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OZET:

E011021 lot numarali Burun Deligi Sekillendirici numunesine TS EN ISO 10993-5 Tibbi cihazlarin
biyolojik degerlendirilmesi — B6lim 5: Viicut disi sitotoksisite deneyleri standardina goére biyouyumluluk testi
uygulanmigtir. Numuneler TS EN ISO 10993-12 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi- Bolim 12:
Numune hazirlama ve referans malzemeler standardina gore 6ziitleme yapilacak sekilde hazirlanmistir. L929
hiicreleri, 96 oyuklu plaklara ekilmistir ve yar1 konfluent tek tabaka olusturmak {izere 24 saat boyunca kiiltiir
icinde tutulmustur. 24 saat maruz birakildiktan sonra her bir muamele i¢in biiylime inhibisyon yiizdesi
hesaplanmistir. Bu ¢alisma sartlarinda numune 6ziitiin hiicreler {izerinde sitotoksik etkisi olduguna dair
kanit goriilmemistir.
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1.GIRIS

Amag: Bu test asagida tanimlanan numunenin memeli hiicreleri ile indirek temas1 halinde

mitokondrial dehidrogenez yolu ile hiicrelerin yasayabilirliginin o6l¢iilmesini
degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilmistir.
Test Kilavuzu: Bu c¢alisma Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii'niin gereksinimlerine gore
yapilmistir. 10993: Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirmesi,
Boliim 5: Viicut dist sitotoksisite deneyleri.

Tarihler

14.12.2021
20.12.2021

Numune Kabul Tarihi:
Test Tarihi:
Gozlem Tarihi:

2. NUMUNEYE AiT BILGILER

Numunenin Alindig1 Kurum:
Numunenin Alindig1 Tarih ve Saati:

Numune Kayit Numarasi:

Numune Lot Numarasi:

Numune Sayisi:

Numunenin Alindig1 Siradaki Durumu:
Numunenin Getirilis Sekli:

Numunenin Son Kullanim Tarihi:
Numunenin Uretim Tarihi:
Numunenin Tanimai:

Numunenin Ozellikleri,

Kullanimi / Uygulamasi:

Numune Gorseli:

20.12.2021 - 24.12.2021

Erfecen Medikal
14.12.2021 16:22
ERFCNO0001/2021
E011021

6

KAPALI PAKET
KARGO

11/2026

11/2021

Burun Deligi Sekillendirici

1 2021-02/BIYO/1449E-002

Mansuroglu Mah. 286 / 1 Sk. No:1 Floor: 1 Office: 101 Ontan Residence Bayrakli / [ZMIR
Phone: +90 232 327 33 44

Web: www.medicert.com.tr

Fax: +90 232 327 33 45
E-mail: info@medicert.com.tr

Page5/11



ﬁ NATIONAL
ACCREDITATION
CENTER
MEDI CERT
INTERNATIONAL CERTIFICATION
TESTING LABORATORY

ISO 10993-5
Viicut Dis1 Sitotoksisite Testi

TESTING LABORATORY
ISO/I1EC 17025:2017
NAC-005-TL

3. TEST SISTEMi

Testte Kullanilan Hiicre Hatti 1.2929 (Fare Fibroblast Hiicresi) hiicre hatt1 kullanilmistir.

Kiiltiir Ortami DMEM-+L-Glutamin, Fetal Bovine Serum, Penisilin-Streptomisin

Kor Kontrol (Blank) Steril hiicre kiiltiirti ortami
Negatif Kontrol Polietilen Kryo Ttip + Hiicre
Pozitif Kontrol Lanolin + Hiicre

4. OZUTLEME YONETIMI
Oziitleme Standardi:  Numunenin 6ziitleme islemleri TS EN ISO 10993 - 12 standardinda belirtilen
sekilde yapilmaktadir.

Oziitleme Islemeleri: Numune i¢inden alinan 6rnekler, standartta belirtilen Slgiilerde %10 serumlu
hiicre ortami igerisinde 24 saat, 37°C’de, 50 rpm hizda salinim yapan su

banyosunda bekletilir, ziitleme sonlandirilir ve 24 saat i¢inde kullanilir.

