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Test materyali Bilgileri

Testi Bilgileri

Testi Sonucu

Test Materyali Bilgileri (TM): Duaderm Barrier Cream

Lot Number: 1235-01

Test bilgisi

Tip I kollajen, omurgalilarin tiimiinde bulunan en bol proteindir. Tendonlarda, kikirdakta, kemiklerin organik matriksinde
ve goziin korneasinda dnemli miktarlarda bulunan basit ve fibriler yapida skleroproteindir. Kollajen baglica fibroblastlar,
miyofibroblastlar, osteoblast ve kondrositler tarafindan sentezlenmektedir (Ganceviciene et al., 2012) Yasla beraber
kollajen I miktarinda meydana gelen azalmalara kars1 kullanilan anti-aging kremler, kollajen I miktarin1 arttirabilir. Bu
amagcla test te kollajen I miktarlar 6l¢iilmistiir (Kramer et al., 2001).

Hiicre Kiiltiirii sartlar:
Calisma kapsamindaki tiim deneylerde ATCC’den temin edilen insan deri fibroblast hiicre hattt HS68 (ATCC CRL-

1635) kullanildi. Hiicreler, %10 FBS ve %2 glutamin ile desteklenmis DMEM [Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(ATCC Kat No: 30-2006) ] besiyerinde c¢ogaltilarak, %5 CO’li etiivde 37°C’de inkiibe edildi. ATCC’nin 6nerdigi
sekilde hiicrelerin tripsinazyonu igin %0,25 tripsin, %0,03 EDTA karigimi kullanildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plaklara her
kuyucuk basima 2x10° hiicre olacak sekilde boliindii. HS68 hiicrelerinden besiyerin salman Kollajen ol (Col T) miktarlari,
48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda Human Kollajen ol ELISA Kit kullanilarak belirlenmistir. Deneye baglamadan
once her bir kuyucuk dort kez 300 pulL 1x yikama tamponu ile yikandi. Belirlenen dozlarda test materyali uygulamasi
yapilan deney gruplarindan ve kontrol grubundan 50’ser pL alinarak bu kuyucuklara eklendi. Tki saat oda sicakliginda
200 rpm’de ¢alkalayicida inkiibe edildi. Her bir kuyucuk dort kez 300 puL 1x yikama tamponu ile yikandi. Daha sonra
her kuyucuga 100 pL insan Col I antikoru iizerlerine ilave edildi. Bir saat oda sicakhiginda calkalayici ile inkiibasyona
birakildi. Her bir kuyucuk dort kez 300 uL 1x yikama tamponu ile yikandi. Her kuyucuga 100 uL. Avidin-HRP A (Avidin
Peroksidaz A) soliisyonu eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda ¢alkalayici ile inkiibe edildi.

Her bir kuyucuk bes kez 300 pL 1x yikama tamponu ile yikandi. Her bir kuyucuga 100 pL Substrat F (yiiksek
hassasiyetli TMB) soliisyonunun eklenerek 10 dakika oda sicakligi ve karanlikta inkiibe edildi. Sonrasinda kuyucuklara
baglanan Col I’in miktarina bagli olarak mavi renk olusumu goézlendi. Her kuyucuga 100 pL durdurma soliisyonu
eklenerek reaksiyon durduruldu ve renk maviden sarrya dondii. Orneklere ait absorbans degerleri Eliza kit okuyucuda
(Thermo Fisher, Multi Scan FC Microplate Reader) 450 nm’de okundu.
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Test Uriinii Oziit Hazirlama Protokolii

Negatif Kontrol (NK): DMEM Negatif kontrol olarak, hiicre kuyucuklarma sadece DMEM igeren
besiyeri kullanildi.
Pozitif Kontrol (NK): Ellagik Asit 2mg alinan ellagik asit 302.192 g/mol molekiiler agirhiga sahip olup

1324 pl DMSO (Dimetil siilfoksit) igerisinde ¢oziilmiistiir.Stok ¢ozelti
100uM olcak sekilde DMEM ile seyreltildi. Pozitif Kontrol grubu
olarak uygulandi

Test Materyali Oziit Hazirlama Test materyali 0,1gr/ ml olarak igerisinde bulunan DMEM besiyerinde
¢oOziildii. 24 saat 37 °C’de calkalamali inkiibatorde 120 rpm ile
inkubasyona birakildi. Siire sonunda 0,22 pm membran filtreden
gecirilerek test konsantrasyonlarinda kullanildi. ISO 10993-12 test
standartina gore Oziitleme yapilmistir.

Test Materyali Uygulama dozlari (w/v): 100 ve 200 ug/ml

Mikroskobik Goriintilleme

goriintiileri

A B C

3 | Anti Aging Test Sonucu (Kirisiklik Karsiti)

Sekil 1. A. Negatif Kontrol B. Pozitif Kontrol C. Test materyalinin 200 pg/ml konsantrasyonunun mikroskobik

Deneyler 5 tekrar olarak yapilmis olup sonuglar, ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Istatistiksel analiz SPSS
Versiyon 23 bilgisayar programi ile gerceklestirildi. Negatif kontroliin diger gruplar arasindaki farkliliklar tek yonli
varyans analizi (ANOVA) ile gruplar arasinda farkliliklar ise POST HOC analizi ile dl¢limlendirildi. 0,01'ten kiigiik p
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 1. Test materyalinin Kollajen tip | alfa diizeyleri tizerindeki etkisinin gosterilmesi [n.s (non-significant-anlamsiz)

*p<0.01].
Kollajen 1A diizeyi (ng/ ml) £ SS (Standart Sapma)
N=5 NK PK TM 100 ug/ml ™M 200 ug/ml
1 22,16 27,16 34,12 36,25
2 21,45 26,45 38,36 34,16
3 20,29 25,29 30,25 37,6
4 19,25 29,25 32,42 40,5
5 21,44 28,44 35,41 38,5
Ortalama=SS 20,91+1,14 27,32+1,57" 34,11+3,06" 37,40+2,38"

Sekil 1. Kollajen tip I alfa seviyeleri grafikte gosterilmistir. ( p<0.01)

Kollajen | Alfa Seviyesi (ng/ml)

NK PK TM 100 pg/ml  TM 200pg/ml
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Test sonucunda DUADERM BARRIER CREAM (rininin 100 ve 200 ug/ml konsantrasyonlarinda kollajen tip
| alfa seviyelerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak artis oldugu belirlendi. Pozitif kontrole gére 100 ve
200 pg/ml konsantrasyonda istatistiksel olarak fark vardir. Bu sonuglara gére Test Malzemesi etkili bir kirigiklik
karsiti arindar.
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