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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung von
wenigstens einem unverseifbaren Anteil eines
pflanzlichen Ols, insbesondere von Avocado-, Soja-
und/oder Lupinendl, mit einer stimulierenden Wir-
kung auf die Expression von TGF-f3 fir die Herstel-
lung eines Arzneimittels, welches flr die Behandlung
von Pathologien, ausgewahlt aus der Gruppe beste-
hend aus Lyme-Krankheit, Arthritis psoriatica und
Osteoporose, bestimmt ist, wie auch eine kosmeti-
sche Verwendung, gemaf welcher man auf die Haut,
die benachbarten Schleimhaute und/oder jegliche
sichtbare epidermale (auf der Hautoberflache befind-
liche) Strukturen oder Formationen eine Zusammen-
setzung auf der Grundlage von unverseifbaren Antei-
len von pflanzlichen Olen auftragt.

[0002] Die Patentanmeldung FR 2 231 394 offen-
bart, dass der unverseifbare Anteil von Soja als Lipid-
senker verwendet werden kann.

[0003] Die Patentanmeldung EP 643 960 be-
schreibt die Verwendung der unverseifbaren Fraktion
von Sojadl fur die Behandlung von Mischhaut auf-
grund deren Emolliens-Aktivitat und deren Lipase in-
hibierender Aktivitat.

[0004] Die Veroéffentlichung von H. Thiers et al., »un
groupe d'agents thérapeutiques nouveaux: les insa-
ponifiables des huiles végétales, leurs caroténoides,
leurs phytostérols et leurs indéterminés administrés
en solution alcoolique», Thérapie, Band 16, 1961,
Seiten 235-251, beschreibt insbesondere die Ver-
wendung des unverseifbaren Anteils aus Palme in
Form von Pommade aufgrund seiner Eutrophie-Wir-
kung und des unverseifbaren Anteils von Avocado,
um dyskeratotische Lasionen zu bekampfen oder fer-
ner um Strahlungsdermitiden zu bekampfen.

[0005] Die Patentanmeldung FR 2 762 512 be-
schreibt Zusammensetzungen auf der Grundlage
von Lupinendl, umfassend eine oder mehrere Frakti-
onen von Lupinendl in Form eines unverseifbaren
Anteils und deren kosmetische oder pharmazeuti-
sche Verwendung, insbesondere flir den Lichtschutz,
gegen die Alterung (aktinische oder nicht-aktinische)
und fir den Schutz der Haut gegen oxydierende An-
griffe.

[0006] Die Patentanmeldung FR 2 678 632 bezieht
sich auf ein Verfahren zur Herstellung eines unver-
seifbaren Anteils von Avocadodl, Arzneimittel, die
diesen enthalten, wie auch kosmetische Zusammen-
setzungen oder Nahrungsmittelzusatze, die fur die
Erhaltung der guten Funktionsfahigkeit der kndcher-
nen Knorpel und fir die Verhitung der Hautalterung,
von Arthrose oder von Parodontopathien nutzlich
sein kénnen.

[0007] SchlieBlich beschreibt die internationale An-
meldung WO 99 59523, die lediglich hinsichtlich der
Neuheit entgegengehalten werden kann, topische
pharmazeutische Zusammensetzungen, die als
Wirkstoff eine Mischung von Pollenextrakten und von
unverseifbaren Anteilen eines pflanzlichen Ols ent-
halten.

[0008] Unter ,TGF-B" versteht man gemaR der Er-
findung die verschiedenen Isoformen des TGF-§,
d.h. die Isoformen des transformierenden Wachs-
tumsfaktors B (, Transforming Growth Factor-B"). Die
Isoformen des TGF-f bilden eine Familie von homo-
dimeren Polypeptiden von ungefahr 25 kD Molekular-
gewicht. Unter den 5 bekannten Isoformen sind die
am besten charakterisierten TGF-f1 und TGF-p2
(Sporn et al., (1987), J. Cell Biol. 105, 1039-1045;
Roberts und Sporn (1990), Handbook of Exp. Phar-
macol., 35, 419-472, Springer Verlag, Heidelberg).
Obgleich diese beiden Isoformen lediglich 71% Ho-
mologie zeigen, scheinen sie viele gemeinsame Akti-
vitdten aufzuweisen. Der TGF-B1 wurde zuallererst
ausgehend von den humanen Plattchen isoliert, man
weill aber indessen, dass die meisten Zellen in der
Lage sind, diesen zu exprimieren. Der TGF-32 wurde
ausgehend von Plattchen, von Rinderknochen und
von Glioblastomzellen gereinigt.

[0009] Es ist bekannt, dass der TGF- an komple-
xen Mechanismen der Entwicklung von diversen Pa-
thologien beteiligt ist und dass es wiinschenswert ist,
die Wirkung von TGF-B zu verstarken, in anderen
Worten dessen Expression durch die Zellen, die ih-
rerseits an den Mechanismen dieser Pathologien be-
teiligt sind, fir eine glinstige Entwicklung dieser Letz-
teren zu erhéhen.

[0010] So ist beispielsweise bekannt, dass durch
die artikularen Chondrozyten exprimiertes TGF- an
anabolen Reaktionsmechanismen, d.h. Mechanis-
men einer Wiederherstellung, des artikularen Knor-
pels, die wahrend der ersten Stadien der Arthrose be-
obachtet werden und die dazu tendieren, den Abbau
des Knorpels, welcher aus der Aktivitat von durch die
Chondrozyten unter der Einwirkung von Zytokinen,
wie Interleukin-1 (IL-1), GbermaRig sekretierten Me-
talloproteasen resultiert, zu kompensieren, beteiligt
ist.

[0011] AuBerdem ist bekannt, dass TGF-f in giins-
tiger Weise an den Mechanismen der Knochenum-
modellierung, die wahrend der Osteoporose auftre-
ten, beteiligt ist. Dies istinsbesondere durch Boyce et
al. von der Universitdt von Texas ((1996), Nature
Med. (2), 10, 1132-1136) gezeigt worden.

[0012] SchlieBlich spielt TGF-B gleichfalls eine
gunstige Rolle bei bestimmten Differenzierungsme-
chanismen von Nervenzellen, die durch den Nerven-
wachstumsfaktor (NGF oder ,Nerve Growth Factor")
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induziert werden, wie auch bei zahlreichen Aspekten
der Gewebereparatur, insbesondere von kutanen
Geweben.

[0013] Auflerdem versteht man unter ,Inhibitor
PAI-1 des Plasminogenaktivators" gemaf der Erfin-
dung den spezifischen Inhibitor PAI-1, der mit dem
anderen Inhibitor PAI-2 auf bekannte Weise die Akti-
vitat der Gewebeform (tPA) und des Urokinase-Typs
(uPA) des Plasminogenaktivators PA reguliert. Die
beiden Formen von PA, tPA und uPA, werden durch
zwei unterschiedliche Gene produziert und haben
unterschiedliche Molekulargewichte wie auch eine
unterschiedliche immunologische Reaktivitat (Dano
et al.,, (1985), Adv. Cancer Res. 44, 139-166; Hart et
al., (1988), Comp. Bioch. Physiol. 90 B, 691-708).
Die Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 bilden stabile Kom-
plexe mit dem tPR und dem uPA. PAI-1 ist die haupt-
sachliche Form im Plasma und wird durch die Endo-
thelzellen, die Plattchen und die Gelenkzellen, wie
die Synovialzellen und die Chondrozyten, produziert
(Hart et al., 1988; Campbell et al., 1991; Hamilton et
al., 1992).

[0014] Es wird besonders vorteilhaft sein, die Ex-
pression des Inhibitors PAI-1 des Plasminogenaktiva-
tors stimulieren zu kénnen mit der MaRgabe, dass
man so eine Hemmung der Wirkung der Metallopro-
teasen und folglich insbesondere einen Beitrag zu
der Wirkung des TGF-f flr eine glinstige Entwicklung
der nachfolgend aufgefiihrten Pathologien erhalt.

[0015] Es wurde jetzt ganz und gar Uberraschend
und unerwartet festgestellt, dass die Verwendung
von unverseifbaren Anteilen eines pflanzlichen Ols
es erlaubt, nicht nur eine Wirkung einer Stimulation
der Expression von TGF- zu erhalten, sondern auch
eine Wirkung einer Stimulation der Expression des
Inhibitors PAI-1 des Plasminogenaktivators.

[0016] So betrifft die Erfindung die Verwendung von
wenigstens einem unverseifbaren Anteil eines
pflanzlichen Ols mit einer stimulierenden Wirkung auf
die Expression von TGF- fur die Herstellung eines
Arzneimittels, welches fir die Behandlung von Pa-
thologien, ausgewahlt aus der Gruppe bestehend
aus Lyme-Krankheit, Arthritis psoriatica und Osteo-
porose, bestimmt ist.

[0017] Insbesondere ist die erfindungsgemale Ver-
wendung dadurch gekennzeichnet, dass das Arznei-
mittel dazu bestimmt ist, die Expression von TGF-3
und insbesondere die Expression der Isoformen
TGF-B1 und TGF-B2 zu stimulieren.

[0018] Spezieller ist die erfindungsgemalie Verwen-
dung, wie dies klar aus dem nachfolgenden Beispiel
1 hervorgeht, dadurch gekennzeichnet, dass das
Arzneimittel dazu bestimmt ist, die Expression von
TGF-B durch das Zwischenglied der DNA-Sequen-
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zen, die zwischen Basenpaar (bp) -1132 und Basen-
paar (bp) =732 des Promotors von TGF-B und insbe-
sondere des Promotors der Isoform TGF-31 gelegen
sind, zu stimulieren.

[0019] Die erfindungsgemale Verwendung ist
gleichfalls dadurch gekennzeichnet, dass das Arznei-
mittel dazu bestimmt ist, die Expression des Inhibi-
tors PAI-1 des Plasminogenaktivators zu stimulieren.

