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Folgende Ausdrucke dieses Berichts wurden herausgegeben:

Papierabziige:
Original 1 von 2 Archiviert bei Toxi-Coop ZRT.
Original 2 von 2 Dem Sponsor Ubermittelt.

Elektronische Kopie:
Elektronische Kopie 1 von 1 Eine elektronische Kopie im PDF-Format wird dem Sponsor Gbermittelt.

Die elektronische Datei ist eine ungepriifte Kopie, die nach Abschluss des Berichts erstellt wird. Der
Sponsor wird darauf hingewiesen, dass PDF-Dateien keinen vollstandigen Schutz vor Anderungen
bieten. Daher kann Toxi-Coop ZRT. keinerlei Verantwortung fir den Inhalt der elektronischen Kopie
ubernehmen. Der Sponsor verwendet die elektronische Kopie in eigener Verantwortung.
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Erklarung des Untersuchungsleiters

Diese Untersuchung wurde in Ubereinstimmung mit dem Untersuchungsablauf, den OECD-
Richtlinien fir die Prifung von Chemikalien (Nr. 431, 18. Juni 2019), der Verordnung (EG) Nr.
440/2008 der Kommission, Anhang Teil B, B.40Bis durchgefihrt: ,,In Vitro Skin Corrosion: Human
Skin Model Test“. Amtsblatt der Européischen Union Nr. L142 vom 31. Mai 2008, INVITTOX-
Protokollnr. 118:  , EPISKIN™ Skin Corrosivity Test* (aktualisiert im Dezember 2011 / Februar
2012) und den Bestimmungen der ,,Good Laboratory Practice, wie in der nationalen ,,Hungarian
Good Laboratory Practice Regulation® festgelegt: 42/2014 (VI1Il. 19.) EMMI-Erlass des ,,Minister
of Human Capacities, der dem OECD GLP, ENV/MC/CHEM(98)17 entspricht.

Ich erklére, dass dieser Bericht eine wahre Aufzeichnung der durchgefiihrten Malinahmen und der
in dieser Untersuchung erzielten Ergebnisse darstellt.

A

Unterschrift: —_—— Date: . ,)] A U ) 3 )A" iy )

Istvan Buda
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Erklarung des Managements

Ich, der unterzeichnende Geschiftsfiihrer, erklare hiermit, dass die ,In Vitro-Prifung auf
hautdatzende Wirkung mit Wunderrein im EPISKIN-Modell“ gemdfd dem vereinbarten
Untersuchungsablauf in Toxi-Coop ZRT. durchgeftihrt wurde.

Nignature:

Had) ¥ a2

Dr.{,ﬂﬁhn\llirku Date:
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Quialitatssicherungserklarung
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Untersuchungstitel: In Vitro-Prifung auf hautidtzende Wirkung mit Wunderrein im EPISKIN-Modell
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Diese Untersuchung wurde begutachtet und dieser Bericht von der Qualitatssicherung gemaf den
Grundsatzen guter Laborpraxis geprift. Soweit hinreichend festgelegt werden kann, spiegeln die
beschriebenen Methoden und die in diesem Bericht enthaltenen Ergebnisse die wéhrend dieser
Untersuchung gewonnenen Rohdaten genau wider.

Alle Begutachtungen, Datentiberpriifungen und die Priifung des Berichts wurden dem
Untersuchungsleiter und dem Management schriftlich mitgeteilt. Die Daten dieser Begutachtungen
und der Prifung des Berichts sind nachfolgend aufgefiihrt:
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Probenmessung
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Unterschrift: Faley L~ o Date: ‘e e 3(-{ e

Alexandra Széles
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1.0 Zusammenfassung

Der EpiSkin™ SM-Test des Priifgegenstands Wunderrein wurde durchgefiihrt, um sein
Korrosionspotential durch Messung seiner zytotoxischen Wirkung vorherzusagen, wie im
MTT-Test geméal der OECD-Testrichtlinie Nr. 431 vom 18. Juni 2019 aufgezeigt.

Scheiben von EPISKIN (zwei Einheiten) wurden mit dem Prifgegenstand behandelt und fir
4 Stunden (10 Min.) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Einwirkung auf das Testmaterial
wurde durch Spilen mit einer PBS 1x Losung beendet. Die Funktionsfahigkeit jeder Scheibe
wurde durch Inkubation der Gewebe fir 3 Stunden (x 15 Minuten) mit MTT-L6sung bei 37
+ 1°C in einem Inkubator mit 5 £ 1% COz2 in einer > 95% befeuchteten und vor Licht
geschiitzten Atmosphédre bewertet. Das abgeschiedene Formazan wurde dann unter
Verwendung von angesdauertem Isopropanol extrahiert und spektrophotometrisch
quantifiziert.

NaCl (9 g/l Kochsalzlésung) und mit Eisessig behandelte Epidermis wurden als negative bzw.
positive Kontrollen verwendet.

Der Prifgegenstand ist ein MTT-Reduzierer, daher wurden zusétzliche Kontrollen (mit dem
Prifgegenstand behandelte abgetdtete Gewebe und mit Negativkontrolle behandelte
abgetotete Gewebe) verwendet, um eine Storung der Funktionsfahigkeitsmessung durch die
Testsubstanz festzustellen und zu korrigieren.

Fur jedes behandelte Gewebe wurde die Funktionsfahigkeit als Prozentsatz relativ zur
Negativkontrolle ausgedruckt. Der Priifgegenstand gilt als nicht atzend fir die Haut, wenn die
mittlere relative Funktionsfahigkeit nach 4 Stunden Einwirkung tber oder gleich 35% der
Negativkontrolle liegt.

Der Prufgegenstand zeigte nach 4-stiindiger Einwirkung keine signifikant verringerte
Funktionsfahigkeit der Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Die durchschnittliche
Funktionsfahigkeit des mit dem Prifgegenstand behandelten Gewebes betrug 89%
(korrigierte Werte) nach 4 Stunden Einwirkung. Die Funktionsfahigkeit des mit dem
Prifgegenstand behandelten Gewebes lag nach 4 Stunden Einwirkung Gber 35% des mittleren
negativen Kontrollwerts.

Positive und negative Kontrollen zeigten, dass die erwarteten Zellfunktionswerte innerhalb
akzeptabler Grenzen liegen.

Alle Test-Akzeptanzkriterien wurden erflllt, das Experiment wurde als gliltig angesehen.

