto nella degradazione dell’elastina). |l risultato & la comparsa di macchie scure (principalmente sul
viso e sulle mani poiché sono le aree maggiormente esposte alla luce) e la perdita di elasticita cutanea. In
particolare tra tutti i fattori ambientali I'esposizione al sole (radiazioni ultraviolette) & una delle principali
cause di invecchiamento, in particolar modo di invecchiamento precoce, a cui contribuisce fino all’80%. Per
tutti questi motivi se un prodotto testato e in grado di ridurre la produzione di ROS in vitro, esso € anche un
buon candidato “anti-age” potenzialmente in grado di contrastare e ritardare il processo di invecchiamento
cutaneo.
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INTRODUCTION

Reactive oxygen species (ROS) are chemically reactive species containing oxygen. Mitochondria are major
generators of ROS in cells and tissues. ROS include, predominantly, the superoxide anion (®0;), hydrogen
peroxide (H;02), and the hydroxyl radical (®OH’). In a biological context, ROS are formed as a natural by-
product of the normal metabolism of oxygen and have important roles in cell signaling and homeostasis.
However, due to environmental stress (e.g., UV or heat exposure), ROS levels can increase dramatically. This
may result in significant damage to cell structures. Cumulatively, this is known as oxidative stress.
Superoxide is the first radical species produced by mitochondria, but its detection in live cells can be heavily
affected by the expression level of superoxide dismutase, which is a highly regulated antioxidant scavenger
present in mitochondria. Researchers generally prefer measurements of hydrogen peroxide when studying
mitochondrial ROS in live cells. One good reason for this preference is that there is an increasing variety of
probes that can detect cellular hydrogen peroxide. Moreover, hydrogen peroxide is constantly produced
and, owing to its high stability, maintained at detectable steady-state levels within metabolically active
cells. The most widely used probe for measuring cellular production of hydrogen peroxide is the fluorogenic
probe dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA), which can provide robust and reliable measurements
of mitochondrial production of hydrogen peroxide in cells. When applied to intact cells, the nonionic,
nonpolar DCFDA crosses cell membranes and is hydrolyzed enzymatically by intracellular esterases to
nonfluorescent dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH). In the presence of ROS, DCFH is oxidized to
highly fluorescent dichlorofluorescein (DCF).

ROS production is strictly correlated with the process of skin aging: the accumulation of ROS produced by
normal metabolism - and the consequent cellular damage - is responsible for the intrinsic aging. On the
other hand, extrinsic aging is caused by harmful free radicals created by environmental factors, including
sun exposure. These radicals induce damage to the skin by causing an inflammatory reaction. Moreover,
ROS also exacerbate enzyme activity from tyrosinase (main responsible for the melanin synthesis) and
elastase (a proteolytic enzyme involved in the degradation of elastin). The result is the appearance of dark
spot (mainly on the face and hands that are mostly exposed to sunlight) and the loss of skin elasticity. In
particular sun exposure (ultraviolet) is known as a major cause of aging: among all the environmental
factors, UV radiation contributes up to 80%. It is the most important factor in skin aging, especially in
premature aging.

Owing to these reasons, if a tested product is able to reduce ROS production in vitro, it is also a good anti-
age candidate, potentially able to counteract and delay the process of skin aging.
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Lo scopo del test & quello di valutare se il prodotto testato, a differenti concentrazioni, possieda attivita
antiossidante in vitro. Per questo motivo e stata testata la sua efficacia nel prevenire la formazione di
specie radicaliche dell’ossigeno (ROS), principali responsabili dell’'invecchiamento della pelle. Si ritiene che
tale capacita renda il prodotto un potenziale candidato anti-age in vivo, in grado di contrastare e ritardare il
processo di invecchiamento cutaneo.

AIM

The aim of the test is to assess whether the tested product, at different concentrations, has antioxidant
activity in vitro. For this reason we tested its efficacy in preventing the formation of reactive oxygen species
(ROS), main responsible of skin aging. It is believed that this ability makes the product a potential antiaging
candidate in vivo, able to counteract and delay the process of skin aging.
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MATERIALI E METODI
MATERIALS AND METHODS

Colture cellulari

Il test & stato condotto su cheratinociti umani (Huker) coltivati in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium) contenente 10% di siero fetale bovino (FBS) e 1% di antibiotici (penicillina e streptomicina) ed
incubati in condizioni di coltura standard (37°C, 5% CO,). Sono state applicate le buone pratiche per la
coltivazione di cellule.