[0020] Allgemein ist der unverseifbare Anteil der Teil
eines Fetts, welcher nach langer andauernder Ein-
wirkung einer alkalischen Base in Wasser unldslich
bleibt und durch ein organisches Loésemittel extra-
hiert werden kann. In dem Hauptteil der unverseifba-
ren Anteile von pflanzlichen Olen sind fiinf groRe
Gruppen von Substanzen vorhanden: gesattigte oder
ungesattigte Kohlenwasserstoffe, aliphatische oder
terpenische Alkohole, Sterole (oder ,Phytosterole"),
Tocopherole und Tocotrienole, die Carotinoid-Pig-
mente und Xanthophylle.

[0021] Vorzugsweise wird der unverseifbare Anteil
eines pflanzlichen Ols aus der Gruppe bestehend
aus dem unverseifbaren Anteil von Avocadodl, dem
unverseifbaren Anteil von Sojadl, dem unverseifba-
ren Anteil von Lupinendl und den Mischungen von
diesen Letzteren ausgewahlt.

[0022] Der Vergleich der Gehalte an unverseifbaren
Anteilen von verschiedenen pflanzlichen Olen: Soja,
Baumwolle, Kokosnuss, Olive und Avocado, zeigt ei-
nen sehr bedeutenden Gehalt an unverseifbarem An-
teil von Avocadodl, der durch Extraktion gemafRd di-
versen bekannten Verfahren erhalten wird. Typi-
scherweise erstrecken sich die erhaltenen Gehalte
an unverseifbarem Anteil in Avocadodl von 2 bis 7%
gegeniber 0,5% in Kokosnussol, 1% in Sojadl, 1% in
Olivendl.

[0023] Der bedeutendste Gehalt an unverseifbarem
Anteil in Avocadodl bezogen auf die anderen pflanz-
lichen Ole wie jene, die oben erwahnt worden sind,
erklart sich insbesondere aus dem Vorhandensein in
dem unverseifbaren Anteil von Avocadodl von Be-
standteilen, die man im allgemeinen nicht gleicher-
mafien in dem unverseifbaren Anteil von zahlreichen
anderen pflanzlichen Olen findet, wie furanische Ver-
bindungen und polyhydroxylierte Fettalkohole, und
die allein mehr als 50% des unverseifbaren Anteils
ausmachen. Die diesem unverseifbaren Anteil von
Avocado eigenen Inhaltsstoffe kénnen in zwei chemi-
schen Fraktionen, welche als ,Fraktion |" und ,Frakti-
on H" bezeichnet werden, verteilt sein. Die aktiven
Verbindungen fur die erfindungsgemafle Verwen-
dung erweisen sich insbesondere als in der Fraktion
H und deren Vorstufen vorhanden. Die Fraktion H er-
scheint auf einem Gasphasenchromatogramm des
unverseifbaren Anteils von Avocadodl an erster Stel-
le.
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[0024] Der unverseifbare Anteil von Avocadodl, der
gemal der Erfindung verwendet wird, kann ausge-
hend von der frischen Frucht erhalten werden; der
unverseifbare Anteil von Avocadodl, der gemaf der
Erfindung verwendet wird, ist aber vorzugsweise der
unverseifbare Anteil von Ol von getrockneter Avoca-
do (d.h. der unverseifbare Anteil, welcher ausgehend
von dem Ol der getrockneten Avocadofrucht erhalten
wird).

[0025] Gemal der Erfindung umfasst der unverseif-
bare Anteil von Avocado vorzugsweise wenigstens
dessen an furanischen Derivaten angereicherte
Fraktion (Fraktion H), dessen an polyhydroxylierten
Fettalkoholen angereicherte Fraktion (Fraktion I)
oder eine Mischung von diesen Fraktionen.

[0026] Bezlglich des unverseifbaren Anteils von
Sojadl kann man anmerken, dass dieser unverseifba-
re Anteil hauptsachlich aus Sterolen (40 bis 65%) und
Tocopherolen (= 10%) gebildet wird. Die hauptsachli-
chen Sterole sind das B-Sitosterol (40 bis 70% der
gesamten Sterole), Campesterol (15 bis 30% der ge-
samten Sterole) und das Stigmasterol (10 bis 25%
der gesamten Sterole). Die Tocopherole liegen in
Form einer Mischung von a-Tocopherol (5 bis 35%
der gesamten Tocopherole), y-Tocopherol (45 bis
70% der gesamten Tocopherole) und von &-Tocophe-
rol (10 bis 43% der gesamten Tocopherole) vor.

[0027] Das Lupinendl kann ausgehend von Mehlen
und/oder Kérnern von Lupine extrahiert werden.

[0028] Die Lupine ist ein naher Verwandter der Erb-
se, der Saubohne, der Sojabohne und der griinen
Bohne. Die Kérner werden traditionellerweise bei der
Ernadhrung des Menschen aufgrund seines hohen
Gehalts an Proteinen eingesetzt. Sie wird gleichfalls
der Ernahrung der Wiederkauer in Form der ganzen
Pflanze oder von deren Kdrnern beigefiigt und eben-
so haufig als Griindiingung eingesetzt. Speziell wei-
sen vier Spezies der Lupine einen wirklichen land-
wirtschaftlichen Nutzen auf: die weil3e Lupine (Lupi-
nus albus), die blaue Lupine (Lupinus angustifolius),
die gelbe Lupine (Lupinus luteus) und die wechseln-
de Lupine (Lupinus mutabilis).

[0029] Es wurde festgestellt, dass das Lupinendl ei-
nen besonders hohen Gehalt an polyphenolischen
Derivaten, Carotinen (insbesondere B-Carotin) und
Tocopherolen aufweist.

[0030] Gemal der Erfindung ist gleichfalls bevor-
zugt, einen jeglichen unverseifbaren Anteil eines
pflanzlichen Ols zu verwenden, welcher an Phytoste-
rolen, Tocopherolen, Tocotrienolen, terpenischen und
triterpenischen Kohlenwasserstoffen, nattirlichen An-
tioxidationsmitteln reiche Fraktionen enthalt, insbe-
sondere den unverseifbaren Anteil von Canola-, Col-
za-, Sonnenblumen-, Palm-, Mais-, Sesam-, Weizen-

keimdl, den unverseifbaren Anteil von Sojadl und die
Mischungen von diesen Letzteren. Der Fachmann
auf diesem Gebiet versteht leicht, dass der Ausdruck
sreich" Bezug nimmt auf Gehalte an diesen verschie-
denen, jeweils vorstehend aufgeflihrten Bestandtei-
len, die Uber den jeweiligen mittleren Gehalten lie-
gen, die unter Berlcksichtigung der Gesamtheit der
pflanzlichen Ole, die dem Fachmann auf diesem Ge-
biet bekannt sind, erhalten werden.

[0031] Im Stand der Technik wurden mehrere Ver-
fahren beschrieben, um die unverseifbare Fraktion
eines pflanzlichen Ols zu extrahieren.

[0032] Man kann insbesondere das Verfahren zur
Herstellung des unverseifbaren Anteils von Avocado-
ol auffiihren, wie es in dem Patent FR-2 678 632 im
Namen der Laboratoires Pharmascience beschrie-
ben und beansprucht wird. Dieses Verfahren erlaubt,
einen unverseifbaren Anteil von Avocado zu erhalten,
welcher verglichen mit den klassischen Verfahren zur
Herstellung eines unverseifbaren Anteils von Avoca-
do reich an Fraktion H ist.

[0033] Man kann gleichfalls das Verfahren zur Her-
stellung eines unverseifbaren Anteils von Sojadl auf-
fuhren, welcher ausgehend von einem Konzentrat
des unverseifbaren Anteils von Sojadl erhalten wird.
Dieses Konzentrat des unverseifbaren Anteils wird
durch Molekulardestillation gemaf einem Verfahren,
wie es fur Lupinendl in der Patentanmeldung FR-2
762 512 beschrieben worden ist, das aber an Sojadl
angepasst worden ist, hergestellt. In diesem Verfah-
ren wird das Sojadl in einem Molekulardestillations-
apparat vom Zentrifugentyp oder des mit einem ab-
geschabten Film arbeitenden Typs bei einer Tempe-
ratur zwischen ungefahr 210 und 250°C und unter ei-
nem starken Vakuum zwischen 0,01 und 0,001 Milli-
meter Quecksilber (entsprechend 0,13 bis 1,3 Pa)
destilliert. Das erhaltene Destillat weist einen Gehalt
an unverseifbarem Anteil zwischen 5 und 30 Gew.-%
auf und bildet folglich ein Konzentrat des unverseif-
baren Anteils von Sojadl. Eben dieses Konzentrat
wird dann gemaf einem klassischen Verseifungsver-
fahren in Gegenwart von ethanolischem Kaliumhyd-
roxid verseift. Die erhaltene Mischung wird mit Di-
chlorethan in einer Gegenstromsaule extrahiert. Die
Lésemittelphase wird schlieBlich durch Hindurchlei-
ten durch einen Fallfimverdampfer vom Ldsemittel
befreit, um den unverseifbaren Anteil von Soja zu ge-
winnen.

[0034] Als Beispiel fur ein Verfahren zur Herstellung
des unverseifbaren Anteils von Lupinendl kann man
jenes auffuihren, das in der Patentanmeldung FR-2
762 512 beschrieben worden ist. Es sei insbesondere
auf das Beispiel 3 dieser Anmeldung verwiesen.

[0035] Gemal einer bevorzugten Ausflihrungswei-
se der Erfindung ist der unverseifbare Anteil eines
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pflanzlichen Ols eine Mischung von unverseifbaren
Anteilen von Avocado- und Sojadl, wobei das Ge-
wichtsverhaltnis des unverseifbaren Anteils von Avo-
cadodl zu dem unverseifbaren Anteil von Sojadl zwi-
schen ungefahr 0,1 und ungefahr 9 eingeschlossen
und vorzugsweise zwischen ungefahr 0,25 und unge-
fahr 0,6 eingeschlossen liegt.