Die in dieser In Vitro-Prifung auf hautdtzende Wirkung mit dem EPISKIN-Modell
(OECD 431) erhaltenen Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der Prufgegenstand
unter den verwendeten Testbedingungen kein Hautkorrosionspotential aufweist.
Zusammenfassend kann der Priufgegenstand Wunderrein als nicht atzend fur die Haut
eingestuft werden.

In Vitro-Prifung auf hautatzende Wirkung
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2.0  Untersuchungszweck und Einfuihrung

Das Kaorrosivitatspotential einer Chemikalie kann durch Messung ihrer zytotoxischen
Wirkung vorhergesagt werden, was sich im MTT-Test [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid, Thiazolylblau; CAS: 298-93-1] an der EPISKIN™.-
rekonstituierten menschlichen Epidermis widerspiegelt. Diese Methode ist von
internationalen Aufsichtsbehdrden als Ersatz fur die ldentifizierung von Atzmitteln im In
Vivo-Kaninchenhauttest (OECD 404) zugelassen und speziell als Ersatz fur den In Vivo-
Hautkorrosivitéatstest innerhalb von OECD 431 zugelassen.

Der vorliegende Test basiert auf der Erfahrung, dass dtzende Chemikalien nach kurzfristiger
Einwirkung des Stratum Corneum der Epidermis zytotoxische Wirkungen zeigen. Der Zweck
dieser Untersuchung ist die Vorhersage des Hautkorrosivitatspotentials einer Chemikalie
durch Bewertung ihrer Wirkung auf eine rekonstituierte menschliche Epidermis.

Das EPISKIN-Standardmodell™ ist ein dreidimensionales menschliches Hautmodell, das
eine rekonstruierte Epidermis mit einem funktionellen Stratum Corneum umfasst. Die
Verwendung fur Hautkorrosivitatstests umfasst die topische Anwendung von Testmaterialien
auf der Hautoberflache und die anschlielende Bewertung ihrer Auswirkungen auf die
Funktionsfahigkeit der Zellen. Die Zytotoxizitat wird als Verringerung der mitochondrialen
Dehydrogenaseaktivitat ausgedriickt, gemessen durch Formazanproduktion aus MTT
(Fentem et al., 1998).

3.0 Behordliche Vorgaben und Testmethoden

Diese Untersuchung folgte den in den folgenden international anerkannten Richtlinien und
Empfehlungen angegebenen Verfahren:

> OECD-Richtlinien fiir die Priifung von Chemikalien, Abschnitt 4, Nr. 431, ,,In Vitro
Skin Corrosion: reconstructed human epidermis (RHE) test method®, verabschiedet am
18. Juni 2019.

»  Verordnung der Kommission (EG) Nr. 440/2008, Anhang Teil B, B.40Bis: ,,In Vitro
Skin Corrosion: Human Skin Model Test*, Amtsblatt der Europdischen Union Nr. L142
vom 31. Mai 2008.

>  INVITTOX-Protokoll Nr. 118; ,,EPISKIN™ Skin Corrosivity Test®, aktualisiert im
Dezember 2011 / Februar 2012 (ECVAM-Datenbankdienst zu Alternativmethoden zu
Tierversuchen).

In Vitro-Prifung auf hautatzende Wirkung
mit Wunderrein im EPISKIN-Modell Seite 11 von 29



Elektronische Kopie 1 von 1
Untersuchungsnr.; 960-431-5173

4.0  Archivierung

Die unten aufgefuhrten Untersuchungsdokumente und Proben werden gemaR den OECD GLP
und den Toxi-Coop Zrt. SOPs in den Archiven von Toxi-Coop Zrt. archiviert (H-8230
Balatonfiired, Galamb u. 12/A., Ungarn):

- Untersuchungsablauf und jegliche Erganzungen (15 Jahre)

- Alle Rohdaten (15 Jahre)

- Aufbewahrte Probe des Prifgegenstands und des Referenzgegenstands (5 Jahre)
- Korrespondenz (15 Jahre)

- Untersuchungsbericht und jegliche Ergdnzungen (15 Jahre)

Nach Ablauf der Aufbewahrungszeit werden alle oben aufgefiihrten archivierten Materialien
an den Sponsor zurtickgesandt oder fur einen weiteren Zeitraum aufbewahrt, wenn dies
vertraglich vereinbart wurde, oder sie werden in dessen Auftrag vernichtet. Keine der oben
genannten Dokumente oder Materialien werden ohne das ausdriickliche schriftliche
Einverstandnis des Sponsors entsorgt.

Am Ende der Untersuchung werden alle verbleibenden Testgegenstande entsorgt, sofern der
Sponsor nichts anderes anweist.

5.0 Materialien und Methoden

5.1  Prufgegenstand

5.1.1 Name und Daten des Prifgegenstands

Name des Prifgegenstands Wunderrein
Chargennr. Produktion vom 10.10.2019
Aussehen weille, cremige Substanz (in kaltem
Zustand) flissig und klar (in erhitztem
Zustand)
Ablaufdatum 29. Oktober 2021 (24 Monate nach dem Offnen)
Lagerung Raumtemperatur

In Vitro-Prifung auf hautatzende Wirkung
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5.1.2 ldentifizierung, Erhalt

Der Priifgegenstand mit geeigneter chemischer Reinheit wurde vom Sponsor geliefert. Alle
zur Handhabung und Entsorgung des Prifgegenstands erforderlichen Vorsichtsmalinahmen
wurden vom Sponsor erldutert und mit den Rohdaten archiviert.

Die Identifizierung des Prifgegenstands wurde im Labor von Toxi-Coop ZRT. basierend auf
den Informationen des Sponsors durchgefihrt.

5.1.3 Rezeptur

Der Priifgegenstand wurde in seiner urspringlichen Form angewendet, es wurde keine
Rezeptur benotigt. Der Priifgegenstand wurde jedoch in einem Inkubator vorgewarmt, bevor
die erforderliche Menge des Priifgegenstands gemessen und auf folgende Weise angewendet
wurde:

Verwendetes Vorwéarmverfahren fir die Prifmethode zur mdoglichen direkten MTT-
Reduzierung mit dem Priifgegenstand und Priifmethode zur Ermittlung des Farbpotentials des
Priifgegenstands:

Der Inkubator wurde auf 37 °C vorgewarmt, bevor das Kunststoffrohrchen mit dem
Prifgegenstand hineingetan wurde. Das Kunststoffrohrchen mit dem Priifgegenstand befand
sich ungefahr eine Stunde im Inkubator und danach wurde es entfernt und ca. 50ul bzw. 10ul
des Prifgegenstands wurden aus dem vorgewdrmten Behélter abgemessen, die fur die
Kontrolltests verwendet werden sollten.