Cell line and culture conditions

The test was performed on human keratinocytes (Huker) cultured in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotics (penicillin and streptomycin)
and incubated at standard culture conditions (37°C, 5% CO;). Good cell culture practices were used.

Condizioni di irraggiamento

Allo scopo di simulare una condizione di stress ambientale capace di indurre la formazione di ROS, le cellule
sono state sottoposte ad irraggiamento con raggi UVA. La lampada utilizzata negli esperimenti € un
simulatore di luce solare che riproduce lo spettro solare con un range di emissione costante negli UVA
compreso tra 315 e 400 nm e con una irradianza di 1.7 mW/cm?. L'emissione di UVB viene schermata in
maniera appropriata per evitare danni citotossici diretti alle colture cellulari. Sono stati valutati gli effetti
sulla produzione dei ROS a diversi tempi di irraggiamento: 4, 8, 12, 16 e 20 minuti.

Irradiation conditions

In order to simulate an environmental stress condition able to induce the production of ROS, cells were
irradiated with UVA rays. The lamp used in the experiments is a solar light simulator. A constant emission in
the UVA range (315-400 nm) with an irradiance of 1.7 mW/cm? is assured. The UVB emission is screened in
order to avoid direct cell mortality. We evaluated the effect on ROS production after 4, 8, 12, 16 and 20
minutes of irradiation.
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Campione testato / Tested sample

JET SOLUTION ANTI-AGING COMPLEX 4 - ANTI-OXIDANT CBD

INCI

Aqua (Water), Methylpropanediol, Ppg-26-Buteth-26, Peg-40 Hydrogenated Castor Qil, Cannabidiol,
Cannabis Sativa (Hemp) Seed Oil, Sodium Ascorbyl Phosphate, Tocopheryl Acetate, Retinyl Palmitate,
Sodium Hyaluronate, Terminalia Ferdinandiana Fruit Extract, 3-O-Ethyl Ascorbic Acid, Saccharide Isomerate,
Glycerin, Helianthus Annuus (Sunflower) Seed oil, Sodium Lactate, Decylene Glycol, Citric Acid,
Phenoxyethanol, Chlorphenesin, Sodium Citrate, Disodium EDTA.

Preparazione del campione e della DCFDA

Il campione in esame & stato sciolto e quindi diluito in terreno di crescita fino alle concentrazioni finali
desiderate comprese tra 0.0156 e 1.0 mg/ml (diluizioni 1:2). Il controllo negativo & rappresentato da cellule
non trattate, mentre come controllo positivo (C+) & stata utilizzata una sostanza dalle note azioni
antiossidanti.

La 2’,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFDA) e stata sciolta in dimetilsolfossido (DMSO) alla concentrazione
di 50 mM e quindi diluita nell’apposito tampone fino alla concentrazione di utilizzo di 250 uM.

Sample and DCFDA preparation

The tested sample was dissolved and then diluted in culture medium to the desired final concentrations
between 0.0156 and 1.0 mg/ml (1:2 dilutions). The negative control is represented by untreated cells, while
as positive control (C+) we used a well known antioxidant.

The 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFDA) was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at the
concentration of 50 mM and then diluted in the appropriate buffer at the final concentration of 250 uM.
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Dosaggio dei ROS

Un adeguato numero di cellule & stato seminato in piastre da 96 pozzetti. Una volta raggiunto un
monostrato semiconfluente le cellule sono state trattate con le diverse concentrazioni del campione
testato e con il controllo positivo ed incubate per 24 ore a condizioni standard. Il giorno successivo le
cellule sono state lavate con tampone fosfato (PBS) e quindi incubate con la soluzione di DCFDA per 20
minuti in condizioni di coltura standard. La DCFDA é stata quindi rimossa, le cellule sono state lavate 2 volte
in PBS e quindi irraggiate con UVA per 4, 8, 12, 16 e 20 minuti. Al termine di ogni periodo di irraggiamento e
stata eseguita una lettura al fluorimetro alla lunghezza d'onda di eccitazione di 485 nm e di emissione di
530 nm.