[0036] Insbesondere kann man vorteilhafterweise
die Mischung von unverseifbaren Anteilen von Avo-
cado- und Sojadl verwenden, wie sie von der Firma
Laboratoires Pharmascience unter der Bezeichnung
,Piascledine 300®" vertrieben wird, die aus einer Mi-
schung von 33,3 Gew.-% unverseifbarem Anteil von
Avocado und 66,6 Gew.-% unverseifbarem Anteil von
Soja bezogen auf das Gesamtgewicht der Mischung
besteht (wobei die restlichen 0,1% aus kolloidalem
Siliciumdioxid und Butylhydroxytoluol gebildet wer-
den).

[0037] Man setzt den unverseifbaren Anteil eines
pflanzlichen Ols gemaR der Erfindung vorzugsweise
derart ein, dass er in dem Arzneimittel entsprechend
einem Anteil zwischen ungeféhr 1 und ungefahr 80
Gew.-% bezogen auf das Gesamtgewicht des Arz-
neimittels vorhanden ist.

[0038] Das durch die erfindungsgemale Verwen-
dung hergestellte Arzneimittel kann beispielsweise
auflerdem eine pharmazeutisch annehmbare Trager-
substanz, welche vorzugsweise an eine Verabrei-
chung auf oralem, topischem &ufierlichem, entera-
lem oder parenteralem Wege angepasst ist, umfas-
sen.

[0039] Insbesondere umfasst dieses Arzneimittel
eine Tragersubstanz, welche an eine Verabreichung
auf oralem Wege angepasst ist.

[0040] Das durch die erfindungsgemale Verwen-
dung hergestellte Arzneimittel ist folglich aufgrund
seiner die Expression von TGF-§ stimulierenden Wir-
kung und seiner die Expression des Inhibitors PAI-1
des Plasminogenaktivators stimulierenden Wirkung
vorteilhafterweise fir die Behandlungen der vorste-
hend aufgefiihrten Pathologien bestimmt.

[0041] Die Erfindung betrifft schlieRlich gleichfalls
eine Verwendung, auRer einem therapeutischen Be-
handlungsverfahren, von wenigstens einem unver-
seifbaren Anteil eines pflanzlichen Ols, ausgewahit
aus der Gruppe bestehend aus dem unverseifbaren
Anteil von Avocadodl, dem unverseifbaren Anteil von
Sojadl, dem unverseifbaren Anteil von Lupinendl und
den Mischungen von diesen Letzteren, fur die Her-
stellung einer kosmetischen Zusammensetzung, die
wenigstens einen aus kosmetischer Sicht annehm-
baren Trager umfasst, zum Auftragen auf die Haut,
die benachbarten Schleimhdute und/oder jegliche
sichtbare epidermale (auf der Hautoberflache befind-
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liche) Strukturen oder Formationen, und welche fur
die kosmetische Behandlung von Narben der Haut,
der benachbarten Schleimhaute und/oder jeglicher
sichtbarer epidermaler (auf der Hautoberflache be-
findlicher) Strukturen oder Formationen bestimmt ist,
mit der Mal3gabe, dass die kosmetische Zusammen-
setzung keinen Pollenextrakt umfasst.

[0042] AufRerdem betrifft die Erfindung eine Verwen-
dung, auer einem therapeutischen Behandlungs-
verfahren, von wenigstens einem unverseifbaren An-
teil eines pflanzlichen Ols, ausgewanhlt aus der Grup-
pe bestehend aus dem unverseifbaren Anteil von
Avocadodl, dem unverseifbaren Anteil von Sojadl
und den Mischungen von diesen Letzteren, fir die
Herstellung einer kosmetischen Zusammensetzung,
die wenigstens einen aus kosmetischer Sicht an-
nehmbaren Trager umfasst, zum Auftragen auf die
Haut, die benachbarten Schleimhaute und/oder jegli-
che sichtbare epidermale (auf der Hautoberflache
befindliche) Strukturen oder Formationen, und wel-
che fir die Behandlung der intrinsischen Alterung der
Haut, der benachbarten Schleimh&ute und/oder jegli-
cher sichtbarer epidermaler (auf der Hautoberflache
befindlicher) Strukturen oder Formationen bestimmt
ist, mit der MaRRgabe, dass die kosmetische Zusam-
mensetzung keinen Pollenextrakt umfasst.

[0043] SchlieBlich betrifft sie die Verwendung, au-
Rer einem therapeutischen Behandlungsverfahren,
von wenigstens einem unverseifbaren Anteil eines
pflanzlichen Ols, ausgewanhlt aus der Gruppe beste-
hend aus dem unverseifbaren Anteil von Avocadodl,
dem unverseifbaren Anteil von Sojadl und den Mi-
schungen von diesen Letzteren, fir die Herstellung
einer kosmetischen Zusammensetzung, die wenigs-
tens einen aus kosmetischer Sicht annehmbaren
Trager umfasst, zum Auftragen auf die Haut, die be-
nachbarten Schleimhaute und/oder jegliche sichtba-
re epidermale (auf der Hautoberflache befindliche)
Strukturen oder Formationen, und welche fiir die kos-
metische Behandlung der Haut, der benachbarten
Schleimhaute und/oder jeglicher sichtbarer epider-
maler (auf der Hautoberflache befindlicher) Struktu-
ren oder Formationen, die einer aktinischen Strah-
lung ausgesetzt worden sind, bestimmt ist, mit der
MaRgabe, dass die kosmetische Zusammensetzung
keinen Pollenextrakt umfasst.

[0044] AuRerdem veranschaulicht das nachfolgen-
de Beispiel 2 eine erfindungsgemale Verwendung,
namlich zur Stimulierung der Biosynthese von Colla-
gen, insbesondere durch Fibroblasten der Dermis.
Die erfindungsgemafe Verwendung ist spezieller da-
durch gekennzeichnet, dass das Arzneimittel fir die
Rekonstruktion der extrazellularen Matrix bestimmt
ist und noch spezieller fur die Behandlung von Sto-
rungen der extrazellularen Matrix, die mit der Hautal-
terung verbunden sind, bestimmt ist.
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[0045] Auferdem ist bekannt, dass TGF- auf der
Ebene des Haarzyklus wirkt, indem es im Sinne einer
Hemmung das Nachwachsen des Haars moduliert.
Aullerdem erweist sich, dass gemafl} einem noch
schlecht geklarten Mechanismus TGF-B eine Wir-
kung auf die follikularen Gewebe ausiibt, deren Wir-
kung darin besteht, den Ausfall des Haars hervorzu-
rufen. Diese beiden Wirkungen weisen folglich einen
auf dem Gebiet der Epilation evidenten kosmeti-
schen Nutzen auf. Insbesondere erlauben die kom-
plementaren depilatorischen Wirkungen (Hemmung
des Nachwachsens des Haars und Bewirkung des
Ausfallens des Haars) es dem Verwender in vorteil-
hafter Weise, die klassischen, lastigeren und haufig
kostspieligeren Epilationstermine, einschliellich der
Termine fur das mechanische Rasieren, insbesonde-
re beim Mann, in gréReren zeitlichen Abstanden
wahrzunehmen. Diese kosmetische Verwendung
kann man sich beispielsweise in Form eines nach der
Epilation oder nach der Rasur zu verwendenden Bal-
sams, welcher die klassischen kosmetischen Wirkun-
gen dieser Art von Balsam (Hydratisierung, beruhi-
gende Wirkung u.s.w.) und diese depilatorischen Wir-
kungen kombiniert, vorstellen.

[0046] So hat die Erfindung ferner die Verwendung,
auller einem therapeutischen Behandlungsverfah-
ren, von wenigstens einem unverseifbaren Anteil ei-
nes pflanzlichen Ols, ausgewéhlt aus der Gruppe be-
stehend aus dem unverseifbaren Anteil von Avoca-
dodl, dem unverseifbaren Anteil von Sojadl, dem un-
verseifbaren Anteil von Lupinendél und den Mischun-
gen von diesen Letzteren, fur die Herstellung einer
kosmetischen Zusammensetzung, die fiir die kosme-
tische, enthaarende Behandlung der Haut bestimmt
ist, zum Auftragen auf die Haut, und welche wenigs-
tens einen aus kosmetischer Sicht annehmbaren
Trager umfasst, zum Gegenstand.

[0047] Der unverseifbare Anteil eines pflanzlichen
Ols ist in der kosmetischen Zusammensetzung vor-
zugsweise entsprechend einem Anteil zwischen un-
gefahr 0,1 und ungefahr 10 Gew.-% eingeschlossen
bezogen auf das Gesamtgewicht der kosmetischen
Zusammensetzung vorhanden.

[0048] Die Erfindung wird jetzt mit Hilfe von Beispie-
len, die in keinem Falle so interpretiert werden dir-
fen, dass sie deren Umfang beschranken kénnen,
veranschaulicht.

[0049] Die Fig. 1 (d.h. die Fig.1.A und Fig. 1.B)
stellt eine Abbildung eines Northern-Blot-Experi-
ments (Fig. 1.A), welche eine verstarkte Expression
der mRNA von TGF-1 in den mit den unverseifbaren
Anteilen von Avocado und von Soja (Piasclédine
300%; Referenz ,IAS" in den Fig. 1 bis 6) behandelten
Zellen zeigt, wie auch ein Histogramm (Eig. 1.B),
welches einer quantitativen Proteinbestimmung ent-
spricht, welches die verstarkte Proteinexpression von
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TGF-B1 in den mit Piasclédine 300® behandelten Zel-
len zeigt, dar (die Referenz- oder Vergleichsprobe
wird in den Fig. 1 bis 6 mit ,T" bezeichnet).

