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DATUM:
7.10.2020

ODBORNY POSUDEK ke zkousce stanoveni cytotoxicity a
zkousce stanoveni senzibilizace.

PREDMET ZADOSTI: K Vasi zadosti ze dne 18.8.2020 o

provedeni zkousky stanoveni cytotoxicity a zkouSky stanoveni
senzibilizace, Vam sdélujeme:

PREDLOZENY VZOREK: VZ 3/20/170: Antimikrobialni filtr
Nanoiodine

Vyrobce: Nanuntio s.r.o. Evropska 2758/11 160 00 Praha 6 Ceska republika
PREDLOZENA DOKUMENTACE: Dokumentace nebyla predloZena.

PROVEDENE ZKOUSKY:: Zkouska stanoveni cytotoxicity byla provedena dle
SOP & 1/3 Zkousky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN ISO 10993-5: Cast 5, &lanky
1,2,3,4,5,6,7,8.1,8.2,8.3, 8.5, 9, 10, Pfiloha A). Zkouska stanoveni
senzibilizace byla provedena dle SOP ¢&. 8/3 ZkousSka senzibilizace kuze —
Zkous$ka na lokalnich lymfatickych uzlinach mysi (OECD Test Guideline
442A, 2010; CSN EN I1SO 10993 10: 2010: Céast 10 &lanky 1, 2, 3, 4, 5,
71,7.2,7.3,7.4,8, Pfiloha A; Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008, zkouska B.50,



2017) Predlozeny vzorek byl spotfebovan na uvedena vysetreni

ODBORNE POSOUZEN:I: Zkousky byly provedeny ve Zkugebnich

laboratofich &. 1206, akreditované CIA, Centrum toxikologie a zdravotni
bezpecnosti.

ZAVER: za podminek testu extraktu vzorek VZ 3/20/170 neni cytotoxicky

TELEFONNI CISLO USTREDNY: 267 081 111 FAX 272 744 354
BANKOVNI SPOJENI: 1730101/0710
IC: 75010330

ZkouSeny material Vz 3/20/170 (Antimikrobialni filtr Nanoiodine) dle
vysledkU testu nevykazuje potencial senzibilizace pro kizi.

MUDr Dagmar Jirova,
CSc.

vedouci Centrum toxikologie a zdravotni
bezpelnosti
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PRiILOHY Protokol o vysledku laboratornich zkousek ¢.

3/20/170 — Protokol o zkouSce stanoveni cytotoxicity Protokol o

vysledku laboratornich zkousek ¢. 3/20/170 — Protokol o zkouSce stanoveni
senzibilizace
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c¢innosti
Laboratore
toxikologie

Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10 Tel.: +420
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Protokol o vysledku laboratornich zkousek
¢.3/20/170

Zadavatel: Nanuntio s.r.o.
Adresa: Evropska 2758/11, 160 00
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Vzorek

Nazev:

VZ 3/20/170: Antimikrobialni filtr
Nanoiodine

Vysetreni

SOP
1/3
zZkousky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN 1ISO 10993-5:

2010 Cast 5, Clanky 1,23 456 781 8283,85 9,10,
PFiloha A)

Datum pfijmu vzorku

19.8.2020

ORAVOTN
NI UsTAL
Cornich ¢inna
cum laboral

STATNI
Centrum to

Datum provedeni zkousky:
31.8. -4.9.2020 Datum
vyhotoveni protokolu:
18.9.2020 Celkovy pocet
stran: 5

at
ovana CIA
useini labore
O akreditovas
Orator c¢. 1206

Scvalil technicky vedouci: RNDr. Hana



Bendova, Ph.D.
Milel v.2.

U. 2. Zkousky
byly provedeny na adrese laboratofe Vysledky zkousek se vztahuji ke vzorku jak byl
pfijat od zdkaznika a tykaji se pouze predmétu zkousky Tento protokol o zkousce nenahrazuje
jiné dokumenty ani schvaleni vyrobku Bez pisemného souhlasu zkuSebni laboratore se
nesmi protokol reprodukovat jinak nez cely

3/20/170 -
175

PROTOKOL O ZKOUSCE
STANOVENI CYTOTOXICITY

Zkusebni pracovisté Laboratore toxikologie (Centrum laboratornich Cinnosti,
Statni zdravotni Ustav Praha, Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10).
Zkouska byla provedena dle SOP 1/3 Zkousky na cytotoxicitu in vitro
(CSN EN ISO

10993-5: Céast 5, élanky 1 2, 3 4 5, 6, 7,8.1,8.2,8.3,85,9, 10,

Priloha A).