5. MALZEMELER

Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Kimyasallar, Standart Malzemeler
ve Reaktifler

1 2021-02/BIYO/1449E-002

-20°C derin dondurucu, -80°C derin' dondurucu, Laminaar
Hava Kabini, Santrifuj, Mikropipet, Invert Mikroskop Sivi
Azot Tanki, Karbondioksit Inkiibatérii, Vortex (Karistiricr)

MEM, DMEM, TOX2 in vitro toxicology assay kit, XTT
based, L-glutamin, Penisilin-streptomicin, Trypsin/EDTA,
DMSO (Dimetilk Siilfooksit), FBS (Fetal Sigir Serumu),
Phospate Buffer Saline, Hemositometre lami, Sodyum
Hidrojen Bikarbonat
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6. METOT

6.1 Nitel Degerlendirme

Hiicreler 96 kuyucuklu plaklara ekilerek confluent hale gelmesi beklenmistir.
Sonraki asamada ise; 37°C %5 CO2 inkiibatoriinde 24 saat boyunca — control + control ve
numune oziitlerine hiicreler maruz birakilmistir.

e Inkiibasyon sonrasi ise mikroskobik inceleme gerceklestirilmis ve TS EN ISO 10993-5/ XTT
Sitotoksisite Deneyi Standardina gore degerlendirilmistir.

6.2 Nicel Degerlendirme

e TS EN ISO 10993-5 / XTT Sitotoksisite Deneyi Standardina gére 96 kuyucuklu plaklara
100/kuyucuk olarak sayilarak ekilen hiicreler 24 saat inkiibe edilerek %80 konfluensi
saglanmistir.

e Sonraki asamada numune 6ziitiin 1/1 — diltisyonlarina 4 saat stiresince maruz birakilmistir.

e Siire¢ sonunda 1 mg/mL olarak hazirlanan XTT kuyucuklara eklenerek plakalar 3 saat, 37°C
%35 CO; inkiibatoriinde bekletilmistir.

e Deney, kuyucuklara isopropilalkol eklenerek sonlandirilmistir.

Plakalarda olusan renk degisikligi spektrogotometrede (570-650 nm) Olgiilerek %canlilik
degerleri hesaplanmustir.
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7. DEGERLENDIRME
7.1 Nitel Degerlendirme

TS EN ISO 10993-5 / XTT Sitotoksisite Deneyi Standardr dikkate alinarak hazirlanan Tablo 1 dikkate
alinarak nitel degerlendirme yapilmistir.

Tablo 1. Oziitlerin sitotoksisitesinin nitel morfolojik derecelendirilmesi

DERECE REAKSIYON KULTURLERIN DURUMLARI

0 Yok e Ayrik stoplazma i¢i graniiller
e Hiicre yikimi1 yok
e Hiicre ¢ogalmasinda azalma yok

1 Cok az e Hiicrelerin % 20’sinden daha fazlas1 yuvarlak
olmayan, zay1f tutunmus ve sitoplazma igi
graniil igermeyen veya morfolojide degisiklikler
gosteren, nadiren yikima ugramis hiicreler var

e Sadece hafif biiylime inhibisyonu gozlemlenir

2 Hafif e  Yuvarlak hiicre sayisi %50’den daha az
e Sitoplazma i¢i graniil yok
e Agsirt hiicre yikimi yok
e Gozlenebilir hiicre inhibisyonu %50°den daha
fazla degil
3 Orta e Yuvarlak ve yikima ugramig hiicre sayisi hiicre
katmaninin %70’ inden daha fazla degil
e Hiicre katmanlar1 tamamen pargalanmis degil
e Gozlemlenebilir hiicre inhibisyonu %50°den
daha fazla
4 Siddetli e Hiicre katmanlarinin tamami veya tamamina
yakini yikima ugramis
A Mansuroglu Mah. 286 / 1 Sk. No:1 Floor: 1 Office: 101 Ontan Residence Bayrakli / [ZMIR
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Tablo 2. - kontrol, + kontrol ve numuneye ait reaksiyon ve nitel degerlendirme