Verwendetes Vorwarmverfahren fiir die Behandlung:

Der Inkubator wurde auf 37 °C vorgewdrmt, bevor das Kunststoffrohrchen mit dem
Prifgegenstand hineingetan wurde. Das Kunststoffrohrchen mit dem Priifgegenstand befand
sich ungeféhr eine Stunde im Inkubator und danach wurde es entfernt und ca. 50ul des
Prifgegenstands wurden aus dem vorgewarmten Behélter abgemessen, die fiir jedes mit dem
Prifgegenstand behandelte Gewebe verwendet werden sollten.

In Vitro-Prifung auf hautatzende Wirkung
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5.2

521

5.2.2

5.3

531

Kontrollen
Positive und negative Kontrollen wurden gleichzeitig im Experiment eingesetzt.
Negative Kontrolle

NaCl (9 g/l Kochsalzlésung):

Natriumchlorid:

Lieferant: lach:ner
Chargennr.: PP/2018/05962
Wiederholungstest: ~ 31. Januar 2021
Lagerbedingung: Raumtemperatur

Verdlnnt mit ultrareinem Wasser (hergestellt von MILLIPORE Synergy UV HF ASTM 1:
F8JA80461C Wasseraufbereitungssystem) bei Toxi-Coop ZRT.

Positive Kontrolle

Eisessiqg:

Lieferant: MERCK
Chargennr.: STBG9991
Wiederholungstest: ~ April 2022
Lagerbedingung: Raumtemperatur

Weitere Materialien
MTT-Stammldsung

MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid, Thiazolylblau; CAS-
Nummer 298-93-1] wurde bis zu einer Endkonzentration von 3 mg/ml in Kochsalzpuffer (1x
PBS) geldst. Die erhaltene Stammldsung kann bis zu 15 Tage lichtgeschiitzt im Kihlschrank
(2-8 °C) gelagert werden.

In Vitro-Prifung auf hautatzende Wirkung
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5.3.2 MTT-Fertiglésung
Die MTT-Stammlésung wurde mit einem vorgewdarmten ,,Testmedium® auf eine
Endkonzentration von 0,3 mg/ml verdiinnt. Die erhaltene Losung wurde innerhalb von zwei
Stunden verwendet; vor Gebrauch war sie vor Licht geschitzt.

5.3.3 Angesauertes Isopropanol
Isopropanol wurde mit HCI-S&ure auf eine Endkonzentration von 0,04 N HCI verdiinnt. Die
erhaltene Losung kann fir einen Monat lichtgeschiitzt im Kihlschrank (2-8 °C) gelagert
werden.

5.3.4 Im Experiment verwendete Chemikalien

Die im Experiment verwendeten Chemikalien sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Tabelle 1: Im Experiment verwendete Chemikalien

Chemikalie Lieferant/Hersteller Los- Wiederholungstest
/Chargennummer /Ablaufdatum
MTT SIGMA-ALDRICH MKCG3023 September 2023
Isopropanol SIGMA-ALDRICH BCBZ5307 8. Juli 2020
HCI CARLO ERBA V3N459023N Dezember 2019
10x PBS* SIGMA-ALDRICH SLBX1610 Marz 2020

* 1x PBS wird durch angemessenes Verdiinnen mit ultrareinem Wasser hergestellt (hergestellt von MILLIPORE
Synergy UV HF ASTM 1: F8JA80461C Wasseraufbereitungssystem) bei Toxi-Coop ZRT.

5.4  Testsystem
5.4.1 Menschliche Haut

EpiSkin™ Small-Modell (EpiSkin™SM), EPISKIN SNC Lyon, Frankreich, ist ein
dreidimensionales menschliches Epidermis-Modell. Erwachsene vom Menschen stammende
epidermale Keratinozyten werden auf einem Hautersatz verteilt, der aus einer Kollagen-Typ-
I-Matrix besteht, die mit Typ-1V-Kollagen beschichtet ist. Nach 13-tdgiger Kulturperiode
erhélt man ein hoch differenziertes und geschichtetes Epidermismodell, das die wichtigsten
Basal-, Suprabasal-, Stachel- und Kornerzellschichten sowie ein funktionelles Stratum
Corneum umfasst (Tinois et al., 1994). Die Verwendung flir Hautkorrosivitatstests umfasst
die topische Anwendung von Testmaterialien auf der Oberflache der Epidermis und die
anschlielende Bewertung ihrer Auswirkungen auf die Funktionsfahigkeit der Zellen.

Lieferant: EPISKIN Laboratories

4, rue Alexander Fleming, 69366 Lyon Cedex 07 — Frankreich
Chargennr.: 19-EKIN-049
Ablaufdatum: 9. Dezember 2019
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5.4.2

543

54.4

5.4.5

5.4.6

Rechtfertigung des gewahlten Testsystems

Das EPISKIN-Modell wurde in einer internationalen Studie flir Korrosivitatstests validiert.
Es wird als fur diese Untersuchung geeignet angesehen (ERKLARUNG ZUR
WISSENSCHAFTLICHEN GULTIGKEIT DES EPISKIN™-TESTS (EIN IN VITRO-TEST
AUF HAUTKORROSIVITAT); ECVAM

JRC Umweltinstitut, Européische Kommission; Ispra; 3. April 1998).

Leistungsnachweis

Nach Standardanwendung der Methode demonstrierte Toxi-Coop ZRT. den technischen
Nachweis in einer separaten Untersuchung (Untersuchungsnr.: 392-431-4224) unter
Verwendung der zwolf Nachweischemikalien gemalR OECD-Prufrichtlinie Nr. 431.

Quialitatskontrolle

EPISKIN-SM-Kits werden entsprechend festgelegten  Qualitétssicherungsverfahren
hergestellt (1ISO 9001-zertifiziert). Alle biologischen Komponenten der Epidermis und des
Kit-Kulturmediums wurden auf das VVorhandensein von Viren, Bakterien und Mykoplasmen
getestet. Die Qualitdt des Endprodukts wird durch Durchfihrung eines MTT-
Zellfunktionstests und eines Zytotoxizitatstests mit Natriumdodecylsulfat (SDS) bewertet.

EpiSkin™SM KIT-Inhalte

Einheiten:  EpiSkin™SM-Platte enthlt bis zu 12 rekonstruierte Epidermis-Einheiten
(Bereich:0,38 cm?). Jede rekonstruierte Epidermis wird mit einem O-Ring-Set an
der Basis eines Gewebekulturgefales befestigt und zum Transport auf
nahrhaftem Agar gehalten.