Byl proveden: test cytotoxicity extraktu z materialu vzorkd - TEST
EXTRAKTU.

ZPRAVA O PROVEDENIi TESTU (TEST
REPORT)

TESTOVANY VZOREK
(oznac. VZ2)



VZ 3/20/170: Antimikrobialni filtr Nanoiodine

Zadavatel: Nanuntio
S.r.o.

Evropska 2758/11
160 00 Praha 6

BUNECNA LINIE Mysi fibroblasty - linie Balb/c 3T3-L1 (Evropska sbirka
bunecnych kultur, Velka Britanie, ECACC No 86052701).

KULTIVACNI MEDIUM D MEM (Dulbeccova modifikace minimalniho esencidlniho media dle
Eaglea, LONZA, Cislo Sarze 734 457) s obsahem antibiotik (PNC 100 [U/ml, STM 100 ug/ml,
LONZA, Cislo Sarze 6MB 057) obohacené 10% inaktivovaného teleciho séra

(GIBCO, Cislo sarze 1794524), pH 7.2, Cerstvé pfipravené ne starsi nez 1 tyden
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« POZITIVNI KONTROLA (PK) Material ktery vyvolava
reprodukovatelnou cytotoxickou reakci: Laurylsiran sodny (SLS -
Dodecyl sulfate sodium salt, SIGMA) finalni koncentrace v kultivaénim
mediu 1, 10, 20 ug/ml.

« NEGATIVNI KONTROLA (NK) Material, ktery nevyvolava

cytotoxickou reakci: Hydron - poly[(2-hydroxyethyl) methakrylat]
(Ustav makromolekularni chemie AV CR, Praha).

« KONTROLA REAGENCI| (RK) Extrakéni cinidlo bez zkouseného

materidlu podrobené extrakénim podminkam: Kultivaéni medium bez séra.

e KONTROLA
BUNEK (K) Kultivaéni
medium bez séra.

METODIKA
TESTU

« PROCEDURA TESTU
EXTRAKTU

Ke kultivaci byly pouzity destiky s plochym dnem pro tkarové kultury 8x12 jamek (' TPP). Jako
bunécny substrat slouzila bunécna linie 3T3, suspenze 105 bunék v 1 ml kultivaéniho media,
inokulace 0,1 ml suspenze (1 x 104 bunék) do 1 jamky. Kultivaéni podminky: 37°C, 7,5% CO2
(inkubator pro tkanové kultury HERAcell). Prekultivace k ziskani monolayeru bunécné kultury
probihala 24 hodin pfed expozici testovanému materialu Kultury byly zaloZeny v kvadrupletech

pro extrakty z materialu vzorku a kontroly. U kultur zalozenych v kvadrupletech bylo
po 24 hodinové prekultivaci odstranéno kultivaéni medium a pfidano 0,2 ml extraktu z
experimentalniho vzorku. resp. jeho fedéni, resp. kontrolnich vzorkud (PK, NK,
RK, K). Nasledovala kultivace 24 hodin (37°C, 7,5% CO2 ) a obarveni neutralni

erveni dle protokolu INVITTOX C. 46 (0, 2 m1 roztoku neutralni ervené na jamku,

inkubace 3 hod, fixani roztok ethanol/kyselina octova). Po ukon&eni kultivace byla
stanovena cytotoxicita kvantitativné (fluorimetricky) na zakladé inkorporace vitalniho barviva
(neutralni Cerven).



