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Premessa/Preliminary

Questo rapporto contiene i dati sperimentali registrati durante I'esecuzione del test eseguito sul prodotto in
oggetto.

| risultati del test sono presentati sotto forma di tabelle e grafici riassuntivi per agevolare l'interpretazione.

La prima parte fornisce informazioni circa il committente, il prodotto testato, il tipo di test, il laboratorio
esecutore, le date di inizio e fine studio e l'identita degli sperimentatori.

La seconda parte descrive il protocollo sperimentale.

La terza parte riporta i risultati e le conclusioni.

This report contains the experimental data compiled during the in vitro studies of the test product.

The test results are presented in a concise table format for easy interpretation.

The first part provides information regarding sponsor and test product identifications, assay type, entrusted
laboratory, study initiation and completion dates and supervisory personnel.

The second part describes the study design, including materials and procedures.

The test results and conclusions are presented in the third and last part of the report.

Nota/Note:

Il risultato dei test citati nel presente rapporto si riferisce esclusivamente al prodotto/i testato/i e alle particolari condizioni
sperimentali impiegate nel test. |l presente rapporto o parti di esso possono essere riprodotti solo con il consenso degli
sperimentatori.

The results reported in the present brochure refer only to the tested sample/samples and to the particular experimental
conditions hereby described. This report or parts of it can be reproduced only with the experimenters' agreement.
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1 PARTE PRIMA/PART ONE — INFORMAZIONI GENERALI/GENE RAL
INFORMATION

1.1 Committente/Customer

Chase Life Extension Foundation Ltd
64 Stapleford Cres, Browns Bay
0630 Auckland () - New Zealand

1.2 Campione Analizzato/Tested Material

Codice interno/

Descrizione/Description
Internal code

Campione/Sample

TA Serum 818 gel di colore giallo chiaro opaco / opaque

Lotto/Batch: F7TNCT/200114 0824/14-01 light yellow gel
- SIGMA
SOd'“”? _Iauryl sglfate Polvere bianca/ White powder
Controllo positivo/ Positive control Lotto/ Batch: 056K0082

Il Sodio Lauril Solfato (SLS) e stato aggiunto nell’esperimento come controllo positivo irritante./As an irritant

positive control, Sodium Lauryl Sulfate (SLS) has been utilized in the experimental set.

1.3 Test/Assay

» Citotossicita attraverso il test MTT: test di sopravvivenza cellulare con cheratinociti umani coltivati in

monostrato per la valutazione della biocompatibilita con la pelle e le mucose.

» Cytotoxicity by MTT test : cell survival assay using human keratinocytes in monolayer cultures to assess

biocompatibility with skin and mucosae.

1.4 Date dello Studio/Study Dates

ABICH S.r.l.
Via 42 Martiri, 213/B — 28924
Verbania - Italy - tel +39 (0)323 586239 fax +39 (0)323 496877

1.5 Date dello Studio/Study Dates

Inizio/Start: 29/01/2014
Fine/End: 31/01/2014
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1.6 Sperimentatore/Experimenter

Dr. Clara Sinigaglia — Tecnico di laboratorio biomedico/ Biomedical
laboratory technician
ABICH S.r.l.

1.7 Supervisore Scientifico/Scientific Supervisor

Dr. Elena Bocchietto — Biologa specialista in
Biotecnologie / Biologist, biotechnology specialist.

ABICH S.r.l.
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2 PARTE SECONDA/PART TWO - PROTOCOLLO
SPERIMENTALE/STUDY DESIGN

2.1 Scopo del test/Aim of the test

Scopo del test € valutare la citotossicita di prodotti finiti o di materie prime destinati ad essere applicati sulla
cute o sulle mucose secondo quanto descritto nella norma UNI EN 1SO 10993-5 relativa alla valutazione
biologica dei dispositivi medici.

Il test di citotossicita oggetto di questo studio, & stato effettuato per verificare il potenziale di tossicita del
prodotto testato nei confronti del caratteristico tipo cellulare della cute e delle mucose, il cheratinocita.

Il metodo si discosta dalla norma in quanto la nostra linea cellulare non proviene da una banca dati
riconosciuta come ATCC, inoltre viene aggiunta la scala di interpretazione dei risultati sulla base dei dati
storici acquisiti nel nostro laboratorio. Non essendo il campione un dispositivo medico non & necessario
come da norma eseguire la valutazione microbiologica del campione stesso.