[0050] Die Fig.2 (d.h. die Fig. 2.A und Fig. 2.B)
zeigt die Wirkungen der unverseifbaren Anteile von
Avocado und von Soja allein, von TGF-31 allein und
der Kombination [unverseifbare Anteile von Avocado
und von Soja und TGF-B1) auf die Expression der
mRNAs der Isoformen TGF-31 und TGF-B2, wie am
Ende des nachfolgenden Beispiels 1, Abschnitt 2.1,
erlautert. Insbesondere zeigen die Northern-Blot-Ab-
bildungen (Fig. 2.A) die Expression der mRNA von
TGF-B1, TGF-B2 und von B-Aktin, welches als Refe-
renz oder vergleich herangezogen wurde. Die Ergeb-
nisse der Expression der mRNAs der Isoformen
TGF-B1 bzw. TGF-B2 sind in Form der jeweiligen His-
togramme angegeben (Fig. 2.B).

[0051] Die Fig.3 (d.h. die Fig.3.A, Fig.3.B,
Fig. 3.C und Fig. 3.D) veranschaulicht die Wirkun-
gen der unverseifbaren Anteile von Avocado und von
Soja (Piasclédine 300®) auf die Expression von
TGF-B1 im Verlauf der Zeit und je nach den einge-
setzten Dosen. Die Eig. 3.A ist eine Photographie ei-
nes Elektrophoresegels des Produkts einer
RT-PCR-Amplifizierung ausgehend von mRNA von
TGF-B1 von mit unterschiedlichen Mengen der un-
verseifbaren Anteile von Avocado und von Soja (Pia-
sclédine 300°) behandelten Zellen. Die Ergebnisse
sind normalisiert und in Histogrammform ausge-
druckt (Eig. 3.B). Die Fig. 3.C ist eine Photographie
eines Elektrophoresegels des Produkts einer
RT-PCR-Amplifizierung ausgehend von mRNA von
TGF-B1 von unterschiedliche Zeitspannen lang mit
den unverseifbaren Anteilen von Avocado und von
Soja (Piasclédine 300®) behandelten Zellen. Die Er-
gebnisse sind normalisiert und in Histogrammform
ausgedruckt (Eig. 3.D).

[0052] Die Fig. 4 zeigt die Wirkungen der unverseif-
baren Anteile von Avocado und von Soja (Piasclédi-
ne 300°) auf die Expression der Luciferase abhangig
von unterschiedlichen Konstrukten des Promotors
von TGF-31.

[0053] Die Fig. 5 ist eine Photographie eines Elek-
trophoresegels des Produkts einer RT-PCR-Ampilifi-
zierung ausgehend von der mRNA der TGF-31- und
TGF-B2-Rezeptoren und ausgehend von mRNR von
B-Aktin, welches als Referenz oder Vergleich heran-
gezogen wurde, stammend aus Zellen, die mit den
unverseifbaren Anteilen von Avocado und von Soja
(Piasclédine 300®) behandelt worden sind.

[0054] Die Fig. 6 (d.h. die Eig. 6.A, Fig. 6.B und
Fig. 6.C) veranschaulicht die Wirkung der unverseif-
baren Anteile von Avocado und von Soja (Piasclédi-
ne 300°) auf die Expression des Inhibitors PAI-1 des
Plasminogenaktivators. Die Fig. 6.A stellt eine Pho-
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tographie eines Elektrophoresegels von Proteinen,
erhalten durch Extraktion ausgehend von Zellen, die
mit Piasclédine 300® oder mit TGF-B behandelt wor-
den sind, dar. Die Fig. 6.B ist eine Photographie ei-
nes Northern-Blot, welcher die Expression von
PAI-1-RNA in den mit Piasclédine 300® behandelten
Zellen zeigt. Die Ergebnisse des Northern-Blot-Expe-
riments sind normalisiert und in der Fig. 6.C in Histo-
grammform ausgedrickt.

[0055] Die Fig. 7 zeigt die Wirkung der unverseifba-
ren Anteile von Avocado und von Soja und der Frak-
tionen H und | auf die Expression von TGF-31.

[0056] Die Fig.8 (d.h. die Fig.8A und Fig. 8B)
zeigt die Wirkung der unverseifbaren Anteile von
Avocado und von Soja und der Fraktionen H und | auf
die Biosynthese von Collagen (Fig. 8A) und von
nicht-collagenartigen Proteinen (Fig. 8B) durch Der-
mis-Fibroblasten in Kultur.

Beispiel 1: Wirkung der unverseifbaren Anteile von
Avocado und von Soja auf die Expression von
TGF-1 und TGF-B2 und auf die Expression des
PAI-1.

1.1. Materialien und Methoden

1.1.1. Kultur und Behandlung von artikularen Chond-
rozyten

[0057] Die Chondrozyten werden ausgehend von
Kalberknorpelgeweben isoliert, wie in dem Artikel
von Benya et al. (,The progeny of articular chondro-
cytes synthesize collagen types | and Il trimer, but not
type Il. Verification by cyanogen bromide peptide
analysis", Biochemistry 1977; 16: 865-872) beschrie-
ben. Es werden Primarkulturen von Chondrozyten
eingesetzt, um phanotypische Veranderungen zu mi-
nimieren. Die Kulturen werden in einer Menge von
6,0 x 10° Zellen pro 175 cm?-GefaR (fiir die Extraktion
von RNA), in einer Menge von 5,0 x 10° Zellen pro
Vertiefung in Platten mit 6 Vertiefungen (9,6 cm?) (fiir
die Markierung des PAI-1) und in einer Menge von
1,2 x 10° Zellen in 100 mm-Petrischalen (Transfekti-
on) verteilt. Die Kulturen werden in komplettem
DMEM-Medium (DMEM fur ,Dulbecco's modified Ea-
gle's medium"), enthaltend 10% fotales Kalberserum
(FCS) und Antibiotika, bei 35°C in einer Atmosphare
mit 5% CO, und 95% Luft inkubiert, bis Konfluenz er-
reicht wird (mit der Ausnahme der Transfektionsver-
suche). Die Kulturen werden in Gegenwart der unver-
seifbaren Anteile von Avocado und von Soja in Form
des Produkts ,Piasclédine 300®" (vertrieben von der
Firma Laboratoires Pharmascience), welches 33,3
unverseifbaren Anteil von Avocadodl und 66,6 unver-
seifbaren Anteil von Sojadl enthalt, wobei die Kon-
zentration von Piasclédine 300® 10 pg/ml betragt,
und in Gegenwart von TGF-31 in einer Konzentration
von 1 ng/ml (vertrieben von der Firma R & D Sys-

tems) wahrend der angegebenen Zeitspannen inku-
biert. In den Fallen, wo Piasclédine 300® in Dimethyl-
formamid (DMF) geldst wird, nimmt man in alle Ver-
suche Vergleichsversuche, welche die gleiche Kon-
zentration an DMF enthalten, auf.

1.1.2. RNA-Extraktion

[0058] Die Gesamt-RNA wird durch die differenziel-
le Solubilisierungsmethode mittels Phenol/Chloro-
form unter Verwendung des kommerziell erhaltlichen
Kits RNAXel der Firma Eurobio extrahiert. Die
RNA-Konzentrationen werden durch die Messung
des Werts der optischen Dichte bei 260 nm (OD,,)
bestimmt. Die Verhaltnisse OD,;,/OD,, liegen lber
1,8. Die Unversehrtheit der RNA-Proben wird durch
Elektrophorese auf einem 1%-igen Agarosegel in
Gegenwart von Ethidiumbromid kontrolliert. In dem
Falle einer Verunreinigung mit genomischer DNA
fuhrt man eine erganzende Ausfallung mit 6 M Lithi-
umchlorid LiCl aus, um reine RNA-Proben zu erhal-
ten.

1.1.3. Hybridisierung der RNA (Northern-Blot)

[0059] Man lasst 10 ug-Proben von denaturierter
RNA auf einem 1%-igen Agarose-Formaldehyd-Gel
wandern. Die RNA wird durch Kapillaritat auf eine Ny-
lonmembran (Pall Biodyne, Gelman Sciences) trans-
feriert und durch Bestrahlung mit ultravioletten Strah-
len (Bioblock UV Crosslinker, Frankreich) immobili-
siert. Man verwendet drei unterschiedliche Sonden,
um die mRNA-Werte flir TGF-B, PAI-1 und B-Aktin
auszuwerten: (a) man erzeugt eine cDNA-Sonde mit
336 Basenpaaren (bp) fur TGF-f1 durch RT-PCR
(Umkehrtranskription und Polymerasekettenreakti-
on) unter Verwendung der nachfolgend angegebe-
nen Primer, (b) ein cDNA-Fragment von 3000 bp,
welches dem humanen PAI-1 entspricht (bereitge-
stellt durch das Labor von Dr. J-P Pelletier, Montreal,
Kanada), und (c) eine Sonde von 548 bp von 3-Aktin,
erzeugt durch RT-PCR mit den nachfolgend aufge-
zahlten spezifischen Primern. Die cDNA-Sonden
werden unter Verwendung des Kits fur die zufallsge-
steuerte Markierung von Primern (Gibco BRL, Frank-
reich) und [*P]-dCTP als radioaktiver Markierungs-
verbindung (Amersham, Frankreich) radioaktiv mar-
kiert. Jede Sonde wird getrennt bei 55°C hybridisiert
und zweimal 20 min bei Umgebungstemperatur und
einmal bei 55°C mit einem 2 x SSC-Puffer, welcher
0,1% SDS enthalt, gewaschen. Man detektiert die Si-
gnale durch Autoradiographie mit Filmkontakt unter
Verwendung eines Kodak-Films (X-OMAT ARS5) mit
Verstarkerschirmen. Die relative optische Dichte der
Autoradiographiesignale wird gegentiber den Werten
des B-Aktins unter Verwendung der Densitometrie-
technik durch zweidimensionale Laserabtastung und
der Software ImageQuaNt (Molecular Dynamics,
Frankreich) normalisiert.
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1.1.4. RT-PCR-Analyse