Platte: Testplatte mit 12 Vertiefungen
Stanzung:  EpiSkin™SM-Biopsiestanzung zur einfachen Probenahme
von Epidermis

Medium:  Ein Kolben mit sterilem ,, Tragermedium*® fiir Inkubationen
(Chargennr.: 19-MAIN3-057; Ablaufdatum: 11. Dezember 2019).

Ein Kolben mit sterilem ,,Testmedium* zur Anwendung des Priifgegenstands und
zur Verwendung in MTT-Tests (Chargennr.: 19-ESSC-051; Ablaufdatum: 11.
Dezember 2019).

Anzahl der Wiederholungen

In diesem Test wurden 2 Wiederholungen pro Priifgegenstand und 2 Wiederholungen der
Negativkontrolle sowie 2 Wiederholungen der Positivkontrolle verwendet. Zusatzlich wurden
2 abgetotete mit dem Prifgegenstand behandelte Gewebe und 2 abgetOtete mit der
Negativkontrolle behandelte Gewebe fiir die MTT-Bewertung verwendet.
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5.4.7 EpiSkin™SM KIT-Erhaltsverfahren

Die Farbe des Agarmediums fiir den Transport wurde auf seinen pH-Wert gepruft.

- orange Farbe = gut
- gelbe oder violette Farbe = inakzeptabel

Die Farbe des Temperaturindikators wurde tberprift, um sicherzustellen, dass das Kit
keiner Temperatur ber 40 °C ausgesetzt war:

- der Indikator wechselt bei 40 °Cvon weil} auf
grau Das Kit war bei Empfang in gutem Zustand.
5.4.8 EpiSkin™SM KIT-Lagerung

Die EpiSkin™SM-Einheiten wurden bei Raumtemperatur in ihrer Verpackung aufbewahrt,
bis die Vorinkubation gestartet wurde. Die Trager- und Testmedien wurden bei 2-8 °C
aufbewahrt.

55 Indikator fur mdégliche falsche Funktionsfahigkeit

Die optischen Eigenschaften des Prifgegenstands oder seine chemische Wirkung auf MTT
konnen den Test beeintréchtigen und zu einer falschen Einschdtzung der Funktionsfahigkeit
fuhren. Dies kann auftreten, wenn der Prifgegenstand durch Spulen nicht vollstdndig aus
dem Gewebe entfernt wird oder wenn er in die Epidermis eindringt. Wenn das Testmaterial
direkt auf MTT (MTT-Reduzierer) einwirkt, von Natur aus geféarbt ist oder wahrend der
Gewebebehandlung gefarbt wird, sollten zusétzliche Kontrollen verwendet werden, um eine
Storung der Funktionsfahigkeitsmessung durch den Prifgegenstand zu erkennen und zu
korrigieren.

5.5.1 Prufmethode fir mdgliche direkte MTT-Reduzierung beim Prifgegenstand

Der Priifgegenstand wurde vorgewarmt (siehe Abschnitt 5.1.3) und danach wurden ca. 50 pl
des Prufgegenstands zu 2 ml MTT 0,3 mg/ml Ldsung hinzugegeben und gemischt. Das
Gemisch wurde drei Stunden bei 37 = 1 °C inkubiert (lichtgeschutzt) und dann jede
Farbanderung beobachtet:

- Prufgegenstande, die nicht mit MTT interagieren: gelb
- Prifgegensténde, die mit MTT interagieren: blau oder lila

Wenn die Farbe der MTT-L0Osung blau oder lila wird, interagiert die Testsubstanz mit dem
MTT. Dann muss der Teil der optischen Dichte (OD) aufgrund der unspezifischen
Verringerung des MTT (d. H. unter Verwendung der abget6teten Epidermis) bewertet werden.

Der Priifgegenstand wies eine direkte Interaktion mit dem MTT auf. Die Verwendung
zusétzlicher Kontrollen war nétig.
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Zusatzliche Kontrollen fiir direkt mit dem MTT interagierende Chemikalien (MTT-Reduzierer):

Zusétzlich zum normalen Verfahren wurden 2 mit dem Priifgegenstand behandelte abgetotete
Gewebe und 2 mit Negativkontrolle behandelte abgetdtete Gewebe fiir die MTT-Bewertung
in einem Lauf verwendet (unbehandelte abgetttete Gewebe kdnnen eine geringe Restaktivitat
im Zusammenhang mit NADH und Dehydrogenase aufweisen). Die Charge der abget0teten
Gewebe unterschied sich von den Chargen der lebenden Gewebe (Chargennr. der abgetdteten
Epidermis: 19-EKIN-040). Fur diese Gewebe werden die gleichen Behandlungsschritte
befolgt wie fir die lebenden Gewebe.

Durch Wasser abgetotete Epidermis fir MTT-Interaktionselemente:

— Die lebende Epidermis wird mit 2 ml destilliertem Wasser (anstatt des
Kulturmediums) in eine Platte mit 12 Vertiefungen gelegt.

— Bei 37 °C inkubieren, 5 % CO2, > 95 % befeuchtete Atmosphare fiir 48 Std. +/- 1
Stunde. Nach der Inkubation das Wasser entsorgen.

— Tote Epidermis im Gefrierschrank bei -18 °C bis -20 °C gefroren (trocken)
aufbewahren (abgetotete Epidermis kann bis zu 6 Monate gelagert und verwendet
werden).

— Vor der Verwendung werden die abgetoteten Gewebe bei Raumtemperatur (ca. 1
Stunde in 2 ml Tragermedium) aufgetaut.

— Die weitere Verwendung von abgetoteten Geweben

ahnelt der von lebenden Geweben. Die Ergebnisse dieses
Priftests sind in Abschnitt 10.2 aufgefthrt.
5.5.2 Prufmethode zur Ermittlung des Farbpotentials des Priifgegenstands

Vor der Behandlung wurde der Prifgegenstand auf seine eigentliche Farbe oder seine
Fahigkeit, bei Kontakt mit Wasser gefarbt zu werden, bewertet (Simulation einer feuchten
Umgebung des Gewebes).

Der Prufgegenstand wurde vorgewérmt (siehe Abschnitt 5.1.3) und danach wurden ca. 10 pl
des Prufgegenstands zu 90 ul Wasser hinzugegeben und gemischt (hergestellt bei Toxi-Coop
ZRT. durch  MILLIPORE Synergy UV HF ASTM 1. F8JA80461C
Wasseraufbereitungssystem). Das Gemisch wurde bei Raumtemperatur fir 15 Minuten
geschittelt und dann auf seine Farbe geprift (mit bloRem Auge).

