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1. Bashk

Rheutro Uriinii I¢in Yapilan In Vitro Sitotoksisite Calismas:

Bu raporun amaci, ¢caligmada elde edilen sonuglarin bildirilmesi, ¢alismanin nasil yapildiginin

ve verilerin nasil toplandiginin agiklanmasidir.

2. Uriin tedarikgisi

Apron Ilag Med Ith. Ihr. San. ve Tic. Ltd. Sti.
Kozyatagi Mah. Saniye Ermutlu Sok. By Otel No:3/1 Kadik6y/Istanbul

3. Testin yapildig: yer

Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Biyoteknoloji Anabilim Dali
Maltepe, Istanbul/Tiirkiye

4. Kilavuzlar

Bu c¢alisma asagida  Dbelirtilen uluslararasi1 kabul goérmiis kilavuzlar
gergeklestirilmistir:

EN ISO 10993-5 “Tests of cytotoxicity: in vitro methods”
EN ISO 10993-12 “Sample preparation and reference materials”
5. Uriin

Uriin Rheutro

Lot -

Materyal Bitki ekstreleri karigimi

Tarifi Oral siispansiyon

S}ﬁndenlen 2 adet

Ornek sayisi

Uretici/Lisans . fo s g .

g Apron Ila¢ Med Ith. Ihr. San. ve Tic. Ltd. Sti.

sahibi

Saklama ”

Kosullar: Oda sicaklig:

dogrultusunda
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6. Calisma tarihleri

Numune gelis tarihi: 30.12.2024
Calisma baslangig tarihi: 06.01.2025
Caligma bitis tarihi: 10.01.2025
Rapor tarihi: 17.01.2025

7. Sitotoksisite calismasi

Bu ¢alismanin amaci, test edilen iiriiniin memeli hiicrelerinde in vitro sitotoksisitesini
belirlemektir. Hiicre canliligi, kolorimetrik yontemle kantitatif olarak belirlenmistir.

Test prensibi, metabolik olarak aktif hiicrelerin, ¢6ziiniir boyayr [MTT (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipheniltetrazolium bromid)] mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz
enzimi ile metabolik rediiksiyona uZratarak ¢oziinmeyen formazan kristallerine
doniistiirmesine dayanmaktadir. Bu, olusturulan hiicrelerin mitokondriyal fonksiyonunu
belirlemeye olanak tanir. Canli hiicre sayis, iiretilen formazan miktariyla orantilidir.

Calisma, EN-IS0O10993-5:2009 standardimin spesifikasyonlarina gore yapilmgtir.

7.1. Materyal, ¢ozelti, cihaz
Materyal:

. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalar
. T-25 hiicre kiiltiirii flasklar

. Steril pipet ve pipet uglari

. 1,5 ml santrifijj tiipleri

Cihaz;

. Laminar flow kabin
. CO» inkiibator

. Invert mikroskop

. Inkiibator

. ELISA Reader

Cozelti ve reaktifler:

. Hiicre hatt1 1.929 (memeli fibroblast)
. Fetal bovin serum

. DMEM besiyeri

. Steril PBS (pH: 7,4) tamponu

. DMSO (dimetil siilfoksid)
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. Absolu etanol
. Cell Proliferation Kit I (MTT kit) (Roche)

7.2. Deneysel prosediir

- 1929 hiicreleri %10 FBS i¢ceren DMEM besiyerinde 37°C’de %5 CO- de kiiltiire edilerek
96-kuyulu kiiltiir kaplarma 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapildi ve 18-24 saat
inkiibasyona birakildi.

- Sonraki giin kuyulardaki besiyeri uzaklagtirilarak yeni besiyeri eklendi ve kuyulara
ornekler uygulandi.

- Calisma gruplart:
. Uriin: son konsantrasyon %5 (h/h) olacak sekilde 100 pl besiyerine 5 pl 6rnek
. Uriin: son konsantrasyon %10 (h/h) olacak sekilde 100 ul besiyerine 10 pl drnek
. Kontrol: sadece hiicre (1.929)
. Pozitif kontrol: %20 (h/h) DMSO
. Negatif kontrol: PBS

Her grup n=6 olacak sekilde ¢aligildi.

- 48 saat inkiibasyondan sonra kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak kuyular 100 ul PBS ile
yikand1 ve her kuyuya 100 pl yeni besiyeri eklendi. Kuyulara 10 pl MTT ¢6zeltisi eklenerek
kristallerin olugmasi i¢in 4 saat inkiibasyona birakild.

- Her kuyuya 100 pl %10 SDS eklenerek karistirildi ve kristallerin ¢6ziinmesi i¢in 37°C’de
bekletildi.

- Daha sonra ELISA Reader’da 550 ve 690 nm’deki absorbanslar okunarak hesaplamalar
yapildi

- Hesaplamalar yapilirken 550 ve 690 nm’de 6l¢giilen absorbanslarin farki alinarak elde
edilen deger kontrol grubunun absorbansina kiyaslanarak asagidaki formiille % canlilik
hesaplanda.

% canlilik= absorbans x 100 / kontrol grubu ortalama absorbans

Sayfa 5/6



MARMARA UNIiVERSITESI ECZACILIK FAKULTESI
FARMASOTIK BIYOTEKNOLOJI ANABILiM DALI
Maltepe, Istanbul/Tiirkiye

8. Sonuglar

- %5 (h/h) konsantrasyonda hiicre canlilifinin kontrol grubuna kiyasla %60’n iizerinde

oldugu, %10 (h/h) konsantrasyonda ise hiicre canliliginin kontrol grubuna kiyasla %75’in
tizerinde oldugu gozlemlenmisgtir.

- Elde edilen verilere gore iiriin sitotoksik degildir.
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