[0060] Proben von 1 ug Gesamt-RNA werden in
cDNA umgekehrt transkribiert in Gegenwart von 100
pM eines Antisinn-Primers, 10 Einheiten ,RNasin®
(einem Ribonukleaseinhibitor, der von der Firma Pro-
mega vertrieben wird), 10 mM Dithiotreitol, 0,5 mM
von jedem Desoxynukleotidtriphosphat (ANTPs) (Life
Technologies), einem ersten 5X ,Strand"-Puffer und
60 Einheiten reverser Transkriptase des Molo-
ney-Mauseleukamievirus (Life Technologies). Die
Reaktion erfolgt wahrend 1 h bei 42°C. Die Amplifi-
zierung der erzeugten cDNA erfolgt in einem Omni E
Hybaid-Thermocycler unter Verwendung des
PCR-Kits von Life Technologies in Gegenwart der fol-
genden Sinn- und Antisinn-Primer: TGF-1, Sinn
5'-GCC CTG GAC ACC AAC TAT TGC-3'/Antisinn
5'-GCT GCACTT GCA GGA GGG CAC-3' (Lupparel-
lo et al., ,Transforming Growth Factor-31, -2 and
-B3, urokinase and parathyroid hormone-related pep-
tide expression in 8701-Bc breast cancer cell and clo-
nes, Differenciation, 1991; 55: 73-80); TBR-1, Sinn
5'-ATT GCT GGA CCA GTG TGC TTC GTC-3'/Anti-
sinn 5'-TAA GTC TGC AAT ACA GCA AGT TCCATT
CTT-3' (Franzen et al.), ,Cloning of TGF-B type | re-
ceptor that forms a heteromeric complex with the
TGF-B type Il receptor" Cell, 1992; 75: 681-692);
TBR-II, Sinn 5-CGC TTT GCT GAG GTC TAT AAG
GCC-3'/Antisinn 5'-GAT ATT GGA GCT CTT GAG
GTC CCT-3' (Lin Hy et al., ,Expression cloning of the
TGF-B type Il receptor, a functional transmembrane
serine/threonine kinase" Cell, 1992; 68: 775-785);
B-Aktin, Sinn 5-GTG GGG CGC CCC AGG CAC
CA-3'/Antisinn 5'-CTC CTT AAT GTC ACG CAC GAT
TTC-3' (Lupparello et al., a.a.0.). Man fihrt 35 Zyklen
aus unter Verwendung der folgenden Bedingungen:
95°C wahrend 30 s, 55°C wahrend 30 s und 72°C
wahrend 1 min. Dann fiigt man einen erganzenden
Schritt bei 72°C wahrend 10 min hinzu. Die Anzahl
von Zyklen wird in der exponentiellen Phase der zu-
vor ermittelten Amplifizierungskurve ausgewahilt. Die
Transkripte wurden durch Elektrophorese auf einem
2%-igen Agarosegel analysiert und durch Anfarbung
mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die Amplifizie-
rungsreaktionen haben erwartete Transkriptgrofen
TGF-31: 336 bp, TBR-I: 668 bp, TRR-II: 454 bp, 3-Ak-
tin: 548 bp geliefert). Die Identitat der Produkte der
PCR wird gleichfalls durch Restriktionsendonukle-
aseverdau und durch Southern-Blot unter Verwen-
dung der jeweiligen humanen Sonden, die fir TRR-I
und TRR-Il der gesamten Lange der cDNAs und flr
TGF-B1, B-Aktin den durch RT-PCR erzeugten Frag-
menten entsprechen, bestatigt. Nach Photographie
der Gele mit einem Polaroid 665-Film wird die Inten-
sitat der entsprechenden Banden durch densitomet-
rische Abtastung, ausgeflihrt mit der Software Ima-
geQuaNt (Molecular Dynamics), quantifiziert und ge-
genuber den Werten fir die B-Aktin-mRNA normali-
siert.
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1.1.5. Messung des reifen sekretierten TGF-f31

[0061] Um die Menge von aktivem TGF-B1 in dem
durch die Kontroll-Vergleichszellen oder die mit den
unverseifbaren Anteilen von Avocado und von Soja
behandelten Zellen konditionierten Medium zu mes-
sen, werden die konfluenten Monolayer-Zellen in den
Kulturplatten mit 6 Vertiefungen 24 h in dem Medium,
welches 10% FCS enthalt, mit oder ohne 10 ug Pias-
clédine 300® inkubiert. Die Zellen werden dreimal hin-
tereinander mit einem serumfreien Medium, erganzt
mit 200 pg/ml BSA (Rinderserumalbumin), 5, 30 und
60 min gewaschen und in 1 ml serumfreiem Medium
6 zusatzliche Stunden inkubiert. Das konditionierte
Medium wird dann in Silikonréhrchen fiir eine Mikro-
zentrifugation gesammelt, zentrifugiert und die Men-
ge von aktivem, reifem TGF-B1 wird in dem Uber-
stand durch quantitative Immunbestimmung des
TGF-B1 unter Verwendung des Kits Quantikine®
(Quantikine® R&D Systems, U.S.A.) gemal den An-
weisungen des Herstellers bestimmt.

1.1.6. Radioaktive Markierung fiir die Synthese von
PAI-1

[0062] Konfluente Kulturen in Platten mit 6 Vertie-
fungen (9,6 cm?) werden mit [**S]-Methionin (40
pCi/ml, Amersham, Frankreich) in Gegenwart von Pi-
asclédine 300° (10 pg/ml) und von TGF-B1 (1 ng/ml)
24 h markiert. Die Extraktion der radioaktiv markier-
ten Proteine und die Charakterisierung des PAI-1
durch Elektrophorese erfolgen, wie in der Veroffentli-
chung von Laiho, M., et al. ,Transforming Growth
Factor-B induction of type-1 plasminogen activator in-
hibitor" J. Biol. Chem. 1987; 262: 17467-17474) be-
schrieben, mit einigen Modifizierungen. Kurz zusam-
mengefasst, werden die Medien abgezogen und die
Zellschichten werden in 1 ml 10 mM Tris-HCI-Puffer,
pH 8, welcher 0,5% Natriumdesoxycholat und 1 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid enthalt, abgeschabt. Die
Proben werden bei 4°C, 10000 g 10 min zentrifugiert.
Die Uberstande werden mit Concanavalin A (Con
A)-Sepharose (Pharmacia) (50 pl einer 50%-igen
(Vol./Vol.) Suspension in PBS) absorbiert. Die Con
A-Sepharose wird dreimal hintereinander mit einer
PBS/Tween 80 (0,01%)-Mischung gewaschen und
die gebundenen Proteine werden in Laemmli-Puffer
(Laemmli et al., ,Cleavage of structural proteins du-
ring the assembly of the head of bacteriophage T,"
Nature, 1970 227: 680-685), welcher 10% 2-Mercap-
toethanol enthalt, geldst. Die an das Concanavalin A
gebundenen Proteine werden einer Polyacryla-
mid-Elektrophorese auf einem 10%-igen Polyacryla-
midgel in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat
(SDS-PAGE) unterworfen, gefolgt von einer Fluoro-
graphie. Ovalbumin (M, 46000) und Carboanhydrase
(M, 29000) werden als Molekulargewichtsmarker ver-
wendet. Es wird durch das vorangehend erwahnte
Immunblotting unter Verwendung eines polyklonalen
Kaninchen-anti-PAI-1-Antikérpers (Dako, Kopenha-
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gen, Danemark), wie in der vorstehend angegebenen
Veroffentlichung von Laiho, M., et al. beschrieben,
bestimmt, dass die Bande mit 46 kD dem PAI-1 ent-
spricht.

1.1.7. Zelltransfektion und Luciferase-Aktivitatstest

[0063] Fur die transitorischen Transfektionen ver-
teilt man die Zellen in 100 mm-Petrischalen und man
Iasst sie sich bis zu 70-80% Konfluenz vermehren.
Die Zellen werden dann durch die Calciumphos-
phat-Coprazipitationsmethode (Bradford et al., ,A ra-
pid and sensitive method for the quantification of mi-
crogram quantities of protein utilizing the principle of
protein-dye binding", Anal. Biochem. 1976; 72:
248-254) mit 9 ug geeigneten Plasmiden und 3 pg
pSV40-B Gal (Promega), einem Expressionsvektor
der B-Galactosidase, welche als interner Vergleich
verwendet wird, um die Wirksamkeit der Transfektion
zu normalisieren, cotransfiziert. Nach 24 h wird das
Medium durch ein Medium, welches DMF (1:1000) in
Abwesenheit oder in Anwesenheit von Piasclédine
300° (10 pg/ml) enthalt, ersetzt.

[0064] Die Zellen werden 48 h nach der DNA-Zuga-
be geerntet und die Extrakte werden hinsichtlich der
Luciferase-Aktivitat getestet. Kurz zusammenge-
fasst, werden die Petrischalen zweimal hintereinan-
der mit PBS gewaschen und die Zellen werden mit
300 pl Lysepuffer (0,45 mM Tris-HCI, pH 7,5) lysiert.
Die Lysate werden drei Einfrier-Auftau-Zyklen unter-
worfen. Nach einer Zentrifugation misst man die Lu-
mineszenz eines 50 pl-Aliquots von Lysat von jeder
Petrischale in einem Luminometer (Berthold Lumat
9501) wahrend 20 s nach Zugabe von Luciferin (Lu-
ciferase Assay System, Firma Promega). Um die Ak-
tivitat der Luciferase zu normalisieren, bestimmt man
die Proteinkonzentration und die Aktivitat der B-Ga-
lactosidase. Die Proteinkonzentration von Zelllysaten
von 4 ul aus jeder Petrischale wird nach Bradford ge-
messen, wie oben angegeben. Die Zelllysate werden
auf die B-Galactosidaseaktivitat getestet, indem Re-
sofurin-B-D-galactopyranosid als Substrat verwendet
wird, und man misst die OD bei 572 nm.