Die Ergebnisse dieses Pruftests sind in Abschnitt 10.2 aufgefiihrt.
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6.0 Beschreibung des Testverfahrens

6.1  Vorinkubation
Das , Trigermedium“ wurde auf 37 °C vorgewdrmt. Die geeignete Anzahl von
Testplattenvertiefungen wurde mit dem vorgewarmten Medium gefullt (2 ml pro Vertiefung).
Die Epidermiseinheiten wurden mit den Medien darunter in Kontakt mit der Epidermis in jede
vorbereitete Vertiefung gebracht und dann tiber Nacht bei 37 = 1 °C in einem Inkubator mit 5
* 1% COz2 in einer > 95% befeuchteten Atmosphére inkubiert.

6.2  Anwendung

Vor der Anwendung wurden die Hauteinheiten in ein vorgewéarmtes ,,Testmedium* gegeben
(37 °C; 2 ml pro Vertiefung).

Zwei Wiederholungen wurden fir den Priifgegenstand bzw. die Kontrolle(n) verwendet.

Priifgegenstand

Der Prifgegenstand wurde vor der Behandlung vorgewadrmt (siehe Abschnitt 5.1.3) und
danach wurden jeweils ca. 50 ul des Prifgegenstands gleichméRig auf die epidermale
Oberflache der beiden Testhauteinheiten aufgetragen. Der Priifgegenstand kann vorsichtig mit
der Pipettenspitze verteilt werden, um bei Bedarf die gesamte Epidermisoberflache
gleichmaéRig zu bedecken.

Positive und negative Kontrolle

Ein Volumen von 50 pl Positivkontrolle (Eisessig) oder Negativkontrolle (NaCl 9 g/l) wurde
unter Verwendung einer geeigneten Pipette auf die Hautoberflache aufgebracht. Die
Chemikalien wurden vorsichtig mit der Pipettenspitze verteilt, um bei Bedarf die gesamte
Epidermisoberflache gleichmé&Rig zu bedecken.

Zusétzliche Kontrollen fiir direkt mit dem MTT interagierende Chemikalien

Zusatzlich zum normalen Verfahren wurden 2 mit dem Prifgegenstand behandelte abgetotete
Gewebe und 2 mit Negativkontrolle behandelte abgetttete Gewebe fiir die MTT-Bewertung in
einem Lauf verwendet.

6.3 Einwirkung

Die Platten mit den behandelten Epidermiseinheiten wurden fur die Einwirkungszeit von 4
Stunden (z 10 Min.) bei Raumtemperatur (23,2-24,4 °C) inkubiert.

6.4  Spilen

Nach der Inkubationszeit wurden die EpiSkin™SM-Einheiten griindlich mit ca. 25 ml 1x
PBS-L6sung gespult, um den Prifgegenstand von der epidermalen Oberflache zu entfernen.
Der Rest des PBS wurde mit einer geeigneten Pipettenspitze, die mit einer Vakuumquelle
verbunden war, von der Epidermisoberflache entfernt (es wurde darauf geachtet, eine
Schédigung der Epidermis zu vermeiden).
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6.5 MTT-Test

Um die Einwirkung mit dem Priifgegenstand zu beenden, wurden die EpiSkin™SM-Einheiten
mit PBS gespilt. Danach wurden die EpiSkin™SM-Einheiten in die mit der MTT-L6sung
gefillten Vertiefungen tberfihrt (2 ml von 0,3 mg/ml MTT pro Vertiefung), und dann
lichtgeschutzt fir 3 Stunden (= 15 Min.) bei 37 £ 1 °C in einem Inkubator mit 5 £ 1% COzin
einer > 95% befeuchteten Atmosphére inkubiert.

6.6  Formazan-Extraktion
Nach der Inkubation mit MTT wurde eine Formazan-Extraktion durchgefihrt:

Eine Epidermisscheibe wurde mit einer Biopsiestanzung (im Lieferumfang des Kits enthalten)
aus der Einheit herausgeschnitten (die maximale Flache der Scheibe). Die Epidermis wurde
mithilfe einer Pinzette abgetrennt und beide Teile (Epidermis und Kollagenmatrix) wurden in
ein Rohrchen mit 500 pl angeséuertem Isopropanol (ein Roéhrchen pro Vertiefung der
Gewebekulturplatte) gegeben.

Die verschlossenen Rohrchen wurden unter Verwendung eines Vortexmischers griindlich
gemischt, um einen guten Kontakt des gesamten Materials mit dem angesduerten Isopropanol
zu erreichen, und dann Uber Nacht bei Raumtemperatur lichtgeschitzt fiir die Formazan-
Extraktion inkubiert. Nach der Inkubationsperiode wurde jedes Rohrchen nochmals mit einem
Vortexmischer durchmischt, um die Extraktion zu verbessern.

6.7  Messungen der Zellenfunktionsfahigkeit

Nach der Formazan-Extraktion wurde eine 2x200 pl Probe aus jedem Rdéhrchen in die
Vertiefungen einer Platte mit 96 Vertiefungen (entsprechend gekennzeichnet) gegeben und
die OD (Absorption / optische Dichte) der Proben mit einem Spektralphotometer (Thermo
Scientific; Multiscan FC) bei 570 nm (£ 10 nm; Auslesebereich: 0-3,5 Abs, Linearitatsbereich:
0,2908-2,6589) ausgelesen, unter Verwendung von angeséduerter lIsopropanollésung als
Blindprobe (6x200 pl).
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Auswertung der Versuchsdaten

7.1  Berechnungen der Funktionsfahigkeitsprozentsatze

Die Berechnungen wurden mit Microsoft Excel durchgefihrt.

Blindprobe:
— Der Mittelwert der 6 Blind-OD-Werte wurde berechnet.

Negative Kontrolle:

— Die einzelnen Negativkontroll-OD-Werte wurden mit dem mittleren Blind-OD-Wert
korrigiert.

OD Negative Kontrolle (ODnk1) = ODnkroh1 — ODblind mittel
OD Negative Kontrolle (ODnk2) = ODnkroh2 — ODblind mittel

Mittlere OD Negative Kontrolle (mittlere ODnk) = [(ODnk1) + (ODnk2)] / 2

— Die korrigierte mittlere OD der 2 negativen Kontrollwerte wurde berechnet: dies
entspricht einer 100-prozentigen Funktionsféhigkeit.

Positive Kontrolle:

— Die einzelnen Positivkontroll-OD-Werte wurden mit dem mittleren Blind-OD-Wert
korrigiert.