TEST MATERYALiI | REAKSiYON KULTURLERIN NiTEL
DEGERLENDIRILMESI

' e Ayrik stoplazma i¢i graniiller
NEGATIF KONTROL 0 e Hiicre yikimi yok

e Hiicre ¢ogalmasinda azalma yok

POZITIF KONTROL 4 e Hiicre katmanlarinin tamami veya
tamamina yakini yikima ugramis

e Ayrik stoplazma i¢i graniiller
NUMUNE 0 e Hiicre yikimi yok
e Hiicre ¢ogalmasinda azalma yok
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7.2 Nicel Degerlendirme

Tablo 3. XTT Test Sonuclari

DILUSYON ORANLARI %100 %75 %50 %25
17
= 1.TEKRAR 1,108 1,002 1,003 1,330
=
§ 2.TEKRAR 1,023 1,071 1,171 1,298
=~
2 3.TEKRAR 1,100 1,074 | 1,017 1,258
=
ORTALAMALAR | 1077 1.049 | 1.063 1.295
1.TEKRAR 0,146 0,176 | 0222 0,280
. 2.TEKRAR 0,128 0,134 | 0244 0,295
=2
Sz 3.TEKRAR 0,136 0,112 | 0265 0213
o O
ala ORTALAMALAR |  0.136 0.140 |  0.243 0.262
2 1. TEKRAR 1,138 - g -
=3 5 2.TEKRAR 1.155 - - -
SERY.
< B m
S Z o 3.TEKRAR 1,156 - - -
m o o
Z 2 3
= | ORTALAMALAR | 1.149

Viab.% = 100x OD450e/0D450b

OD450e: % 100 numune ekstraktinin optikal yogunluk ortalama degeri
OD450b: blanklerin optikal yogunluk ortalama degeri

Test Numunesi Viab.% = %93

Pozitif Kontrol Viab.% = %11

Negatif Kontrol Viab.% = %108
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8. SONUC

Nitel degerlendirme sonucu; TS EN ISO 10993-5 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi boliim 5
viicut dis1 sitotoksisite deneyleri standardinda belirtilen protokol ve degerlendirme kriterleri esas alindiginda;
Tablo 3°de de belirtildigi gibi negatif kontrol hiicreler tizerinde toksik etki gostermemekte (0), pozitif kontrol
yiiksek toksik etki gostermekte (4), numune Oziitii ise toksik etki gostermemektedir. Standartta belirtilen
kriterler dogrultusunda hazirlanan Tablo 1°de belirtilen skorlama dikkate alindiginda deney numunesi olan
“Burun Deligi Sekillendirici ™ tirtintiniin sitotoksik etkiye sahip olmadig tespit edilmistir.

Nicel degerlendirme sonucu; TS EN ISO 10993-5 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi bolim 5
viicut dist sitotoksisite deneyleri standardinda belirtilen protokol ve degerlendirme kriterleri esas alindiginda;
Tablo 4’de de belirtildigi gibi negatif kontrol ve pozitif kontrol sonuc¢lar dikkate alindiginda test gecerlilik
kriterlerinin saglandig1 goriilmektedir. Deneyde numune 6ziitiintin 1/1 diltisyonlarinin hiicreler tizerine olan
etkileri incelenmis, numuneden elde edilen 6ziitlin tam diltisyonu (1/1) ile canlilik %93 olarak tespit edilmistir.
Standartta belirtilen kriterler dogrultusunda; canlilik orani korden elde edilen degerin %70°nin {izerinde
oldugu belirlenmis bu sebeple deney numunesi olan “Burun Deligi Sekillendirici * {iriiniiniin sitotoksik
etkive sahip olmadig tespit edilmistir.

9. KAYITLAR

Bu ¢alisma ile ilgili tim ham veriler ve nihai raporun bir kopyasi1 Medicert arsiv dosyalarinda saklanir.

10. REFERANSLAR

e Guide For The Care And Use Of Laboratory Animals Eighth Edition National Research Council of The
National Academies

e TS ENISO 10993-1 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi - Bolim 6: Bir risk yonetim siirecinde
degerlendirme ve deney

e TS EN ISO 10993-5 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi - Bolim 5: Viicut dis sitotoksisite
deneyleri

e TS EN ISO 10993-12 Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi - B6liim 12: Numune hazirlama ve
referans malzemeler
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