1.1.8. Konstruktion der Plasmide

[0065] Die den Promotor des TGF-31 enthaltenden
Konstrukte werden ausgehend von dem Plasmid
phTG2 (Kim et al., ,Characterization of the promotor
region of the human transforming growth factor-p1
gene", J. Biol. Chem. 1989; 264: 402-408), bereitge-
stellt durch den Arzt S. J. Kim (Laboratoires de Che-
moprevention, NIH/NCI, Bethesda), erzeugt. Der
Verdau des Plasmids phTG2 mit den Enzymen Hin-
dlll bzw. Xlal erzeugt DNA-Fragmente, die den jewei-
ligen Promotorsequenzen —1132 bis +11 bzw. —732
bis +11 entsprechen. Nach Auffillen der kohasiven
Enden durch das Klenow-Fragment werden die
DNA-Fragmente mit Kpnl verdaut und werden dann

in die Smal/Kpnl-Stelle in das Standard-Reporter-
plasmid pGL2, das das Gen der Luciferase ohne Pro-
motorsequenz kodiert, kloniert (Promega). Das die
Promotorregion —454/+11 enthaltende Konstrukt ent-
spricht der Klonierung einer DNA-Sequenz, die durch
Verdau von phTG2 durch Hindll und Kpnl erhalten
wird, in eine Smal-Kpnl-Stelle des Standard-Repor-
terplasmids pGL2.

2. Ergebnisse

2.1. Wirkung der unverseifbaren Anteile von Avocado
und von Soja (Piasclédine 300®) auf die Expression
von TGF-B1 und TGF-B2.

[0066] Die Wirkung von Piasclédine 300° auf die ar-
tikuldaren Chondrozyten vom Rind wird in konfluenten
Primarkulturen, die 24 h in Gegenwart oder in Abwe-
senheit von Piasclédine 300® (10 pg/ml) inkubiert
werden, bestimmt, wobei die Vergleichsproben die
gleiche Konzentration Dimethylformamid (DMF
1:1000), welches als Lésemittel des Extrakts einge-
setzt wird, enthalten. Es wurde keinerlei morphologi-
sche Veranderung oder Zellablésung bei Konzentra-
tionen bis zu 100 pg/ml beobachtet, wie durch Pha-
senkontrastmikroskopie bestimmt wurde. Gleichwonhl
wurde die Konzentration von 10 pg/ml fur die meisten
Versuche ausgewahlt in dem Falle, wo der Wert von
DMF in den Proben mit 100 pg/ml zu hoch und poten-
tiell schadlich fir die Zellen gewesen ware. Die Ex-
pression von TGF-B1 und TGF-B2 wurde nach Ex-
traktion der Gesamt-RNA durch Northern-Blot be-
stimmt.

[0067] Wie die Fig. 1 zeigt, hat die Behandlung von
BAC (Bovine Articular Chondrocytes) mit Piasclédine
300%in einer Konzentration von 10 pg/ml eine bemer-
kenswerte Erhéhung auf der Ebene der
TGF-B1-mRNA bezogen auf die Vergleichsproben
bewirkt, wenn die mMRNA kaum nachweisbar war. Es
wurden auf den Northern-Blots zwei Transkripte von
1,9 und 2,4 kb beobachtet. Diese durch Piasclédine
300° induzierte verstarkte Expression des
TGF-B1-Gens ist spezifisch, denn die Expression der
mRNA von (-Aktin, welches einem Haushaltsgen
entspricht, hat sich unter den gleichen Versuchsbe-
dingungen nicht auf signifikante Weise verandert.

[0068] Um zu bestimmen, ob diese Wirkung auf die
Transkription von einer Erhéhung der Synthese der
TGF-B-Proteine begleitet wird, erlaubt eine quantita-
tive Bestimmung mittels ELISA, die Konzentration
von in die mit Piasclédine 300® behandelten Zellkul-
turmedien freigesetztem TGF-B1 abzuschatzen. Die
Fig. 1 zeigt, dass die Produktion von immundetek-
tierbarem TGF-31 durch eine 24-stiindige Exposition
gegeniiber 10 pg/ml Piasclédine 300° erhoht wird.
Obgleich der Versuch nicht erlaubt, das latente
TGF-B von dem aktivierten TGF-B zu unterscheiden,
resultiert daraus klar, dass es eine Korrelation zwi-
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schen der Wirkung der unverseifbaren Anteile von
Avocado und von Soja auf die Transkription und die
Translation und auf die Expression von TGF-1 gibt.

[0069] In einer zweiten Reihe von Experimenten un-
tersuchte man die Wirkungen von Piasclédine 300®
auf den Wert der Expression sowohl von TGF-31 als
auch von TGF-B2 in Gegenwart oder in Abwesenheit
von exogenem TGF-B1. Wie die Fig. 2 zeigt, wurde
die Expression von TGF-B2 gleichfalls durch Piasclé-
dine 300® stimuliert. Interessanterweise wurde im
Falle von TGF-B1 ein Synergieeffekt beobachtet, wel-
cher zeigt, dass in dem System unerwartet Verstar-
kungsschleifen auftreten kénnen.

2.2. Wirkungen (Zeit- und Dosisabhangigkeiten) der
unverseifbaren Anteile von Avocado und von Soja
auf die Expression von TGF-1 abhangig von der Zeit
und den Dosen

[0070] Da diese Ergebnisse zeigen, dass Piasclédi-
ne 300° eine Erhéhung der Expression von TGF-B in-
duziert, wollte man die Auswirkungen von unter-
schiedlichen Konzentrationen der unverseifbaren An-
teile von Avocado und von Soja und von unterschied-
lichen Inkubationsdauern auf den Expressionsgrad
der mRNAs von TGF-B1 bestimmen. Insoweit, als
das durch die Northern-Blot-Methode fir die als Ver-
gleich dienenden nicht-behandelten Chondrozyten
detektierte Signal relativ schwach ist (siehe Fig. 1),
wurde bevorzugt, die RT-PCR-Methode einzusetzen,
um diese Versuche auszufiihren. Die Behandlung
von Chondrozyten mit Piasclédine 300° in steigen-
den Konzentrationen (5, 10 und 25 pg/ml) erlaubt,
eine Reaktion auf die Stimulation fir Piasclédine
300°-Konzentrationen von 10 und 25 ug/ml mit einer
bedeutenderen Wirkung bei einer Konzentration von
10 pg/ml zu beobachten. Die Konzentration von 5
pg/ml ist wahrscheinlich zu gering, um irgendeine
Wirkung hervorzurufen (siehe Fig. 3). Die Behand-
lung von Chondrozyten mit Piasclédine 300° in einer
Konzentration von 10 pg/ml wahrend Zeitspannen
von 12, 24 oder 48 h erlaubt, eine Erhéhung des Ex-
pressionsniveaus der mMRNAs von TGF-31 bei allen
Inkubationsdauern mit einem Maximum bei 48 h zu
beobachten (siehe Fig. 3).

2.3. Wirkung der unverseifbaren Anteile von Avocado
und von Soja auf die durch die 5'-flankierende Region
des TGF-B1-Gens dirigierte zellulare Expression

[0071] Entsprechend den vorangegangenen Ergeb-
nissen, die zeigen, dass die unverseifbaren Anteile
von Avocado und von Soja die Transkriptionsaktivitat
des Promotors des TGF-B1-Gens stimulieren kon-
nen, besteht der Gegenstand dieses Versuchs darin,
die cis wirkenden Sequenzen des TGF-B1-Gens,
welche in der Lage sind, diesen Effekt zu vermitteln,
zu ermitteln. Eine Reihe von Fragmenten der 5'-Regi-
on des Promotors des humanen TGF-31-Gens, wel-

che mit dem Luciferase-Gen fusioniert worden sind,
werden durch Transfektion in Rinder-Chondrozyten
eingeschleust, die dann 24 h mit Piasclédine 300° in
einer Konzentration von 10 pg/ml behandelt werden.
Die Expression der Luciferase-Aktivitat wird dann far
jedes Plasmid getestet. Wie dies Fig. 4 zeigt, indu-
ziert das langste eingesetzte Konstrukt (-1132 bis
+11) eine Expression von Luciferase-Aktivitat, die
8-fach starker ist als jene des Vergleichskonstrukts.
Die anderen Sequenzen, die der am weitesten stran-
gabwarts liegenden Region entsprechen (=732 bis
+11), erzeugen keine signifikante Anderung hinsicht-
lich der Expression der Luciferase verglichen mit je-
ner der Vergleichskonstrukte.

[0072] Diese Ergebnisse zeigen, dass die DNA-Se-
quenzen, die auf die Stimulation durch die unverseif-
baren Anteile von Avocado und von Soja hinsichtlich
der Expression des TGF-B1-Gens ansprechen, sich
zwischen —1132 und -732 befinden.

2.4. Wirkung der unverseifbaren Anteile von Avocado
und von Soja auf die Expression der TGF-B-Rezepto-
ren

[0073] In dem Male, wo die biologische Aktivitat
von TGF-B Uber seine Bindung an die zelluléren
Membranrezeptoren vermittelt wird, bietet sich an,
die Wirkungen der unverseifbaren Anteile von Avoca-
do und von Soja auf die Expression der Rezeptoren
von TGF-B zu untersuchen, indem die entsprechen-
den mRNA-Niveaus untersucht werden. Wie die
Eig. 5 zeigt, induziert die Behandlung mit Piasclédine
300° keinerlei Variation des Expressionsniveaus der
mRNRs von TBR-I und von TRR-Il. Die Analyse die-
ser Daten durch densitometrische Abtastung und
Normalisation bezogen auf das Signal des B-Aktins
zeigt, dass das relative Verhaltnis fur den TRR-I, er-
mittelt mittels einer Amplifizierung in 35 Zyklen, bei
den behandelten Kulturen 1,16 betragt, verglichen
mit dem Wert von 1,23 bei den Vergleichsproben und
dem wert von 0,83 fiir den TBR-II gegenliber 0,70 bei
den Vergleichsproben.

