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DOGRULAMA BEYANI

Bu calisma, karsilikli olarak {izerinde anlagmaya varilan ¢alisma test {irliniiniin {izerinde gerceklestirilmistir.
ISO standartlarina uygun olarak caligma tamamlanmigtir. Bu rapor elde edilen sonuglarin gergek ve
dogrulugunu kanitlar.

Dr. Oguz OZTURK

Laboratuvar Miidiiri Deney Sonug Tarihi

15.05.2025
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1. TEST URUNU BILGISI

Rapor No:2025.05.014

Talepte Bulunan Firma-
Enstitii

Akra Group Kozmetik ve ilag San. Tic. A.S.

Talepte Bulunan Firma-
Enstitii Adresi

Yakuplu Mh. 228. Sk. No:18 i¢ Kap1: 3 Beylikdiizii/Istanbul

Test Uriinii Adx

Duaderm Barrier Cream

Lot Numarasi

LOT 1235-01

Referans Numarasi

Uretim Tarihi

Son Kullanma Tarihi

01/2028

Renk

Fiziksel Durumu

Uriin Sterilitesi

Depolama Kosullari

Test Uriinii Kabul Tarihi

01.03.2025

Deney Baslama-Bitis
Tarihi

01.05.2025 / 05.05.2025

Deney Rapor Tarihi

15.05.2025

Test Sonucu

MTT yo6ntemi sonuglarina gore; test iirtiniinde 100 pg/ml konsantrasyonda % 90,71
canlilik orani tespit edilmistir. EN 1SO 10993-5:2009 standardina gore test iiriinii
sitotoksik potansiyele sahip degildir.
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2. DENEY YONTEMI TANIMI

MTT yontemi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid]: Bu yontemde MTT formazana
indirgenir, bu esnada olusan renk kolorimetrik olarak dl¢iiliir. Olusan formazan miktar1 canli hiicre sayisin verir.
MTT, hiicrelere aktif olarak absorbe olan ve mitokondriye bagli bir reaksiyon ile renkli, suda ¢dziinmeyen
formazana indirgenen bir maddedir. Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6l¢iitii olarak alinir ve
MTT analizi sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile korelasyon gostermektedir. Sitotoksisite
test ¢aligmasi igin ATCC firmasindan temin edilen L-929 fare fibroblast hiicre hatti (NCTC clone 929: CCL 1,
American Type Culture Collection [ATCC] USA) kullanildi.

2.1. Oziit Hazirlama Protokolii

Test materyali (Bkz. Madde 3.0), negatif ve pozitif gruplarinin 6ziitlemesi EN 1SO 10993-12:2021
standartlarina uygun olarak yapildi. Test tirtiniiniin tamami 6ziitlemede kullanildi. Negatif, pozitif ve test materyali
oziitlemesi ayni kosullarda ve sicakliklarda yapildi. EN ISO 10993-12:2021 standardi madde 10.3.3 Tablo 1’e
belirtilmis oranlar baz alinarak test tiriiniinden hazirlananan 6rnegin 6ziitlenmesi icin MEM (Eagle minimum
essential medium) kullanildi. Test tirlinti 2242 saat ve 37+ 1 °C’de ¢alkamali inkiibatérde 200 rpm de bekletilerek
oziit hazirland1 ve %100 6ziit olarak tanimlandi. Diger o6ziitlerin yiizdeleri MEM %10 FCS seyreltilme ile
olusturuldu. Oziitleme sonunda &ziit berrakt, renk degisikligi veya partikiil gozlenmedi. Bu nedenle filtrasyon,
santrifiij, pH gibi ek islemlere gerek kalmadi. Oziit 25 dakika i¢inde kullamildi1 ve bu siire zarfinda stabil olarak
kabul edildi. Renk degisimi gézlenmedi (Laboratuvar igi test metodu).

Negatif Kontrol (NK)
Yiiksek Yogunluklu Polietilen Materyali (HDPE) 3 cm %/ml olacak sekilde MEM + 10% FCS ile éziitleme
yapildi.

Pozitif Kontrol (PK)
DMSO (Dimetilsiilfoksit) seri dilusyonlari (10-30 viv) MEM+ %10 FCS ile yapildu.

Test Uriinii (TU) konsantrasyonlar
Test materyali 6ziitii 100 -30-10 -3-v/v olarak MEM+ %10 FCS ile seyreltildi

Blank (Kér Numune)
Deney numunesinin Oziitlemesi esnasinda tabi tutuldugu sartlarin aynisina tabi tutulan deney
numunesini igermeyen 6ziitleme aracidir (MEM+ %10 FCS).