PRIPRAVA
EXTRAKTU

Extrakt byl pfipraven v poméru 3 cm2 plochy vzorku na 1 ml extrakéniho Cinidla
(D MEM bez séra) dle CSN EN I1SO 10993-12. Extrakce probihala 24 hodin, pfi
37°C, v uzavfené kultivaéni lahvi za aseptickych podminek dle CSN EN ISO
10993-5. Extrakt byl pfipraven &erstvy a pouzit do testu do 24 hodin po ukon&eni extrakce.
Pfipraveny
100% extrakt byl dale fedén kultivaénim mediem bez
sera.

o« STANOVENI CYTOTOXICITY ro ukonéeni kultivace byl zjistén stupei
cytotoxicity (kvantitativni sniZzeni zZivotaschopnosti bunék) fluorimetrickou metodou.
Fluorimetricka metoda stanoveni cytotoxicity je zalozena na inkorporaci vitalniho
barviva (neutralni erven) dovzivych
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bunék (neutral red uptake) a detekci fluorescence v systému excitaéniho (530 nm) a
emisniho filtru (590 nm) p#i prichodu studeného svétla. Pro detekci emitované
fluorescence a méreni fluorescencénich jednotek byl pouzit

fluorescen¢né luminiscencni reader BioTek FLX800TBI. Stupeii cytotoxicity je
vyjadifovan v % detekované fluorescence v kultufe s pfitomnosti testované latky vuci
kontrolni kultufe bez pFitomnosti testované latky (Ref.: Rat, P. etal. (1994). New in
vitro fluorimetric microtitration assays for toxicological screening of drugs. Cell Biology and
Toxicology

10, 329-337).

VYPOCE
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Pfi kvantitativnim stanoveni fluorimetrickou metodou je Zivotnost
kultury urCena vypoctem:

pramér FSU vzorku - primér FSU
blanku zZivotnost kultury (%) =

prumér FSU kontroly - praimér FSU
blanku

Primérné hodnoty fluorescence vyjadfuji u kazdé skupiny primérnou
hodnotu fluorescence ze vsech Ctyf jamek po odectu primérné hodnoty
fluorescence osmi jamek s fixaénim roztokem (blank). Viastni stanoveni cytotoxicity
vyjadfuje procento Zivotnosti kultury ve skupiné pokusné i kontrolni (VZ, PK,
RK, NK) vici soubézné kontrole (K).

Stupen toxicity
extraktu

zivotnost 70% a vice...

.necytotoxicky
Zivotnost vy$Si nebo rovna 50% a nizsi nez 70%. ..mirné cytotoxicky Zivotnost

vyS8Si nebo rovna 30% a nizsi nez 50%................. sttedné cytotoxicky
Zivotnost nizsi nez 30%....

. silné
cytotoxicky

VYSLEDKY

o CYTOTOXICITA - STANOVENI
FLUORIMETRICKY

Test €.1

Vzorek ¢.



Fluorescence
(FSU)
pramér
Relativné ke
kontrole

% kontroly
fedéni extraktu

VZ 3/20/170
10%
25%
50%
100%
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20 ug/ml
NK RK

95,5 100,0

Test €.2

Vzorek c.

fedéni extraktu

VZ 3/20/170

10%
25%

3085 1
271,4
194,9
3583,9
3254,9

3407 4

Fluorescence
(FSU)

2421,4
23991

2410,4
2325,1
22721

5,7
105,2

Relativné ke
kontrole
%

106,6



50%
100%

PK -SLS

1 ug/ml 10 ug/mi
20 ug/ml nka RK

136,3 2438,8 2142,3 2144,8

99,9 100,0

KA

Zkousku provedli: RNDr. K. Kejlova, Ph.D., J

Losova

2100,0

127,8

Za provedeni testu: RNDr. K. Kejlova, Ph
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toxikologie
Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10 Tel.:
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zkuSebni laborator ¢. 1206, akreditovana CIA podle normy
CSN EN ISO/IEC 17025:2018

Protokol o vysledku laboratornich zkousek
¢.3/20/170

Zadavatel: Nanuntio s.r.o Adresa: Evropska 2758/11
Dejvice, 160 00 Praha 6, Ceska republika

Referencni Cislo: CTZB
187 9337/2020



Vzore

k
Nazev
VZ 3/20/170: Antimikrobialni
filtr Nanoiodine
VysSetien
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SOP