2.5. Wirkung der unverseifbaren Anteile von Avocado
und von Soja auf die Expression des PAI-1

[0074] In den konfluenten Monolayer-Kulturen von
Chondrozyten, die in diesen Versuchen eingesetzt
wurden, haben vorangegangene Assays gezeigt,
dass der durch die Zellen produzierte PAI-1 im We-
sentlichen in der Schicht der Zelle, welche eine reich-
lich vorhandene, umgebende Matrix umfasst, gefun-
den wird. Es wurde festgestellt, dass das Medium le-
diglich geringfiigige Mengen an neu synthetisiertem
PAI-1 enthielt. Folglich extrahiert man den mit
%S-Methionin markierten PAI-1 ausgehend von der
Fraktion Zellen + Matrix, ohne zwischen dem intrazel-
luldaren Teil und dem extrazellularen Teil des gesam-
ten produzierten PAI-1 zu unterscheiden. Wie die

10/21



DE 699 25 307 T2 2006.04.06

Fig. 6 zeigt, war, wenn man Kulturen von Rin-
der-Chondrozyten mit TGF-31 wahrend 24 h behan-
delte, die durch Gelelektrophorese isolierte
PAI-1-Fraktion signifikant bedeutender als jene der
Vergleichskulturen. Dieses Ergebnis hat den Beweis
geliefert, dass die Zellen auf den TGF-B1 in Form ei-
ner Expression des PAI-1 ansprachen, und hat das
System validiert, das eingesetzt wurde, um die Wir-
kung der unverseifbaren Anteile von Avocado und
von Soja zu bestimmen. Es ist klar, dass unter den
gleichen Bedingungen die Extrakte von Avocado und
von Soja die Synthese von PAI-1 erhéhen konnten,
praktisch in dem gleichen Ausmaf}, wie dies der
TGF-B1 tat (siehe Fig. 6).

[0075] Um zu bestimmen, ob die stimulierende Wir-
kung der unverseifbaren Anteile von Soja und von
Avocado auf die Synthese von PAI-1 auf der trans-
kriptionellen Ebene auftritt, fihrte man einen Nort-
hern-Blot ausgehend von ausgehend von auf die glei-
che Weise wie fur die Markierung des PAI-1-Proteins
behandelten Kulturen isolierter Gesamt-RNA aus.
Die Hybridisierung mit der mit 3P markierten
PAI-1-cDNA-Sonde hat gezeigt, dass die Menge von
mRNA, welche PAI-1 kodiert, wahrend den 24 h der
Behandlung mit den unverseifbaren Anteilen von
Avocado und von Soja erhoht ist, was die Korrelation
enthdllt, die zwischen dem Expressionsniveau der
mRNA und der Proteinmenge besteht (siehe Fig. 6).
Es wird so nahegelegt, dass die unverseifbaren An-
teile von Avocado und von Soja in der Lage sind, die
Synthese von PAI-1 auf transkriptioneller Ebene zu
erhohen.

Beispiel 2: Wirkung der unverseifbaren Anteile von
Avocado und von Soja und der Fraktionen H und | auf
die Expression von TGF-1 und auf die Biosynthese

von Collagen durch Dermis-Fibroblasten in Kultur

[0076] Die fir diese Untersuchung eingesetzten
Zellen sind humane Fibroblasten, die aus der Vorhaut
von jungen Kindern stammen. Sie wurden durch die
Explantat-Technik erhalten und in DMEM (,Dulbec-
co's Modified Eagle Medium"), welchem 10% fotales
Kélberserum (FCS) hinzugefugt worden war, kulti-
viert. Die Kulturen werden in einem Inkubations-
schrank mit 5% CO2, 37°C gehalten und das Medium
wird alle drei Tage gewechselt.

1. Wirkung der unverseifbaren Anteile von Avocado
und von Soja und der Fraktionen H und | auf die Ex-
pression von TGF-31

1.1 Versuchsprotokoll

[0077] Humane Dermis-Fibroblasten wurden in
Platten mit sechs Vertiefungen von 9,6 cm? in DMEM,
welchem 10% fotales Kalberserum (FCS) hinzuge-
fugt worden war, (3 ml) ausgesat. Bei Konfluenz wur-
den die Fibroblasten-Kulturen 24 h mit DMEM + 2%

FCS vorinkubiert. Die Inkubation im eigentlichen Sin-
ne erfolgt in DMEM + 0% FCS, um zu vermeiden,
dass der im Serum vorhandene TGF- mit der quan-
titativen Bestimmung interferiert. Diesem Medium
wird 1,5 ml der verschiedenen getesteten Praparatio-
nen, namlich eine Kontrolle (C), Piasclédine 300®
(PIAS), ein unverseifbarer Anteil von Soja (IS), ein
unverseifbarer Anteil von Avocado (IA) und dessen
an furanischen Derivaten (H) und an polyhydroxylier-
ten Fettalkoholen (l) angereicherte Fraktionen, hinzu-
gesetzt. Die quantitative Bestimmung erfolgt unter
Verwendung eines ELISA-Kits (R&D Systems).

1.2. Ergebnisse

[0078] Die quantitative Bestimmung des TGF-B1 er-
folgt an dem Kulturmedium, indem den Anweisungen
des Lieferanten gefolgt wird. Es wird eine Eichpro-
benreihe erstellt, indem bekannte Mengen von
TGF-B1 verwendet werden, was erlaubt, eine Gerade
der optischen Dichte (OD) bezogen auf die Konzent-
ration zu zeichnen und die Gleichung der Gerade wie
auch den Korrelationskoeffizienten zu bestimmen.
Die Konzentration von TGF-B1 in unseren Proben
wird berechnet, indem die mit den unterschiedlichen
getesteten Praparationen erhaltenen ODs verwendet
werden. Die Ergebnisse sind in pg/ml TGF-31 ausge-
drickt und reprasentieren den Mittelwert von 3 Pro-
ben.

[0079] Diese in der Fig. 7 aufgeflihrten Ergebnisse
zeigen, dass PIAS, IS, IA, H und | die Produktion von
TGF-B1 durch die Dermis-Fibroblasten in Kultur sti-
mulieren.

2. Wirkung der unverseifbaren Anteile von Avocado

und von Soja und der Fraktionen H und | auf die Bio-

synthese von Collagen durch Dermis-Fibroblasten in
Kultur

2.1. Versuchsprotokoll

[0080] Konfluente Kulturen von Dermis-Fibroblas-
ten (6 Vertiefungen von 9,6 cm?) werden mit Ascor-
binsaure vorinkubiert (3 ml). Nach 24 h wird das Me-
dium durch 1,5 ml Medium (DMEN/10% FCS, wel-
chem B/APN (Aminopropionitril), Ascorbinsaure und
H-Prolin (2 pCi/ml) hinzugefiigt worden war) ersetzt.

[0081] Die Biosynthese von Collagenen wurde
durch die Quantifizierungstechnik mittels gereinigter
bakterieller Collagenase, beschrieben von Peterkofs-
ky und Diegelmann (1971) gemessen.

[0082] 24 h nach der Behandlung der Kulturen mit
den verschiedenen getesteten Praparationen, nam-
lich einer Kontrolle (C), Piasclédine 300° (PIAS), ei-
nem unverseifbaren Anteil von Soja (IS), einem un-
verseifbaren Anteil von Avocado (IA) und dessen an
furanischen Derivaten (H) und an polyhydroxylierten
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Fettalkoholen (l) angereicherten Fraktionen in einer
Konzentration von 20 ug/ml (vorab solubilisiert in ab-
solutem Ethanol) erfolgt die Quantifizierung an dem
Kulturmedium, denn in Anwesenheit von Aminopropi-
onitril liegt der Hauptteil des durch die Fibroblasten in
Kultur synthetisierten Collagens (95%) in I6slicher
Form vor.

2.2. Ergebnisse

[0083] Die Ergebnisse sind in den Fig.8A und
Fig. 8B aufgefihrt. Wie die Fig. 8A zeigt, erhdhen
die Praparationen PIAS, IS, IA, Hund | die Biosynthe-
se des Collagens durch humane Dermis-Fibroblas-
ten bei Konzentrationen von 20 pg/ml.

[0084] Die beobachteten Wirkungen sind spezifisch
fur die Collagene, denn es gibt, wie die Fig. 8B zeigt,
keine Wirkung auf die Biosynthese der nicht-colla-
genartigen Proteine.

[0085] Die Gesamtheit dieser Ergebnisse zeigt,
dass die Substanzen PIAS, IS, IA, H und | die Biosyn-
these von Collagen durch die Dermis-Fibroblasten in
Kultur stimulieren.

3. Schlussfolgerung

[0086] Die Ergebnisse dieser Untersuchung zeigen,
dass die unverseifbaren Anteile von Avocado und
von Soja (PIAS, IS, IA, H und 1) die Biosynthese von
Collagen durch Dermis-Fibroblasten in Kultur stimu-
lieren. AuRerdem sind diese Wirkungen fur Collagen
spezifisch in dem Male, als es keine Wirkung auf die
Biosynthese der nicht-collagenartigen Proteine gibt.

[0087] AuRerdem erhdhen die eingesetzten Prapa-
rationen die Produktion von TGF-B1 durch die Der-
mis-Fibroblasten.

[0088] Dieses letztgenannte Ergebnis zeigt, dass
die Stimulation der Biosynthese des Collagens durch
die verschiedenen Praparationen Gber einen Weg er-
folgt, an welchem TGF-f1 beteiligt ist.

[0089] Die im Rahmen dieser Untersuchung erhal-
tenen Ergebnisse zeigen, dass die unverseifbaren
Anteile von Avocado und von Soja (PIAS, IS, IA, H
und |) in der Lage sind, die Biosynthese von Colla-
gen, dem Hauptmolekil der extrazellularen Matrix
(ECM), welche durch die Dermis-Fibroblasten produ-
ziert wird, zu erhéhen. AuRerdem erhdhen diese Pra-
parationen die Produktion von TGF-1, einem star-
ken Stimulator der Synthese der hauptsachlichen
Makromolekiile der ECM.