La metodica utilizzata & quella del’MTT, semplice e riproducibile, sviluppata originariamente da Mossman. ||
reagente chiave ¢ il 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide o MTT, sostanza che da un
colore giallo in soluzione acquosa. La deidrogenasi mitocondriale delle cellule vitali taglia I'anello tetrazolico,
portando alla formazione di cristalli di formazano color viola porpora insolubili in acqua. | cristalli vengono
sciolti in isopropanolo e la soluzione viola risultante viene misurata spettrofotometricamente. Un aumento o
diminuzione delle cellule vitali ha per risultato un cambiamento concomitante nella quantita di formazano che
si forma e che pud essere considerato come un indicatore del grado di citotossicita causato dall'esposizione
alle sostanze in esame.

Aim of the test is to evaluate the cytotoxicity of finished products or raw materials aimed to be used on the
skin or on the mucosae following the UNI EN ISO 10993-5 standard concerning the biological evaluation of
medical devices.

The cytotoxicity assay performed in this study was designed to evaluate the cytotoxic potential of the tested
product towards the keratinocyte, the main cell component of skin and mucosae.

This method is different from the rule one because we use a cell line keratinocytes that does not standard
source as ATCC, furthermore we add an interpretation guideline of results on the bases of historical results
obtained in our laboratory. The sample is not a medical device and it is not necessary to do the
microbiological evaluation of the sample as describe in the rule.

The MTT assay is simple, accurate and yields reproducible results. This method has been developed
originally by Mossman. The key component is (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
or MTT. This product is of yellowish colour in solution. Mitochondrial dehydrogenases of viable cells cleave
the tetrazolium ring, leading to the formation of purple crystals which are insoluble in aqueous solutions. The
crystals are re-dissolved in isopropanol and the resulting purple solution is measured spectrophotometrically.
An increase or decrease in cell number results in a concomitant change in the amount of formazan formed,
indicating the degree of cytotoxicity caused by the test material.
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2.2 Esecuzione del test/Assay procedures

2.2.1 Modelli adottati/Test systems

Il modello cellulare utilizzato per il test in vitro & rappresentato da:/In vitro test system employed consists of:

cheratinociti umani stabilizzati (cellule HaCaT)/transformed human keratinocytes (HaCaT cell).

La linea cellulare deriva da pelle adulta che mantiene completa capacita di differenziazione epidermica./The
cell line has been established from adult skin which maintains full epidermal differentiation capacity.

La linea cellulare utilizzata & rappresentativa del tessuto (cute) a cui verra in contatto il prodotto. / The
employed cell line is representative of the tissue (skin) expected to come in contact with the product.

La linea cellulare & conservata in azoto in presenza di un crioconservante (dimetilsolfossido) fino al
momento dell'uso. / The cell line is stored in nitrose in the presento f a cyoprotectant (dimethylsulfoxide).

2.2.2 Terreno cellulare/ Cell medium

Di seguito riportiamo I'elenco del terreno e i reagenti utilizzati con i relativi lotti./ Hereafter we report the list of
the utilized medium and reagents with the batches.

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) low Glucose (Euroclone) lotto/batch: EUM0122137
Pennicillina-Streptomicina / Pennicillin-Streptomicyn 0,1mg/ml (Euroclone) lotto/batch: EUM111691
Gentamicina/ Gentamycin 10mg/ml (Euroclone) lotto/batch: EUM0120070

Glutammina/ Glutammine 4mM (Euroclone) lotto/batch: EUM0111885

Fetal Bovin serum (FBS) (Euroclone) lotto/batch: EUS0121927

V V V V V

pH 7,2 - 7,4.

2.2.3 Trattamento ed esposizione /Treatment and exp  osure

Le cellule sono state seminate in piastre da 96 pozzetti (30000cellule/pozzetto) e lasciate crescere per 24h a
37C e 5% CO,.

Il secondo giorno € stato aggiunto terreno di coltura fresco contenente il prodotto da testare in modo da
raggiungere 6 diluizioni finali comprese tra 5 e 0,16mg/ml. Il campione & stato sciolto e successivamente
diluito nel terreno di coltura.

Ogni campione ¢ stato testato in triplicato. Cellule non trattate sono state utilizzate come controllo negativo,
e come controllo positivo le cellule sono state trattate con un tensioattivo a tossicita nota (Sodio Laurill
Solfato - SLS) disciolto nel terreno di coltura alle concentrazioni comprese tra 0,5mg/ml a 0,03mg/ml.

Al termine dell'incubazione é stato quindi eseguito il test di citotossicita (MTT) per valutare la percentuale di
sopravvivenza cellulare. Il test MTT valuta l'impatto tossico della sostanza in questione sulla vitalita cellulare.
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Cells have been seeded in 96 wells plates (30000cells/well) and allowed to grow for 24 h at 37C and 0,5%
CO..

The second day fresh medium is added, supplemented with 6 scalar dilutions of the tested product ranging
from 5 to 0.16mg/ml.

The sample has been dissolved and diluted in the medium.