OD Positive Kontrolle (ODprk) = ODpkroh — ODblind mittel

— Die korrigierte mittlere OD der 2 positiven Kontrollwerte wurde berechnet.
— Die prozentuale Funktionsféahigkeit fur jedes positive Kontrollreplikat wurde relativ zur
mittleren Negativkontrolle berechnet:

% Positive Kontrolle 1 = (ODrkz / mittlere ODnk) %100
% Positive Kontrolle 2 = (ODpk2 / mittlere ODnk) %100

— Der Mittelwert der 2 einzelnen Funktionsprozentwerte flr die positive Kontrolle wurde
berechnet:

Mittlerer PK % = (% PK1 + % PK2) / 2
Priifgegenstand:

— Die einzelnen Priifgegenstand-OD-Werte wurden mit dem mittleren Blind-OD-Wert
korrigiert:

OD Behandeltes Gewebe (ODgc) = ODgaroh— ODblind mittel

— Die korrigierte mittlere OD der 2 Priifgegenstandswerte wurde berechnet.
— Die prozentuale Funktionsféahigkeit fur jedes Prifgegenstandsreplikat wurde relativ zur
mittleren Negativkontrolle berechnet:

% Behandeltes Gewebe 1 = (ODgc1 / mittlere ODnk) %100
% Behandeltes Gewebe 2 = (ODsc2 / mittlere ODnk) %100

— Der Mittelwert der 2 einzelnen Funktionsprozentwerte fur den Prifgegenstand wurde
berechnet:

Mittlerer BG % = (% BG1 + % BG2) / 2
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7.2

Datenberechnung fir MTT-interagierende Elemente

Prifgegenstande, die die MTT beeintrachtigen, konnen zu einer nicht-spezifischen
Reduzierung der MTT flihren. Die OD muss aufgrund nicht-spezifischer Reduktion bewertet
und subtrahiert werden, bevor die Funktionsprozentwerte berechnet werden kénnen.

Nicht-spezifische MTT-Reduktionsberechnung (NSMTT):
Gewebe 1 NSMTT1% = [(ODac1— mittlere ODank) / mittlere ODnk]
x 100 Gewebe 2 NSMTT2 % = [(ODac2 — mittlere ODank) / mittlere

ODnk] % 100 mittlere NSMTT% = (NSMTT1% + NSMTT2%) / 2

ODank: OD abgetoteter, mit negativer Kontrolle behandelter Gewebe (&hnliche
Berechnungen wie fiir mittlere ODnk)

ODaa: OD abgetoteter, mit Priifgegenstand behandelter Gewebe (Mittelwert)
ODnk: OD Negative Kontrolle

Wenn NSMTT % > 50 % relativ zur negativen Kontrolle ist: Wenn moglich missen
zusétzliche Schritte unternommen werden, oder der Prifgegenstand muss als mit dem Test
nicht kompatibel angesehen werden.

Eine echte MTT-Stoffwechselumwandlung (TODTT) wird durchgefiihrt, wenn die NSMTT
<50% ist:

TODtT = [OD77— (mittlere ODac — mittlere ODank)]
ODrt: mit Prufgegenstand behandelte funktionsféhige Gewebe

Die prozentuale relative Funktionsféhigkeit (% RV) fur jedes Priifgegenstandsreplikat
wird relativ zur mittleren Negativkontrolle berechnet:

% RV 1 = [TODrt11 / mittlere ODnk] x 100
% RV 2= [TODrr2 / mittlere ODnk] x 100

Der Mittelwert der 2 einzelnen relativen Funktionsprozentwerte fir den Prifgegenstand
wird berechnet:

Mittlerer relativer Funktionsprozentwert = (% RV1+ %RV 2)/2
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7.3  Test-Akzeptanzkriterien

» Der mittlere OD-Wert der beiden Negativkontrolle-Gewebe sollte zwischen 0,6 und 1,5
liegen.

» Die akzeptable prozentuale Funktionsfahigkeit fiir die Positivkontrolle (jedes der beiden
Gewebe) betragt 0 bis 20% (gemal’ der von ECVAM validierten Herstellerspezifikation
(Fentem et al., 1998)).

» Im Bereich einer 20- bis 100-prozentigen Funktionsfahigkeit und fir OD-Werte > 0,3, sollte
der Unterschied der Funktionsfahigkeit
der beiden Gewebereplikate 30% nicht Gberschreiten.

7.4 Interpretation der Testergebnisse

Das folgende Vorhersagemodell entspricht den von den EU-Aufsichtsbehérden gemal dem
INVITTOX-Protokoll Nr. 118 (,,EPISKINTM Skin Corrosivity Test®, aktualisiert im
Dezember 2011 / Februar 2012) vereinbarten Methoden.

Der Grenzwert von 35% und die Klassifizierungsmethode wurden in einer internationalen
Validierung dieses Kits validiert (Fentem et al., 1998).

Die Interpretation der Testergebnisse ist in der folgenden Tabelle zusammengefasst:

Tabelle 2: Das EPISKIN-Vorhersagemodell

Klassifizierung Verp_apkungsgruppe/ Kriterien fur In Vitro-Interpretation
Klassifizierungskateg.
Atzend:
Optionale Sub- Mittlere Gewebefunktion ist < 35% nach 3 Min.
Kategorie 1A Einwirkung
UN Atzend: Mittlere Gewebefunktion ist > 35% nach 3 Min.
tzend: Einwirkung und < 35% nach 1 Stunde Einwirkung ODER
Optionale Sub- . o 0
Kategorie 1B und 1C Mittlere Gewebefunktion ist > 35% nach 1 Stunde
Einwirkung und < 35% nach 4 Stunden Einwirkung
Nicht atzend: Mittlere Gewebefunktion ist > 35% nach 4 Stunden
Einwirkung
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8.0 Abweichungen des Untersuchungsablaufs

Nr. 1:

Betrifft: Datum des Abschlussberichts

Entspr. dem Untersuchungsablauf: nicht spater als 4 Wochen nach Revision und
Korrektur des Berichtsentwurfs

Abweichung: Der Abschlussbericht ist spater als 4 Wochen nach
Revision und Korrektur des Berichtsentwurfs verfligbar

Grund: Ungeplante Verzdgerung

Erwartete Auswirkung auf

Untersuchung: Keine

9.0 Anpassungen des Untersuchungsablaufs

Es gab keine Anpassungen am Untersuchungsablauf.
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10.0 Ergebnisse

10.1 Gultigkeit des Tests

» Der mittlere OD-Wert der beiden Negativkontrolle-Gewebe betrug 0,987.
» Das Ergebnis der positiven Kontrolle wies 5% Funktionsfahigkeit aus.
» Der Funktionsunterschied zwischen den beiden Gewebereplikaten:
- Negative Kontrolle: 10,1 %
- Positive Kontrolle: 5,1 %
Priifgegenstand: 3,8 %

Alle Gultigkeitskriterien lagen innerhalb akzeptabler Grenzen und daher kann die
Untersuchung als gultig angesehen werden.