8/3
Zkousky senzibilizace kize — Zkouska na lokalnich
lymfatickych uzlinach mysi (OECD Test Guideline 4422, 2010;
CSN EN ISO 10993-10: 2010 Céast 10 &lanky 1, 2, 3, 4, 5,
7, 71,7.2,7.3, 7.4 8 Priloha A); Nafizeni Komise (ES)
¢.440/2008, zkouska B.50, 2017)

TORAVOT
A

Datum pfrijmu vzorku: 18. 8. 2020
Datum provedeni zkousky: 15. 9. - 23. 9. 2020
Datum vyhotoveni protokolu: 6. 10. 2020
Celkovy pocet stran: 6
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r
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Schvalil technicky vedouci: RNDr. Hana Bendova,
Ph.D.
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Vysledky zkouSek se vztahuji ke vzorku, jak byl pfijat od zakaznika a tykaji se pouze
predmétu zkousky. Tento protokol o zkouSce nenahrazuje jiné dokumenty ani schvaleni
vyrobku. Bez pisemného souhlasu zkuSebni laboratofe se nesmi protokol

reprodukovat jinak nez cely.

3/20/170 —
1/6

PROTOKOL O ZKOUSCE
STANOVENI
SENZIBILIZACE

Zkusebni pracovisté: Laboratofe toxikologie (Centrum laboratornich
ginnosti, Statni zdravotni ustav Praha, Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10).

Zkouska byla provedena dle SOP 8/3 Zkouska senzibilizace kuze —
ZkousSka na lokalnich lymfatickych uzlinach mysi (OECD Test Guideline 442A
2010; CSN EN ISO 10993-10: 2010: Cast 10: ¢lanky 1, 2, 3,4, 5,71,7.2,
7.3, 7.4, 8, Priloha A; Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008, zkouska B.50, 2017))

Byla provedena: zkouska senzibilizace ktize s vySetfenim lokalnich lymfatickych uzlin
LLNA:DA. Cilem bylo provéfit senzibilizaéni potencial kUze
zkouSenych materialt.

ZPRAVA O PROVEDENI TESTU (TEST
REPORT)

ZKOUSENY MATERIAL (oznag. VZ) /



URCENE POUZITI

VZ 3/20/170: Antimikrobialni filtr
Nanoiodine

Zadavatel: Nanuntio s.r.o.

Evropska 2758/11, Dejvice, 160 00 Praha 6,
Ceska republika

PRIPRAVA ZKOUSENEHO
MATERIALU

e Extrakt zkouseného materialu

Extrakt byl pfipraven dle CSN EN ISO 10993-12. Extrakéni
pomér: 3 cmzkous$eného materialu / 1 ml extrakéniho ¢inidla Extrakéni
Cinidlo: polarni - fyziologicky roztok
nepolarni - olej  bavinikovych semen Extrak¢ni podminky:

72 hodin, pri 37°C v tfepacim inkubatoru, frekvence cca 110 kmitd /min pH =
6

EXPERIMENTALNI
SKUPINY

* Negativni kontrola (NK) Negativni kontrole bylo aplikovano polarni
rozpoustédlo (NK/f — fyziologicky roztok) a nepolarni rozpoustédio (NK/O - olej
z bavinikovych semen)

Jo ich &innos

TDRAVOTN
Z divodu adheze rozpoustédla k aplikovanému mistu byl k polarnimu

rozpoustédlu pridan roztok hydroxyethylceluldézy (0,5% hm/obj.).

T
aboratornici



« Pozitivni kontrola (PK) Pozitivni kontrole byl aplikovan 0,3%

roztok DNCB (1-chloro- 2,4 dinitrobenzen) v rozpoustédle ABO (smés
acetonu a bavinikového oleje v poméru 4:1

un laboratori

TATNI Z
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3/20/170 —
2/6
lor c.
1206.2
06, akredito

* Testovana skupina 1 Testované skupine byl aplikovan zkouseny
material (VZ 3/20/170) ve formé& 100% extraktu. Jedné skupiné

zvirat byl aplikovan extrakt v polarnim rozpoustedle (T4),

druhé skupiné zvirat byl aplikovan extrakt v nepolarnim rozpoustédle
(T/0)

UDAJE O EXPERIMENTALNICH
ZVIRATECH

Laboratorni my$ kmene BALB/c: zdrava, dospéla (8 - 10 tydnu) zvifata z

jednoho chovu, samice, min 7 dni aklimatizace pfed po&atkem testu.

