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Uriin Adi %60 Pamuk % 30 Umorfil % 10 Gimiis Kanisimli Kumas

Istenen Testler Anti Aging Test (yaslanma karsiti Urlin testi)

Sonu¢ Yorum Test materyali yaslanma karsiti etkiye sahiptir.

Ek Test Raporu

Raporu Onaylayan

Dr. O0GUZ OZTURK

Kayit/Rapor No 2022.10.008
Raporda yer alan bulgular ve sonuglar test edilen materyale aittir, Bu rapor 3 sayfa olup, 2 asil olarak (1 asil musteriye, 1 asil kurum arsivine) hazirlanmistir.
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1. | Test Materyali Bilgileri
2. | Testi Bilgileri
3. | Testi Sonucu

1: | Test Materyali Bilgileri (TM): %60 Pamuk % 30 Umorfil % 10 Gimis Karisimli Kumas
Uretim Tarihi: Belirtimemis Numune miktari: 20cm / 2 adet-parca

Test Materyali Resmi:

2 | Test Bilgileri

Tip | kollajen, omurgalilarin timinde bulunan en bol proteindir. Tendonlarda, kikirdakta, kemiklerin organik
matriksinde ve gézin korneasinda 6nemli miktarlarda bulunan basit ve fibriler yapida skleroproteindir.
Kollajen baslica fibroblastlar, miyofibroblastlar, osteoblast ve kondrositler tarafindan sentezlenmektedir
(Ganceviciene et al., 2012) Yasla beraber kollajen | miktarinda meydana gelen azalmalara karsi kullanilan
anti-aging kremler, kollajen | miktarini arttirabilir. Bu amagla test te kollajen | miktarlari diguimusttr (Kramer
etal., 2001).

Hiicre Kiiltiirii sartlar

Calisma kapsamindaki tim deneylerde ATCC'den temin edilen Insan deri fibroblast htcre hatti HS68 (ATCC
CRL-1635) kullanildi. Hucreler, %10 FBS ve %2 glutamin ile desteklenmis DMEM (ATCC Kat No: 30-2006)
besiyerinde ¢ogaltilarak, %5 CO2'li etivde 37°C’de inkube edildi. ATCC'nin &nerdigi sekilde hucrelerin
tripsinazyonu igin %0,25 tripsin, %0,03 EDTA karisimi kullanildi. Hucreler 6 kuyucuklu plaklara her kuyucuk
basina 2x10% hiicre olacak sekilde bolundi.HS68 hucrelerinden besiyerin salinan Kollajen al (Col 1)
miktarlari, 48 saatlik inkiibasyon sureleri sonunda Human Kollajen al ELISA Kit kullanilarak belirlenmistir.
Deneye baslamadan énce her bir kuyucuk dért kez 300 pL 1x yikama tamponu ile yikandi. Belirlenen
dozlarda test materyali uygulamasi yapilan deney gruplarindan ve kontrol grubundan 50'ser L alinarak bu
kuyucuklara eklendi. iki saat oda sicakliginda 200 rpm’de galkalayicida inkube edildi. Her bir kuyucuk dort
kez 300 L 1x yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra her kuyucuga 100 pL Insan Col | antikoru tzerlerine
ilave edildi. Bir saat oda sicakliginda galkalayici ile inkiibasyona birakildi. Her bir kuyucuk doért kez 300 uL
1x yikama tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 100 pL Avidin-HRP A (Avidin Peroksidaz A) soliisyonu eklendi
ve 30 dakika oda sicakliginda galkalayici ile inkibe edildi.
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Her bir kuyucuk bes kez 300 pL 1x yikama tamponu ile yikandi. Her bir kuyucuga 100 uL Substrat F (ytksek
hassasiyetli TMB) soltsyonunun eklenerek 10 dakika oda sicakligi ve karanlikta inktbe edildi. Sonrasinda
kuyucuklara baglanan Col I'in miktarina bagl olarak mavi renk olusumu gozlendi. Her kuyucuga 100 uL
durdurma solusyonu eklenerek reaksiyon durduruldu ve renk maviden sariya dondu. Orneklere ait
absorbans degerleri Eliza kit okuyucuda (Thermo Fisher, Multi Scan FC Microplate Reader) 450 nm'de
okundu.

Negatif Kontrol (NK): Ultra saf su | Test Materyali Uygulama dozlari (w/v): 25 ug/ml, 50 pg/ml,100
ve 200 pg/ml

Test Materyali Oziit hazirlama Test materyali 0,1gr/ ml olarak igerisinde %0,05 DMSO bulunan
DMEM besiyerinde ¢ozuldu. 24 saat 37 °C'de calkalamall
inkiibatérde 120 rpm ile inkubasyona birakildi. Stre sonunda 0,22
um membran filtreden gegirilerek test konsantrasyonlarinda
kullanildi.  1ISO 10993-12 test standartina gére Ozutleme
yapiimigtir.

3 | Anti Aging Test Sonucu

Deneyler 5 tekrar olarak yapilmis olup sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Kontrol
grubuna arasindaki karsilastirmalar, One —way Analysis of Variance (ANOVA) ile yapilmistir.

Tablo 1. Test materyalinin Kollajen tip | alfa duzeyleri tzerindeki etkisinin gésterilmesi [n.s (non-significant-
anlamsiz) *p<0.01].

Kollajen 1A duzeyi (ng/ ml) £+ SS (Standart Sapma)

NK TM 25 ug/ml TM 50 ug/mi TM 100 pg/mi TM 200 pg/ml

22,92%3,45 23,98 +0,90" | 24,37£3,13"° 26,95 £3,06"° 36,12+ 3,56*

Test sonucunda %60 Pamuk % 30 Umorfil % 10 Gimis Kanigimli Kumas Uranu 200upg/ml
konsanstrasyonlarda kollajen tip | alfa dizeylerinde kontrol grubuna gére istatiksel olarak artis gozlendigi
tespit edilmistir. Bu sonuglara gore Test Materyali yaslanma karsiti etkili bir Grinddr.

ONAY. 12.10.2022

DR. 0GUZ 0ZTURK
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