NOT:

» EN ISO 10993-12:2021 standart metodu 10.3.3 tablo 1°de yer alan standart yiizey alanlar1 ve
ekstrakte sivi hacimlerine gore polietilen materyali (PE), diizensiz sekilli kati cihazlar (emici
olmayan kaliplanmis iiriin) ve Madde 3.0 Test Materyali ise kalinlik <0,5 mm (film, levha, boru
duvari) grubu dikkate alinarak 6rnek/ml hesaplamasi yapilmistir.

2.2. Hiicre Kiiltiirii Sartlan

Sitotoksisite test ¢caligmast igin L-929 fare fibroblast hiicre hattt (NCTC clone 929: CCL 1, American Type
Culture Collection [ATCC] kullanild1. Stok kiiltiirlerde mikoplazma gozlemlenmedi (Bkz. Resim 1). %10’luk
FCS (Fotal buzagi serumu) ve %2 L-glutamin ile desteklenmis MEM (Eagle minimum essential medium)
besiyerinde gogaltilarak, 24 saatlik %5 CO2’li etiivde 37°C’de % 90 nemde inkiibe edildi. MEM sterilite testi ile
temiz oldugu saptanmistir. MEM pH degeri 7,2 ile 7,4 arasinda 6l¢iimlenmistir. L-929 fare fibroblast hiicre hatti
kullanim talimatlarina gdre hiicrelerin tripsinazyonu igin %0,25 tripsin, %0,03 EDTA karisim1 kullanildi. Hiicreler
kiiltiir medyumu icerisinde siispanse edilerek 96 kuyucuklu platelere her bir kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde
100 pl aktarildr.
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Resim 1. L929 fare fibroblast hiicre hattt mikroskop gdriintiisii

b

2.3. Doz Uygulama Konsantrasyonlari

24 saatlik hiicre kiiltiirii sartlarindan sonra kiiltiir iizerindeki medyum uzaklastirilarak 100 pl test materyali,
pozitif ve negatif kontrol 6ziitlerinden eklendi. Tiim dozlar en az 5 tekrar olacak sekilde uygulandi. 24 saatlik %5
CO2’li etiivde 37°C’de % 90 nemde bekleme sonunda plateler incelendikten sonra kiiltiir medyumu uzaklastirildi.
Platelerin mikroskobik olarak incelenmesinden sonra kiiltiir ortam1 kuyucuklardan uzaklastirildi. 50 pl MTT
(Img/ML) ¢dzeltisi onun bir testi kuyucuguna ilave edildi. Plateler 2 saat 37°C inkiibe edildi. Sonra MTT ¢ézeltisi
kuyucuklardan uzaklastirilarak her bir kuyucuga 100 pl izopropanol ilave edildi. 570 nm filtre igeren mikroplaka
okuyucu ile absorbans dl¢limler yapildi ve degerlendirme yapildi.

3. EKIPMANLAR

Otoklav (Hanshin 60 VD)

CO: inkiibatérii 37 °C, nemli, 5 % CO,/hava. (Memmert INCO 108 MED)
Ters Faz Konstrat Mikroskobu (Zeiss primovert)

Terazi (SHIMADZU ATC224)

Laminer Akis Kabini, Standart “mikrobiyolojik giivenlik kabin (Nukleon)
Mikroplak Okuyucu (Thermo Scientific Multiskan Spectrum)

Su Banyosu 37 °C (JSR, Model: Jswh-11t, Seri no: 140612-04)

Hiicre sayic1 veya hemositometre

4. REAKTIFLER

MEM (Eagle minimum essential medium) (Ref: 01-340-1B, Lot: 2013239)

MTT (3- (4,5-Dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniletrazolyum bromdiir) (SIGMA, Lot No: MK.BS4732V)
Tripsin EDTA Solusyon (GiBco, Parti No: 1786548)

Penisilin, Streptomisin siilfat (GiBco, Parti No: 1665735) MEM (GiBco, Parti No: 8116016)

FCS (Fetal buzag: serumu) (NTC, Lot No: NTC-HKO007)

L-glutamin (Marka: Biological industries, Ref: 03-020-1C, Lot:2028523)

5. DENEY KABUL KRIiTERIi

A-Mikroskobik degerlendirme altinda, negatif kontrol ile test iiriiniine maruz kalan kiiltiirler herhangi bir
sitotoksik yanit (derece 0) gostermedi . Pozitif kontrole sahip hiicreler ise siddetli sitotoksisite (derece 4) gosterdi
Bu nedenle, deney gegerli olarak kabul edildi.

B- Bir deney, koér numunelerin ortalama OD570 degerleri > 0,2 oldugunda, kabul 6lgiitlerini karsilamis olur.
Test materyalinin %100 canlilik degerinin, kor numuneden elde edilen degerin %70’in iistiinde olmas1 sitotoksik
potansiyeli olmadigmi gosterir. Pozitif kontrol numunesinin yiizde >30’dan fazla sitotoksik etki gOstermesi
gerekir.

