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Hiicre Proliferasyonu Etki Test Raporu

Kayit/Rapor No 2025.05.013

Rapor Tarihi 15.05.2025

Test Baslangi¢-Bitis Tarihi 04.05.2025-08.05.2025

Talepte Bulunan Firmal Kisi Akra Group Kozmetik ve Ilag San. Tic. A.S.

Talepte Bulunan Firma Adresi Yakuplu Mh. 228. Sk. No:18 i¢ Kapi: 3 Beylikdiizi/istanbul
Uriin Adi Duaderm Barrier Cream

istenen Testler Hucre Proliferasyonu Testi

Sonu¢ Yorum Test materyali proliferatif (hticre yenileme) etkiye sahiptir.
Ek Test Raporu

Raporu Onaylayan

Dr. OGUZ OZTURK

Kayit/Rapor No 2025.05.013
Raporda yer alan bulgular ve sonuglar test edilen materyale aittir, Bu rapor 4 sayfa olup, 2 asil olarak ( 1 asil misteriye, 1 asil kurum arsivine) hazirlanmistir.
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Hiicre Proliferasyonu Etki Test Raporu

1. | Test materyali Bilgileri

2. | Testi Bilgileri

3. | Testi Sonucu

1 | Test Materyali Bilgileri (TM): Duaderm Barier Cream
Lot Number: 1235-01

2 | Test bilgisi
Proliferasyon testi, hiicrelerdeki DNA’ ya BrdU (5-bromodeoksiiiridin) baglanmasinin saptanmasi ile 6lgiilen
bir test yontemidir (ROCHE, 2012). Prolifiye olan hicrelerin DNA’ sindaki timidinle BrdU yer degistirmektedir.
S fazindaki hiicrelerin BrdU ile isaretlenmesi ve bu isaretli hiicre grubunun hicre siklusundaki ilerlemesinin
izlenmesine dayanmaktadir.
Hiicre Kiiltiri sartlan )
Calisma kapsamindaki tim deneylerde ATCC’den temin edilen Insan deri fibroblast hicre hattt HS68 (ATCC
CRL-1635) kullanildi. Hicreler, %10 FBS ve %2 glutamin ile desteklenmis DMEM (ATCC Kat No:30-2006)
besiyerinde cogaltilarak, %5 CO:?’li etlivde 37°C’de inkibe edildi. ATCC’nin 6nerdigi sekilde htcrelerin
tripsinazyonu igin %0,25 ftripsin, %0,03 EDTA karisimi kullanildi. Test materyalinin hlicre g¢ogalmasi
Uzerindeki etkilerini incelemek igin doz taramasi yapildi. HS68 hiicreleri 5x102 hiicre/kuyucuk olacak sekilde
96 kuyucuklu steril plaklara béliindii ve yapismalari igin 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda
hicrelerin besiyerleri gekilerek her bir kuyucuga farkli konsantrasyonlarda test materyali 100 pl/kuyucuk
olacak sekilde uygulandi. 72 saat boyunca inkubatorde bekletildi. Sire sonunda, anti-BrdU- peroksidaz
antikoru eklendikten sonra olusan immin kompleksler spektrofotometrede 370 nm de Olgllerek
degerlendirildi.
Test Uriinii Oziit Hazirlama Protokolii

Negatif Kontrol (NK): DMEM Negatif kontrol olarak, hiicre kuyucuklarina sadece DMEM igeren
besiyeri kullanildr .

Pozitif Kontrol (NK): Ellagik Asit 2mg alinan ellagik asit 302.192 g/mol molekdler agirliga sahip olup
1324 yl DMSO (Dimetil sulfoksit) igerisinde ¢ozulmustir.Stok
¢ozelti 100 uM olcak sekilde DMEM ile seyreltildi. Pozitif Kontrol
grubu olarak uygulandi

Test Materyali Oziit Hazirlama Test materyali 0,1gr/ ml olarak igerisinde  bulunan DMEM
besiyerinde ¢6zlldi. 24 saat 37 °C’de galkalamali inkiibatérde 120
rpm ile inkubasyona birakildi. Sire sonunda 0,22 ym membran
filtreden gegcirilerek test konsantrasyonlarinda kullanildi. 1SO
10993-12 test standartina gére 6zutleme yapilmistir.

Test Materyali Uygulama dozlar (w/v): 100 ve 200 pg/ml
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Mikroskobik Goriintiileme

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

A B

3 | Test Sonucu

Roche marka Cell Proliferation Elisa BrdU (kolorimetrik) Version 16 kiti ile 6lgimlemeler her bir konsantrasyon
5 kez tekrar edilerek yapildi. Deneyler 5 tekrar olarak yapilmis olup sonuglar, ortalama + standart sapma
seklinde verilmigtir. Istatistiksel analiz SPSS Versiyon 23 bilgisayar programi ile gergeklestirildi. Negatif
kontrollin diger gruplar arasindaki farkhliklari tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile gruplar arasinda farkhliklar
ise POST HOC analizi ile 6lgiimlendirildi. 0,01'ten kiigik p degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

* %

0,5 -

04 - *

Optic Density

0,2 -

0,1 -

Control 50 pg/ml 100p/ml 200 ug /ml

Sekil 2. Test materyalinin proliferatif 6zelliginin optik yogunluk élglimleri grafigi
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Tablo 1. Test materyalinin hiicre gogalmasi izerindeki etkisinin gdsterilmesi.

Optic Density- Optik Yogunluk (Absorbans Olgiimleri) (OD)
Kontrol 50ug/ml 100 ug/ml 200 pg/ml
0,25+0,009 0,280,027 0,317+0,017* 0,43+0,058**

Test sonucunda Duaderm Bariyer Krem 100 ve 200 ug/ml uygulamasi ile kontrol grubuna gore proliferatif

etkinin (hlicre yenilenmesi) arttigi gérilmustir. Bu sonuglara gére Duaderm Bariyer Krem proliferatif etkili bir
drinduar.Hiucre yenileme 6zelligi vardir.

ONAY. 15.05.2025

DR. OGUZ 6ZTURK
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