Valutazione della vitalita cellulare

Allo scopo di valutare che la vitalita cellulare non vari significativamente in presenza del prodotto testato e
nelle condizioni sperimentali applicate, & stato eseguito il saggio di captazione del rosso neutro (NRU)
prima e dopo irraggiamento delle cellule. Il rosso neutro (NR) &€ una sonda debolmente cationica che passa
attraverso la membrana cellulare per diffusione passiva non ionica e si concentra nei lisosomi, dove si lega
mediante interazioni elettrostatiche ai siti anionici della matrice. La captazione di NR dipende dalla capacita
delle cellule di creare gradienti di pH, determinato a sua volta dalla produzione di ATP. NR si accumula
quindi solo nelle cellule vive, da cui viene estratto con una soluzione acida di etanolo: I'assorbanza della
soluzione, misurata allo spettrofotometro, & proporzionale alla vitalita cellulare.

Dopo aver delicatamente rimosso il mezzo, le cellule sono state trattate con neutral red medium (50 ug/ml)
e incubate per 3 ore a condizioni standard. Le cellule sono state successivamente lavate con PBS per
eliminare i residui di colorante e il NR & stato estratto. Le piastre sono state agitate delicatamente per
almeno 10 minuti (per favorire la dissoluzione di NR) ed é stata quindi determinata I'assorbanza (densita
ottica, OD) mediante lettura spettrofotometrica a 540 nm.
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ROS assay

An appropriate number of cells was seeded in 96-well plates. Once reached a semi-confluent monolayer, the
cells were treated with different concentrations of the tested sample and the positive control, and incubated
for 24 hours at standard culture conditions. The following day the cells were washed with phosphate
buffered saline (PBS) and then incubated with the DCFDA solution for 20 minutes under standard culture
conditions. The DCFDA was then removed, the cells were washed twice in PBS and then irradiated with UVA
for 4, 8, 12, 16 and 20 minutes. At the end of each period of irradiation the fluorescence was read with a
fluorimeter at a wavelength of 485 nm excitation and 530 nm emission.

Evaluation of cell viability

In order to verify that cell viability does not vary significantly in the presence of the tested product and
under the experimental conditions, we performed a neutral red uptake assay (NRU) before and after
irradiation of the cells. Neutral red (NR) is a weakly cationic dye that penetrates cell membrane by non-ionic
passive diffusion and concentrates in the lysosomes, where it binds by electrostatic hydrophobic bonds to
anionic sites of the lysosomal matrix. The uptake of NR depends on the cell’s capacity to maintain pH
gradients, through the production of ATP. Therefore NR accumulates only in alive cells, from which is
extracted using an acidified ethanol solution: the absorbance of the solubilized dye is quantified using a
spectrophotometer and is directly proportional to cell viability.

After having carefully removed the culture medium from each well, the cells were treated with neutral red
medium (50 ug/ml) and incubated for 3 hours at standard culture conditions. Thereafter the plates were
washed with PBS to eliminate dye wastes, and NR was extracted from live cells with an acidified ethanol
solution. The plates were placed on a shaker for at least 10 minutes in order to dissolve the dye and the
absorbance (optical density, OD) was determined spectrophotometrically at 540 nm wavelength.
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Valutazione della vitalita cellulare

Cell viability evaluation
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c Campione / Sample (mg/ml)
uv- 1,0 0,50 0,250 0,1250 0,0625 0,0313 0,0156
99,2 70,7 83,4 102,8 108,4 121,2 112,0 87,7
c Campione / Sample (mg/ml)
uv+ 1,0 0,50 0,250 0,1250 0,0625 0,0313 0,0156
122,7 53,0 96,8 89,0 113,9 116,5 110,5 95,7

L’assorbanza misurata a 540 nm & proporzionale alla vitalita cellulare. Le percentuali sono state calcolate in base ai
valori di assorbanza a 540 nm e considerando come 100% I’assorbanza del controllo negativo (cellule non trattate)

The absorbance measured at 540 nm is proportional to cell viability. Percentages were calculated based on the
absorbance values at 540 nm and taking as 100% the absorbance of the negative control (untreated cells)