[0090] Die unverseifbaren Anteile von Avocado und
von Soja weisen folglich durch ihre Wirkung auf die
Biosynthese des Collagens und von TGF-31 ein be-
deutendes Potenzial fur die Rekonstruktion der ECM,

insbesondere bei dem Phanomen der Hautalterung
auf.

Patentanspriiche

1. Verwendung von wenigstens einem unverseif-
baren Anteil eines pflanzlichen Ols mit einer stimulie-
renden Wirkung auf die Expression von TGF- fir die
Herstellung eines Arzneimittels, welches fiir die Be-
handlung von Pathologien, ausgewahlt aus der Grup-
pe bestehend aus Lyme-Krankheit, Arthritis psoriati-
ca und Osteoporose, bestimmt ist.

2. Verwendung nach Anspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Arzneimittel dazu bestimmt
ist, die Expression der lIsoformen TGF-B1 und
TGF-B2 durch das Zwischenglied der DNA-Sequen-
zen, die zwischen —1132 und -732 bp des Promotors
der Isoform TGF-B1 gelegen sind, zu stimulieren.

3. Verwendung nach den Ansprichen 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet, dass das Arzneimittel dazu
bestimmt ist, gleichfalls die Expression des Inhibitors
PAI-1 des Plasminogenaktivators zu stimulieren.

4. Verwendung nach den Ansprichen 1 bis 3, da-
durch gekennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil
eines pflanzlichen Ols aus der Gruppe bestehend
aus dem unverseifbaren Anteil von Avocadodl, dem
unverseifbaren Anteil von Sojadl, dem unverseifba-
ren Anteil von Lupinendl und den Mischungen von
diesen Letzteren ausgewahlt wird.

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil eines
pflanzlichen Ols der unverseifbare Anteil von Avoca-
dodl ist.

6. Verwendung nach Anspruch 5, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil eines
pflanzlichen Ols der unverseifbare Anteil von Ol von
getrockneter Avocado ist.

7. Verwendung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch
gekennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil von
Avocado wenigstens dessen an furanischen Deriva-
ten angereichterte Fraktion (Fraktion H), dessen an
polyhydroxylierten Fettalkoholen angereicherte Frak-
tion (Fraktion I) oder eine Mischung von diesen Frak-
tionen umfasst.

8. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil eines
pflanzlichen Ols der unverseifbare Anteil von Sojadl
ist.

9. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil eines
pflanzlichen Ols der unverseifbare Anteil von Lupi-
nendl ist.
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10. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil eines
pflanzlichen Ols eine Mischung des unverseifbaren
Anteils von Avocadodl und des unverseifbaren An-
teils von Sojadl ist, wobei das Gewichtsverhaltnis des
unverseifbaren Anteils von Avocadodl zu dem unver-
seifbaren Anteil von Sojadl zwischen ungefahr 0,1
und ungefahr 9 eingeschlossen liegt.

11. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis
3, dadurch gekennzeichnet, dass der unverseifbare
Anteil eines pflanzlichen Ols an Phytosterolen, Toco-
pherolen, Tocotrienolen, terpenischen und triterpeni-
schen Kohlenwasserstoffen und natirlichen Antioxi-
dationsmitteln reiche Fraktionen enthalt.

12. Verwendung nach Anspruch 11, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil eines
pflanzlichen Ols aus der Gruppe bestehend aus dem
unverseifbaren Anteil von Canola-, Colza-, Sonnen-
blumen-, Palm-, Mais-, Sesam-, Weizenkeimol, dem
unverseifbaren Anteil von Sojadl und den Mischun-
gen von diesen Letzteren ausgewahlt wird.

13. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass der
unverseifbare Anteil eines pflanzlichen Ols in dem
Arzneimittel entsprechend einem Anteil zwischen un-
gefahr 1 und ungefahr 80 Gew.-% eingeschlossen
bezogen auf das Gesamtgewicht des Arzneimittels
vorhanden ist.

14. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Arzneimittel aulRerdem einen pharmazeutisch an-
nehmbaren Trager, welcher fur eine Verabreichung
auf oralem, topischem &uferlichem, enteralem oder
parenteralem Wege angepasst ist, umfasst.

15. Verwendung nach einem der vorangegange-
nen Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das
Arzneimittel aulRerdem einen pharmazeutisch an-
nehmbaren Trager, der fur eine Verabreichung auf
oralem Wege angepasst ist, umfasst.

16. Verwendung, auRer einem therapeutischen
Behandlungsverfahren, von wenigstens einem un-
verseifbaren Anteil eines pflanzlichen Ols, wie in An-
spruch 4 definiert, fur die Herstellung einer kosmeti-
schen Zusammensetzung, die wenigstens einen aus
kosmetischer Sicht annehmbaren Trager umfasst,
zum Auftragen auf die Haut, die benachbarten
Schleimhaute und/oder jegliche sichtbare epidermale
(auf der Hautoberflache befindliche) Strukturen oder
Formationen, und welche fir die kosmetische Be-
handlung von Narben der Haut, der benachbarten
Schleimhaute und/oder jeglicher sichtbarer epider-
maler (auf der Hautoberflache befindlicher) Struktu-
ren oder Formationen bestimmt ist, mit der MalRgabe,
dass die kosmetische Zusammensetzung keine Pol-

lenextrakte umfasst.

17. Verwendung, auler einem therapeutischen
Behandlungsverfahren, von wenigstens einem un-
verseifbaren Anteil eines pflanzlichen Ols, ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus dem unverseif-
baren Anteil von Avocadodl, dem unverseifbaren An-
teil von Sojadl und den Mischungen von diesen Letz-
teren, fir die Herstellung einer kosmetischen Zusam-
mensetzung, die wenigstens einen aus kosmetischer
Sicht annehmbaren Trager umfasst, zum Auftragen
auf die Haut, die benachbarten Schleimhaute
und/oder jegliche sichtbare epidermale (auf der
Hautoberflache befindliche) Strukturen oder Formati-
onen, und welche fir die Behandlung der intrinsi-
schen Alterung der Haut, der benachbarten Schleim-
haute und/oder jeglicher sichtbarer epidermaler (auf
der Hautoberflache befindlicher) Strukturen oder For-
mationen bestimmt ist, mit der MalRgabe, dass die
kosmetische Zusammensetzung keinen Pollenex-
trakt umfasst.

18. Verwendung, auler einem therapeutischen
Behandlungsverfahren, von wenigstens einem un-
verseifbaren Anteil eines pflanzlichen Ols, ausge-
wahlt aus der Gruppe bestehend aus dem unverseif-
baren Anteil von Avocadodl, dem unverseifbaren An-
teil von Sojadl und den Mischungen von diesen Letz-
teren, fir die Herstellung einer kosmetischen Zusam-
mensetzung, die wenigstens einen aus kosmetischer
Sicht annehmbaren Trager umfasst, zum Auftragen
auf die Haut, die benachbarten Schleimhaute
und/oder jegliche sichtbare epidermale (auf der
Hautoberflache befindliche) Strukturen oder Formati-
onen, und welche fir die kosmetische Behandlung
der Haut, der benachbarten Schleimhaute und/oder
jeglicher sichtbarer epidermaler (auf der Hautoberfla-
che befindlicher) Strukturen oder Formationen, die
einer aktinischen Strahlung ausgesetzt worden sind,
bestimmt ist, mit der Mal3gabe, dass die kosmetische
Zusammensetzung keinen Pollenextrakt umfasst.

19. Verwendung nach einem der Anspriche 16
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass der unverseif-
bare Anteil eines pflanzlichen Ols der unverseifbare
Anteil von Avocadodl ist.

20. Verwendung nach einem der Anspriiche 16
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass der unverseif-
bare Anteil eines pflanzlichen Ols der unverseifbare
Anteil von Ol von getrockneter Avocado ist.

21. Verwendung nach Anspruch 19 oder 20, da-
durch gekennzeichnet, dass der unverseifbare Anteil
von Avocado wenigstens dessen an furanischen De-
rivaten angereicherte Fraktion (Fraktion H), dessen
an polyhydroxylierten Fettalkoholen angereicherte
Fraktion (Fraktion I) oder eine Mischung von diesen
Fraktionen umfasst.
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22. Verwendung nach einem der Anspriiche 16
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass der unverseif-
bare Anteil eines pflanzlichen Ols der unverseifbare
Anteil von Sojadl ist.

23. Verwendung nach einem der Anspriiche 16
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass der unverseif-
bare Anteil eines pflanzlichen Ols eine Mischung des
unverseifbaren Anteils von Avocadodl und des unver-
seifbaren Anteils von Sojadl ist, wobei das Gewichts-
verhaltnis des unverseifbaren Anteils von Avocadodl
und des unverseifbaren Anteils von Sojadl zwischen
0,1 und ungefahr 9 eingeschlossen liegt.

24. Verwendung nach einem der Anspriiche 16
bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass der unverseif-
bare Anteil eines pflanzlichen Ols an Phytosterolen,
Tocopherolen, Tocotrienolen, terpenischen und triter-
penischen Kohlenwasserstoffen und naturlichen An-
tioxidationsmitteln reiche Fraktionen enthalt.

25. Verwendung, aufer einem therapeutischen
Behandlungsverfahren, von wenigstens einem un-
verseifbaren Anteil eines pflanzlichen Ols, wie in ei-
nem der Ansprliche 4 bis 11 definiert, fir die Herstel-
lung einer kosmetischen Zusammensetzung, die fur
die kosmetische, enthaarende Behandlung der Haut
bestimmt ist, zum Auftragen auf die Haut, und welche
wenigstens einen aus kosmetischer Sicht annehm-
baren Trager umfasst.

26. Verwendung nach einem der Anspriiche 16
bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass der unverseif-
bare Anteil eines pflanzlichen Ols in der Zusammen-
setzung entsprechend einem Anteil zwischen unge-
fahr 0,1 und ungefahr 10 Gew.-% eingeschlossen be-
zogen auf das Gesamtgewicht der kosmetischen Zu-
sammensetzung vorhanden ist.

Es folgen 7 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG.3A
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