Podminky chovu v rezimu SPF: zvifata byla ustajena v klecich po 4 jedincich,
pri teploté 22°C + 2°C, relativni vihkosti 55 % + 10 % a umeélém osvétleni pfi
zajisténi rytmu strfidani dne a noci. Dieta byla podavana konvencéni bez omezeni,
pitna voda bez omezeni.

Celkovy poc€et pouzitych
zvirat: Pozitivni kontrola (PK)

Negativni kontrola (polarni r.)
Negativni kontrola (nepolarnir.)

Testovana skupina 1a (polarnir.)
Testovana skupina 1b (nepolarni

r.)
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PRINCIP
ZKOUSKY

Zakladni princip metody spocCiva v tom, ze senzibilizatory
navozuji primarni proliferaci lymfocytd v lymfatickych uzlinach

drenujicich mista aplikace zkouSeného materialu, tj dorsalni ast usi.

Mnozstvi proliferujicich bunék v lymfatickych uzlinach se stanovuje pomoci méfeni obsahu
ATP (nukleotid - adenosin trifosfat) v bunkach metodou bioluminiscence. Bioluminiscenéni metoda
vyuziva enzym luciferazu, ktery katalyzuje vznik svétla z ATP a luciferinu. Intenzita
vyzarovaného svétla, méfena pomoci luminometru, je pfimo umérna koncentraci ATP a

koreluje s mnozstvim bunék.

POSTUP ZKOUSKY

Na dorsalni plochu obou usi bylo aplikovano 25ul zvifatim v jednotlivych
skupinach, a to bud PK NK/f, NKO, TA nebo Tlo. Aplikace roztokl byla provedena v
1., 2., 3 a7.den zkousky, 8. den zkouSky byla zvifata humanné utracena a

nasledné zvazena. Po zvazeni byla vsem zvifatim odebrana pomoci kruhového
skalpelu vyse¢ tkané o priméru 8 mm ze stfedni ¢asti udniho boltce a zvazena. Po odbéru
vysece usi bylo provedeno vyjmuti aurikularnich lymfatickych uzlin které byly
ocCistény od okolni tkané a zvazeny. Bunécna suspenze byla vytvorena
jemnym rozmélnénim lymfatické uzliny na buné&c¢ném sitku a naslednym
proplachnutim bunééného sitka pufrem (kazda lymfaticka uzlina byla proplachnuta 1 ml PBS). Ze
zakladni bunécné suspenze bylo odebrano 100 ul a pfidano do 9,9 ml PBS.
Nafedéna suspenze byla pfenesena v mnozstvi 100 ul do 3 paralelnich jamek v bilé
mikrotitraéni desti€ce a smichana se 100 ul Cell Titer-Glo Luminiscent Reagent.

MikrotitraCni destiCka s roztoky byla 2 min tfepana a poté byla
mérena bioluminiscence luminometrem (GloMax-Multi Detection
System, Luminiscence Module, Promega). Svételny signal se udava v
relativnich jednotkach luminiscence RLu.

ch ¢innosti
Pitovana CIA

Sebni laboral
3/20/170 - 3/6

tator c. 12069
16, akreditov



STANOVENI BUNECNE PROLIFERACE

Namérené hodnoty RLU v jednotlivych jamkach byly
zprameérovany pro kazdou experimentalni skupinu Vysledek byl
vyjadien jako stimulacni index Sl ktery byl ziskan porovnanim
prumérné hodnoty testované skupiny nebo pozitivni kontroly s negativni
kontrolou (tzn. hodnota Sl pro negativni kontrolu je 1).

Sl byl vypocitan podle rovnice

Gl @RLUTEST (nebo @RLUPK)

SIE

JRLUNK

RLU

@ RLUTEST @ RLUPK GRLUNK

relativni luminiscenéni jednotka prumérna hodnota RLU u testované skupiny
primérna hodnota RLU u pozitivni kontroly primérna hodnota RLU u negativni
kontroly

VYSLEDKY

Zaznamy o pozorovani experimentalnich zvirat jsou uvedeny v
Tabulce C. 1

MVS
Vana (9

NOOO

w

¢. 1

vaha (g) vaha (g) Klinicky obraz zvirete * ¢islo .den
8.den 23.