10.2 Indikator fur mogliche falsche Funktionsfahigkeit

Moaogliche direkte MTT-Reduzierung beim Priifgegenstand:

Bei der Priifmethode fir eine mogliche direkte MTT-Reduzierung wurde nach drei Stunden
Inkubation eine Farbénderung beobachtet. Der Priifgegenstand hat mit dem MTT interagiert,
deshalb waren zusétzliche Kontrollen und Datenberechnungen erforderlich.

Die nicht-spezifische MTT-Reduktion (NSMTT) wurde als 4,741% ermittelt. Da die NSMTT
unter 50% lag, wurde in allen Fallen die echte MTT-Stoffwechselumwandlung durchgefiihrt
und die prozentuale Funktionsféhigkeit korrigiert.

Farbungspotenzial des Priifgegenstands:

Der Prifgegenstand zeigte keine Eigenschaften, sich bei Kontakt mit Wasser zu farben. Die
Eigenfarbe des Testobjekts ist weill und wird daher als nicht in der Lage angesehen, das
Gewebe signifikant zu farben und zu einer falschen Einschatzung der Funktionsfahigkeit zu
fihren. AulRerdem wurde der Prifgegenstand wéhrend des Spiilens vollstdndig von der
Epidermisoberflache entfernt. Zusétzliche Kontrollen und Datenberechnungen waren nicht
erforderlich. Eine Falscheinschatzung der Funktionsfahigkeit kann ausgeschlossen werden.
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10.3  Zellenfunktionsfahigkeit

Die Ergebnisse der bei 570 nm jedes Replikats gemessenen optischen Dichte (OD) und der
berechneten prozentualen Funktionsféhigkeit der Zellen sind nachstehend dargestellt:

Tabelle 3: OD-Werte und Zellfunktionsprozentsatze der positiven und negativen Kontrolle:

Kontrollen Optische Dichte (OD) Funktionsf. A%
(%)
Negative Kontrolle: 1 1,087 105 10,1
NaCl (9 g/l 2 0,937 95 I
KochsalzlGsung) Mittel 0,987 100
Positive Kontrolle: 1 0,078 8 51
Eisessig 2 0,028
Mittel 0,053
Tabelle 4. OD-Werte und Funktionsprozentsétze des Priifgegenstands (einschl. berichtigten Werten):
" Optische Dichte Funktionsf. | Relative Funktionsf. A%
Priifgegenstand (OD) TODTT (%) (%)
Wunderrein 1 0,941 0,894 95 91 38
2 0,903 0,857 92 87
Mittel 0,922 0,875 93 89
Standardabweichung (SD) 2,66 2,66 |

Tabelle 5: OD-Werte von zusatzlichen Kontrollen fir MTT-interagierenden Prifgegenstand:

Zusétzliche Kontrollen Optische Dichte (OD)
. . 1 0,057
Mit Negativkontrolle
) 2 0,055
behandelte abgetotete -
Gewebe: Mittel 0,056
NaCl (9 g/l Kochsalzlésung)
1 0,097
Mit Priifgegenstand behandelte 2 0108
abgetotete Gewebe: - ’
Wunderrein Mittel 0,103

Anmerkung: A %: Der Funktionsunterschied zwischen den beiden verbundenen Geweben:
TODrT: echte MTT-Stoffwechselumwandlung
Muittlerer Blindwert betrug 0,0402
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11.0 Diskussion und Schlussfolgerung

Scheiben von EPISKIN (zwei Einheiten) wurden mit dem Priifgegenstand behandelt und fur
4 Stunden (10 Min.) bei Raumtemperatur inkubiert. Die Einwirkung auf das Testmaterial
wurde durch Spilen mit einer PBS 1x Losung beendet. Die Funktionsfahigkeit jeder Scheibe
wurde durch Inkubation der Gewebe fir 3 Stunden (£ 15 Minuten) mit MTT-L6sung bei 37
+ 1°C in einem Inkubator mit 5 £ 1% COz2 in einer > 95% befeuchteten und vor Licht
geschiitzten Atmosphdre bewertet. Das abgeschiedene Formazan wurde dann unter
Verwendung von angesduertem Isopropanol extrahiert und spektrophotometrisch
quantifiziert.

NaCl (9 g/l Kochsalzlésung) und mit Eisessig behandelte Epidermis wurden als negative bzw.
positive Kontrollen verwendet.

Der Priufgegenstand ist ein MTT-Reduzierer, daher wurden zusétzliche Kontrollen (mit dem
Priifgegenstand behandelte abgetdtete Gewebe und mit Negativkontrolle behandelte
abgetotete Gewebe) verwendet, um eine Storung der Funktionsfahigkeitsmessung durch die
Testsubstanz festzustellen und zu korrigieren.

Fur jedes behandelte Gewebe wurde die Funktionsfahigkeit als Prozentsatz relativ zur
Negativkontrolle ausgedruckt. Der Priifgegenstand gilt als nicht atzend fir die Haut, wenn die
mittlere relative Funktionsfahigkeit nach 4 Stunden Einwirkung tber oder gleich 35% der
Negativkontrolle liegt.

Der Priufgegenstand zeigte nach 4-stindiger Einwirkung keine signifikant verringerte
Funktionsfahigkeit der Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Die durchschnittliche
Funktionsfahigkeit des mit dem Prifgegenstand behandelten Gewebes betrug 89%
(korrigierte Werte) nach 4 Stunden Einwirkung. Die Funktionsfahigkeit des mit dem
Prifgegenstand behandelten Gewebes lag nach 4 Stunden Einwirkung Uber 35% des mittleren
negativen Kontrollwerts.

Positive und negative Kontrollen zeigten, dass die erwarteten Zellfunktionswerte innerhalb
akzeptabler Grenzen liegen.

Alle Test-Akzeptanzkriterien wurden erfillt, das Experiment wurde als gultig angesehen.