6. SITOTOKSIK ETKININ DEGERLENDIRME HESAPLANMASI

% canlilik degeri asagida bulunan formiile gore belirlenmistir.
100 x OD570™
% Canhhk OD570°
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ODs7otm = Deney numunesinin %100 dziitlerinin 6lgiilen optik yogunlugunun ortalama degeridir.

OD570,= Kor numunelerin dlgiilen optik yogunlugunun ortalama degeridir.

Tablo 1. Hiicrelerin nitel morfolojik gézlemleri (kiiltiir durumlari)

Reaksiyon . . P
Gruplar y Asilama Oncesi Oziit uygulanmadan dnce Oziit uygulamasindan 24
saat sonra
Ayrik
YOK _ Aynk intrasitoplazma Ayrik
. intrasitoplazma . N . -
Negatif . . atik graniiller, intrasitoplazma
atik grantiller.
Kontrol (DERECE 0) hiicre par alanmas; ok hiicre pargalanmasi yok, atik graniiller,
hﬁcreubiiyiri)mgsin de azal}rlna ’yok hiicre biiylimesinde azalma hiicre pargalanmasi yok.
) yok
YOK Ayrik Ayrik
intrasitoplazma intrasitoplazma . Ay“k
Test atik grantiller. atik graniiller intrasitoplazma
Uriinii (DERECE 0) ) granuter, ) granutier, atik graniiller,
hiicre pargalanmasi yok, hiicre pargalanmasi yok, hiicre parcalanmast Vok
hiicre biiyiimesinde azalma yok. | hiicre biiylimesinde azalma yok parg y
SIDDETLI ) A_yl‘lk ) A'yrlk ) A_yrlk
" intrasitoplazma intrasitoplazma intrasitoplazma
Pozitif . . . . . .
Kontrol (DERECE 4) atik graniiller, atik graniiller, atik graniiller var

hiicre pargalanmasi yok,

hiicre biiyiimesinde azalma yok.

hiicre par¢alanmasi yok,

hiicre biiylimesinde azalma yok

hiicre pargalanmasi var.

Tablo 2. Negatif Kontrol (NK), Kér Numune (b) , Test Uriinii (TM) ve Pozitif Kontrol (PK) gruplarmin absorbans

degerleri
TEKRAR NK B TM100 % TM30% TM10% ™ 3% PK 30% PK 10%
(”1) 0,655 0,587 0,554 0,504 0,604 0,525 0,300 0,174
) 0,524 0,606 0,449 0,636 0,625 0,506 0,225 0,168
3 0,544 0,559 0,537 0,549 0,517 0,578 0,110 0,271
4 0,533 0,502 0,582 0,427 0,442 0,586 0,091 0,174
5 0,507 0,589 0,457 0,511 0,517 0,583 0,081 0,252

Tablo 3. MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniletrazolyum bromiir) Testi ile sitotoksik etkilerin nicel
Ol¢limii sonuglari.

Optik yogunluk (OD) ortalama degeri 570 nm + Standart Sapma

Canhlik %

(SS)
% Dilusyon konsantrasyonlar1 (v/v) % Dilusyon konsantrasyonlari (v/v)
100 30 10 3 100 30 10 3
Test Uriinii (Ort.) 0,516+0,053 | 0,525+0,068 | 0,541+0,066 |0,556+0,03 | 90,71 | 92,40 | 95,15 | 97,71
Kor Numune (Ort) | 0,569+0,037 100,0
Pozitif Kontrol (Ort.) 0,161+0,086 | 0,208+0,044 28,39 | 36,55
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Negatif Kontrol (Ort)) | 0,553+0,053 97,19

7. SONUC

EN ISO 10993-5:2009 standardi MTT yontemi direktifleri dogrultusunda yapilan bu ¢alismada test iirlinii
yiizde canlilik degeri;

% 100 ug/ml konsantrasyon i¢in % 97,71 olarak bulunmustur.

8. KAYIT ARSIV
Bu ¢alismaya ait tiim ham veriler ve nihai raporun bir kopyasi arsivimizde 5 y1l siiresince saklanmaktadir.

9. GIZLILIK SOZLESMESI
Gizlilik beyanlari, calisma baglamadan 6nce kararlagtirtlmistir.

10. SAPMA BEYANI
Onaylanmis ¢alisma protokoliinden, verilerin gegerliligini etkiledigine karar verilen herhangi bir sapma yoktur.

REFERANSLAR
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4. OECD Principles of Good Laboratory Practice. OECD Environmental Health and Safety Publications,
Series on Principles of Good Laboratory Practice and Compliance Monitoring No. 1. ENV/MC/CHEM
(98)17. 5. General Requirements for the Competence of Testing and Calibration Laboratories, ISO/IEC
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