In assenza di irraggiamento (UV-) la vitalita cellulare dei cheratinociti trattati con il prodotto risulta
paragonabile a quella dei cheratinociti non trattati per le concentrazioni testate comprese tra 0.5 e
0.0156 mg/ml, di conseguenza solo tali concentrazioni sono state prese in considerazione nel dosaggio

dei ROS

In the absence of irradiation (UV-) cell viability of keratinocytes treated with the product is comparable to
that of untreated keratinocytes for tested concentrations between 0.5 and 0.0156 mg/ml. Therefore only
these concentrations were taken into account in the dosage of ROS
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Valutazione dell’attivita antiossidante
Antioxidant activity evaluation

Riduzione % ROS / ROS % Reduction
Tempi irraggiamento UV C+. Campione / Sample (mg/ml)
UV irradiation times Controllo interno 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,0313 0,0156
Internal control ’ ’ ’ ’ ’ ’
4 min 58,3 46,0 53,4 55,8 46,0 239 11,7
8 min 73,7 321 37,8 338 264 225 6,1
12 min 75,3 10,3 254 23,7 16,6 8,9 0,0
16 min 74,0 15,3 28,7 24,3 14,4 33 0,0
20 min 69,6 21,5 34,9 29,8 19,2 7,6 0,0

Protezione dai ROS /ROS protection

=@=0,5 mg/mi
0,25 mg/ml

=§=0,125mg/ml
=@=0,0625 mg/ml

0,0313 mg/ml

0,0156 mg/ml

4 min 8 min 12 min 16 min 20 min
Tempi irraggiamento UV / UV irradiation times

La fluorescenza & direttamente proporzionale alla quantita di ROS prodotti dalle cellule. Le percentuali sono state
calcolate in base ai valori di fluorescenza misurati e rappresentano la riduzione percentuale dei ROS rispetto al
controllo negativo (cellule non trattate)

The fluorescence is directly proportional to the quantity of ROS produced by the cells. Percentages were calculated
based on the measured fluorescence values and represent the percentage of reduction of ROS compared to the
negative control (untreated cells)

Il campione mostra attivita anti-ossidante (riduzione % di ROS) alle concentrazioni testate comprese tra
0.5 e 0.0625 mg/ml per tutti i tempi di esposizione agli UV, alla concentrazione testata di 0.0313 mg/ml
dopo 4 e 8 minuti di esposizione agli UV e alla concentrazione testata di 0.0156 mg/ml dopo 4 minuti di
esposizione agli UV.

The sample shows antioxidant activity (% reduction of ROS) at tested concentrations between 0.5 and
0.0625 mg/ml for all times of UV exposure, at tested concentration of 0.0313 mg/ml after 4 minutes of
UV exposure and at tested concentration of 0.0156 mg/ml after 4 minutes of UV exposure.
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CONCLUSIONI

Il campione denominato

JET SOLUTION ANTI-AGING COMPLEX 4 - ANTI-OXIDANT CBD

possiede attivita antiossidante in vitro

Il prodotto testato riduce la percentuale di ROS in colture di cheratinociti umani sottoposti a stress ossidativo. Il
campione mostra attivita antiossidante alle concentrazioni testate comprese tra 0.5 e 0.0625 mg/ml per tutti i tempi
di esposizione agli UV, alla concentrazione testata di 0.0313 mg/ml dopo 4 e 8 minuti di esposizione agli UV e alla
concentrazione testata di 0.0156 mg/ml dopo 4 minuti di esposizione agli UV.

CONCLUSIONS

The sample called

JET SOLUTION ANTI-AGING COMPLEX 4 - ANTI-OXIDANT CBD

has antioxidant activity in vitro

The tested product reduces the ROS percentage in cell cultures of human keratinocytes exposed to oxidative stress. The
sample shows antioxidant activity at tested concentrations between 0.5 and 0.0625 mg/ml for all times of UV
exposure, at tested concentration of 0.0313 mg/ml after 4 minutes of UV exposure and at tested concentration of
0.0156 mg/ml after 4 minutes of UV exposure.

Il presente Rapporto di Prova e firmato digitalmente ai sensi della normativa vigente
This test report is digitally signed according to current legislation
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