Die in dieser In Vitro-Prufung auf hautdtzende Wirkung mit dem EPISKIN-Modell
(OECD 431) erhaltenen Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass der Prifgegenstand
unter den verwendeten Testbedingungen kein Hautkorrosionspotential aufweist.
Zusammenfassend kann der Prufgegenstand Wunderrein als nicht atzend fur die Haut
eingestuft werden.
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GOOD LABORATORY PRACTICE (GLP)
CERTIFICATE

It is hereby certified that the test facility

TOXI-COOP Toxicolgical Research Center Zrt.

H-1103 Budapest, Cserkesz u. 90.,
H-1045 Budapest, Berlini u. 47-49.,
H-8230 Balatonfiired, Aricsi u. 97-99.,
H-8230 Balatonfiired, Vasut u. 3.,
H-8230 Balatonfiired, Galamb u. 12/A ,
H-8230 Balatonfiired, Ady E. u. 12,
8354 Karmacs, hrsz 4150/2

is able to carry out

physico-chemical testing, toxicity studies, mutagenicity studies, environmental toxicity
studies on aquatic and terrestrial organisms, studies on behaviour in water, soil and air;
bio-accumulation studies, analytical and clinical chemistry, safety pharmacology testing,
metabolism and toxico/pharmacokinetics testing, testing of toxicological properties of
operative procedures and equipment, reproduction toxicological studies, tolerance

studies, inhalation toxicology and in vitro studies

in compliance with the Principles of GLP (Good Laboratory Practice) and also complies with

the corresponding OECD/European Community requirements.

d r. Digitalisan aldirta:
H dr. Mittner Andris
Mittner S 090525
Andra’s 05:01:24 40200
Dr. Andras Mittner
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KOPIE DER TESTSYSTEM-QUALITATSKONTROLLE

VAN #

-

EPISKIN NV D}rt’:ﬂsv{ﬂ ANW\]E OF ANALYSIS

NAME
EpiSkin™ Small / Human Epidermis (SM/13)
DESCRIPTION
0.38 cm® reconstructed epidermis of normal human keratinocytes. Cells are grown on a collagen matrix,
for 13 days
BATCH :© 19-EKIN-049
ORIGIN : Adult donors
USAGE : FOR SCIENTIFIC USE ONLY - PRODUCT OF HUMAN ORIGIN

STORAGE : This product was prepared and packaged using aseptic techniques. Store in an incubator at
37°C, 5% CO2 with saturated humidity
QUALITY CONTROLS

Control # E191892

Process mdiﬁu Result

Muiti-ayered, highly differentiated epidermis consisting of

HES stained paraffin organized basal, spinous and granular layers, and 3 Satisfactory
section muitilayered strotum comeum

Number of cell layers 2 4 9 cell layers

€50 SDS concentration,
. 1.5 mg/mL < IC50 s 3.0 mg/mL 2.9 mg/mL
BIOLOGICAL SAFETY:
On blood of the donors, we have verified the absence of HIV1 and 2 antibodies, hepatitis C antibodies and
hepatitis B antigen HBs.
On cells from the donors, we have verified the absence of bacteria, fungus and mycoplasma.
SUGGESTED EXPIRATION DATE:
December 9, 2019
|
Lyon, December 3, 2019 =
certified and released by Ansis JENSEN, Quality Control Manager ‘ o

Manufactured in accordance to the ISO9001 quality system of Episkin.
The ae of Cuds humes thsue b (2rSctly lmited 1o i Wiro tesling AR cher iraripuleom of this Basue such a5 el sction and mairtensncs of ungle ceili in
culture, ce of the thaue for o th and In humen subijects, sew strictly grobibited.

150 9001 Cartified f 10
afc
4, rue Alexander Flaning - 69366 Lyon Cedes 07 - France « T# - 35 (0)4 37 28 7200 - Fax : «33 (0)4 3728 72 22 (350 563 1]
SA aucapital de 13 608 S07 € - 432 127 565 R.C.S. Lyon « NAF - 7213 T « N* TVA Intracommuniutaire PRt o6 412 127 565
Wew epEhn. oo
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CCE-091-5M D13-5/04

NAME
EpiSkin™ Small / Human Epidermis (SM/13)
DESCRIPTION
0.38 em? reconstructed epidermis of normal human keratinocytes, Cells are grown on 8 collagen matrix,
for 13 days
BATCH  : 19-EKIN-040
ORIGIN : Adult donors
USAGE : FORSCIENTIFIC USE ONLY - PRODUCT OF HUMAN ORIGIN

STORAGE : This product was prepared and packaged using aseptic technigues. Store in an incubator at
37°C, 5% CO2 with saturated humidity

QUALITY CONTROLS
Control # £191524
Process Specification Result
Multi-layered, highly differentiated epidermis consisting of
HES stained paraffin organized basal, spinous and granular layers, and a Satisfactory
section multilayered stratum corneum
Number of cell layers 2 4 8 cell layers
HisTowoay
Icso SDS concentration,
MTT test. 1.5 mg/ml < IC50 < 3.0 mg/mlL 23 mg/ml
BIOLOGICAL SAFETY:
On blocd of the donors, we have verified the absence of HIVI and 2 antibodies, hepatitis C antibodies and
hepatitis B antigen H8s.
On cells from the donors, we have verified the absence of bacteria, fungus and mycoplasma
SUGGESTED EXPIRATION DATE:
October 7, 2019
Lyon, October 1, 2019

Certified and released by Michel BATAILLON, Quality Control Manager

Manufactured in accordance to the ISO9001 quality system of Episkin.

The use of this hume tnaue 5 stricthy lmited to M WEro tmteg Al otfer manguiebonm of this busoe sud® 4 el aclion sivd matrtenance of ungle ceibs in
cultire, e of the trsue for dlegrosts or therapeutit purposes and in humee wilpecty, we (e ty peobibsted

IS0 9001 Certifed 330
4, rue Alesander Heming - 0366 Lyo Cedex 07 - France - Té1 . +33 (0)4 3726 72 00 - #ax | «33 (9)4 37 28 72 2% crEnn
SA au capital G 13 608 807 € - 412 227 $68 WCS Lyow - NAS © 2112 1 .
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HISTORISCHE KONTROLLDATEN

Tabelle 6: Historische Kontrolldaten

Historische Kontrolldaten
(Zeitraum 2013-2019 Dezember)

Daten Negativkontrolle Daten Positivkontrolle
NaCl (9 g/l Kochsalzlésung) Eisessig
Optische Dichte (OD) Optische Dichte (OD) Funktions-%
Mittel 0,999 0,024 3
Minimal 0,571 0,002 0
Maximal 1,614 0,084 10
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