23,0

bez Pozitivni

20,0



20,0
bez klinického kontrola
22,0
0
23,0
23,0

20,0

Negativni
233
22

kontrola
20,1
207
fyz. roztok
19,8
19,8

21,8
bez Negativni
21,0
21,3
bez kontrola
M.,
24,3
olej

12. 23,0
24 7

klinického obrazu 13 = 20,0
20,08
Testovana
14 229

bez klinického obrazu Skupina 1al

15. 20,6
20

bez fyz. roztok



16 22,2

232
24,0
Testovana
. 20,
20,3
bez klinického obrazu skupina 1b/
. 20,0
20,4
bez klinického obrazu olej
. 18,9
19,5
bez obrazu * Klinicky obraz - napf. bez klinického obrazu, znamky

podrazdéni, znamky systémove toxicity, erytém usi podrazdéni kize v
mist& aplikace poskrabapkASIN apod

L aboratornich

17.

STATNT Centrum
\ZS

TNI USTAL

ich c&innosti

-1
coni laborato
Jor C 12062

3/20/170 - 4/6

16, akredito
Souhrn vysledku

Souhrn vysledku pro vSechny skupiny je
uveden v Tabulce C 2.

vaha usi
vaha lymfatickych
@ skupiny skupinyl
skupiny 1 @ skupiny/
(mg) | D NK

(mg)



Pozitivni
kontrola
32,57
Negativni
kontrola
29,87
Negativni
kontrola olej
31,59

- 1,09
14,18
1,0
0
4,13
1,00
3,63

@ NK

3,43

ORLU
S/

365 836
4,98

73 478
11,00

78 830
1,00



Testovana
skupinala/

fyz. roztok

26,00
|
0,87
3,83
0,93
59
330
0,81
Testovana
skupina 1b/
olej
27,28
0.86
14,30
1,18
73 492
0,93

Primarni data (tj. hodnoty RLU pro jednotliva zvifata) jsou archivovana v archivu Laboratofi
toxikologie a jsou dostupna na vyzadani.

HODNOCENI
VYSLEDKU

Klinicka pozorovani: Chovani zvifat béhem experimentu bylo normalni. Nebyl
zaznamenan vyrazny ubytek hmotnosti. Zvifata nevykazovala znamky systémové
toxicity. V misté aplikace nebylo pozorovano zarudnuti, podrazdéni kuZe apod.



Z celkového klinickeho hodnoceni vyplyva, ze latky nevykazuji znamky
systémoveé toxicity a nejsou drazdivé.

Vyhodnoceni senzibilizace: Stimulacni index (Sl) zjiStény pro extrakt
materialu VZz 3/20/170 v polarnim rozpoustédle dosahl hodnoty
S1=0,81. Stimulacni index (Sl) zjiStény pro extrakt z materialu VZ
3/20/170 v nepolarnim rozpoustédle dosahl hodnoty SI 0,93.

Relevance testu byla potvrzena zafazenim pozitivni kontroly znamého senzibilizatoru
0,3% DNCB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen). Vysledna hodnota Sl pozitivni kontroly
byla SI-4,98, coz je v souladu s historickymi daty laboratore.

Vzhledem k tomu, Ze hodnoty S| zkouSeného materialu jsou niZ8i nez hranice Si=1,8
stanovena pro potencialné senzibilizujici latky kGze dle Nafizeni Komise
(ES)ADOTA 440/2008 v platném znéni, nema zkouseny material
senzibilizujici potencial pro kuzi.ch

Is zkus
incinnosti Po JUSTAV

Zkusebni 12
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3/20/170 —
5/6
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ZAVERECNE HODNOCENI:

ZkousSeny material VZ 3/20/170 (Antimikrobialni filtr

Nanoiodine) dle vysledku testu nevykazuje potencial senzibilizace
pro kuzi.



Zkousku provedl: Mgr Alena Vikova Jana Tumova

lema tellesna

Za provedeni testu: Mgr. Alena Vlkova
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