The test is carried out in three replica for each test dilution. At the end of the incubation period, cells were
tested for their viability by citotoxicity (MTT) assay. Cells treated with a known irritating surfactant (Sodium
Lauryl Sulfate — SLS) in concentration ranging from 0.5mg/ml to 0.03mg/ml are used as positive control.
Untreated cells are used as negative control. The MTT assay is able to evaluate the toxic impact of the tested
compound on the cells viability.

2.2.4 Test di vitalita cellulare MTT/MTT cell vital ity assay

Il test MTT e semplice, accurato e fornisce risultati riproducibili. Questo metodo & stato sviluppato
originariamente da Mossman. Il reagente chiave ¢ il 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide o MTT, sostanza che da un colore giallo in soluzione acquosa. La deidrogenasi mitocondriale delle
cellule vitali taglia I'anello tetrazolico, portando alla formazione di cristalli di formazano color viola porpora
insolubili in acqua. | cristalli vengono sciolti con una soluzione solubilizzante 'MTT.

La soluzione viola risultante viene misurata spettrofotometricamente. Un aumento o diminuzione delle cellule
vitali ha per risultato un cambiamento concomitante nella quantita di formazano che si forma e che puo
essere considerato come un indicatore del grado di citotossicita causato dall’esposizione alle sostanze
irritanti.

Dopo 24h di trattamento il terreno di coltura viene aspirato e le cellule incubate in 150 ul/pozzetto di una
soluzione 1mg/ml di MTT, per 2h a 37<C. la soluzio ne viene rimossa e sostituita con 200 pl/pozzetto di
isopropanolo con successivi 30’ di incubazione a temperatura ambiente e con agitazione a media velocita. |
Viene letta I'assorbanza a 550 nm con un colorimetro (Tecan modello Sunrise remote) equipaggiato con un
lettore di piastre sottraendo la lettura del fondo a 690 nm. Le assorbanze vengono corrette sottraendo le
letture dovute al mezzo diluente.

The MTT assay is simple, accurate and yields reproducible results. This method has been developed
originally by Mossman. The key component is (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide)
or MTT. This product is of yellowish colour in solution. Mitochondrial dehydrogenases of viable cells cleave
the tetrazolium ring, leading to the formation of purple crystals which are insoluble in aqueous solutions. The
crystals are re-dissolved with the MTT Solubilization Solution and the resulting purple solution is measured
spectrophotometrically. An increase or decrease in cell number results in a concomitant change in the
amount of formazan formed, indicating the degree of cytotoxicity caused by the test material

After 24h exposure of the cells to the test material, the culture medium is removed and the cells are
incubated for 2 h in 150 pl/well of Img/ml MTT solution at 37<C. The solution is then removed and replaced
with 200 pl/well of isopropanol, with further 30’ incubation at room temperature under medium speed
shaking.

The absorbance at 550 nm is measured with a microplate reader (Tecan modello Sunrise remote), deducting
background at 690 nm. The absorbance values are corrected by subtracting the reading of the blanks, with
the diluent only.
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2.2.5 Espressione dei risultati/Expression of resul  ts
Il risultato € espresso come vitalita cellulare in percentuale secondo la formula:

% di vitalita cellulare =[OD(550 nm - 690 nm) prodotto testato/ OD(550 nm - 690 nm) controllo negativo] x
100

Una riduzione della vitalita cellulare > 30% €& cons iderato un effetto citotossico.

In tal caso e possibile calcolare il valore di ICs (Inhibiting Concentration 50) che indica la concentrazione di
prodotto che inibisce la vitalita cellulare del 50%.

The results are expressed in terms of viability:
% of cell viability =[OD(550 nm - 690 nm) test product / OD(550 nm - 690 nm) negative control] x 100

Reduction of cell viability by more than 30% is con sidered a cytotoxic effect.

In that case it is possible to calculate the ICsy value (Inhibiting Concentration 50) which indicates the
concentration of test compound which inhibits the cell viability of 50%.
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2.2.6 Interpretazione dei risultati/ Results interp  retation

Per prodoatti finiti, valori di 1Csq inferiori @ 1mg/ml (o 1ul/ml) possono essere considerati come irritanti, valori
maggiori di 3mg/ml (o 3ul/ml) presentano una buona biocompatibilita. Per detergenti e prodotti da risciacquo,
'eventuale fattore di diluizione deve essere preso in considerazione. Per materie prime bisogna prendere in
considerazione la concentrazione d’'uso. In tabella vengono riportati i criteri di interpretazione dei risultati:

For finished products, ICg, values higher than 1mg/ml (or 1ul/ml) may be considered as irritating, values
lowest than 3mg/ml (or 3ul/ml) show a good biocompatibility. For detergents and rinsing off products, the
eventual dilution factor should be taken in account. For raw materials, the use concentration should be taken
in account. In the following table criteria for in vitro interpretation are reported:

Valori di IC 54/ IC5q values Criteri per interpretare i risultati in vitro
(prodotti finiti)
Criteria for in vitro interpretation
(finished products)

Ottima biocompatibilita-non citotossico

> Smg/ml Very good biocompatibility-not cytotoxic
Buona biocompatibilita-modesta citotossicita alla
concentrazione piu elevata
3-5 mg/ml

Good biocompatibility-moderate cytotoxicity at the
highest concentration

Modesta biocompatibilita-elevata citotossicita alla
concentrazione piu elevata

1-3 mg/ml Feeble biocompatibility- high cytotoxicity at the highest

concentration

Scarsa biocompatibilita/elevata citotossicita a piu

concentrazioni
< 1mg/mi . L .
Poor biocompatibility- high cytotoxicity at more than

one concentration

La scala di interpretazione dei valori di ICsq si basa sui risultati storici acquisiti nel nostro laboratorio in
associazione con quelli del controllo positivo (SLS) per il quale sono disponibili i dati in vivo, oltre che sulla
letteratura scientifica disponibile e citata (2,3,4)/ The interpretation range of ICs, values is based on historical
results obtained in our laboratory in combination with data related to the positive control (SLS) for which in
vivo data are available and on the available scientific literature as cited in the bibiography (2,3,4).
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3 PARTE TERZA/PART THREE - RISULTATI E CONCLUSIONI/ RESULTS
AND CONCLUSIONS

3.1 Risultati/Results

SLS (controllo positivo/positive control)

Dose mg/ml 0,50 0,25 0,125 0,0625 0,03125
Vitalita cellulare % (rispetto al
controllo negativo)/ % cell 0,5 0,5 1,0 67,0 105,5
viability (vs negative control)
stand. dev. 0,2 0,3 0,1 55 7,1

IC50=0,09mg/ml

Viene evidenziata una mortalita cellulare > 30% all e prime quattro diluizioni testate.

A mortality cell > 30% is pointed out at the first four tested dilutions.

SLS

95,0
75,0 -

55,0

35,0 \
15,0 \

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

% vitalita cellulare/ % cell viability

mg/ml

Espressione della vitalita cellulare dopo trattameto con dosi crescenti di SLS/
Cell vitality expression after treatment with increasing amount of SLS
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S = 3.42154241
r=0.99892553

% vitalita cellulare/ % viability cell

Curva di regressione per il calcolo dell'lGy/Regression plot to calculate the I¢, dose
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TA Serum 818
Lotto/Batch: F7NCT/200114
Codice interno/internal code: 0824/14-01

Dose mg/ml 5,00 2,50 1,25 0,625 0,3125 0,15625

Vitalita cellulare % (rispetto al
controllo negativo)/% cell 79,7 91,7 93,2 92,4 86,4 84,4
viability (vs negative control)

stand. dev. 4,2 10,7 4,7 4,0 13,4 13,3

IC50> 5 mg/ml

Non viene evidenziata mortalita cellulare significa  tiva alle concentrazioni testate

Any significant cell mortality is pointed out at al | tested concentrations.
TA Serum 818
Lotto/Batch: 14/01/14: F7NCT/200114
Codice Interno/ Internal code: 0824/14-01
100,0 j T
°\° \
> 80,0 |
53
2 (8]
3 :f 60,0
«C o
£ G
8 S 40,0
>
X
20,0
0,0
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5
mg/ml

Espressione della vitalita cellulare dopo trattameto con diverse diluizioni del prodotto testato/
Cell vitality expression after treatment with different dilutions of the tested product
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3.2 Conclusioni/Conclusions

Sulla base dei risultati sopra riportati il prodotto/On the bases of the results here shown, the product:

TA Serum 818
Lotto/Batch: F7NCT/200114

5,00 mg/ml Non citotossico/ Not cytotoxic
2,50 mg/ml Non citotossico/ Not cytotoxic
1,25 mg/ml Non citotossico/ Not cytotoxic
0,63 mg/ml Non citotossico/ Not cytotoxic
0,31 mg/ml Non citotossico/ Not cytotoxic
0,16 mg/ml Non citotossico/ Not cytotoxic
non ha causato effetti citotossici alle concentrazi oni testate su cheratinociti umani.

Questo ¢ indice di assenza di potenziale citotossic 0 significativo per la cute.

Il prodotto mostra un’ottima biocompatibilita nei confronti della cute integra.

did not cause cytotoxic effects at all tested conce ntrations on human keratinocytes.
It may be considered as not cytotoxic .

The product shows a very good biocompatibility towards the healthy sk in.

Data/Date: 03/02/2014

Il Direttore dello studio/ Study Director
Dr. Elena Bocchietto
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