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Untersuchungs-Nr.: 08.8.5-0024 Z

Auftraggeber: Siehe Anschrift

Untersuchungsgut: Armilla Materialmuster

Untersuchungszeitraum: 04. Marz — 10. M&rz 2008

Untersuchungsziel:

Zytotoxizitatsprifung in-vitro an L 929 Maus-Fibroblasten:

Prafrichtlinie: Biologische Bewertung von Medizinprodukten

DIN EN I1SO 10993-1: 2003-12
DIN EN ISO 10993-5: 1999-11
DIN EN 1SO 10993-12: 2005-03

DIN EN ISO 105-E04: 1996-08

.Beurteilung und Prufungen*
~Prufungen auf in-vitro-Zytotoxizitat"
~Probenvorbereitung und
Referenzmaterialien*

.Farbechtheit gegen Schwei3"

Der Untersuchungsbericht umfasst 5 Seiten.

Das Untersuchungsergebnis bezieht sich nur auf die eingereichte Probe. Es darf nicht auszugsweise, sondern nur in seinem vollen Umfang weitergegeben werden. Eine
Benutzung des Untersuchungsberichts zu Werbezwecken oder die Veroffentlichung freier Interpretationen der Ergebnisse ist nur mit ausdrucklicher Genehmigung der
Priifstelle zuléssig. Restliches Untersuchungsgut wird nach 3 Monaten vernichtet. Es gelten unsere AGB, www.hohenstein.de/pdf/agb.pdf.

Die Identitat der Testmaterialien kann von uns nicht geprift werden. Die Kennzeichnung im Prifbericht erfolgt grundsatzlich anhand der vom Auftraggeber vorgegebenen
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Grundsatzliche Vorbemerkung

Mit Biokompatibilitatsuntersuchungen nach DIN EN ISO 10993 wird die Gewebevertraglichkeit
von Produkten geprift, die u.a. auf intakter Haut angewendet werden und in direktem Kontakt
zur Koérperoberflache stehen. Die Prifung auf Zytotoxizitat (nach DIN EN ISO 10993-5) ist als
Basis fur alle Medizinprodukte anerkannt und erforderlich. Durch den Einsatz von Zellkulturen
ist es moglich, aus den gepriften Produkten herauslésbare toxische Substanzen
nachzuweisen. Dies wird mit dem Begriff "Zytotoxizitat" bezeichnet. Die Zytotoxizitatsprifung
liefert damit erste Anhaltspunkte fiir die biologische Vertraglichkeit des eingesetzten Produktes.
Die Freisetzung toxischer Substanzen aus einem Textilprodukt mit Hautkontakt ist
Voraussetzung fur die Entstehung einer Hautirritation.

Die Prifung auf Zytotoxizitat erlaubt die Beurteilung eines Gefahrenpotenzials zur Hautirritation.
Dieses wird als Summenparameter erfasst. Der Test ist keine Analytik zu den irritations-
auslésenden Einzelsubstanzen oder auf allergieauslésende Substanzen.

Untersuchungsziel

Ziel der Studie:

Mit dieser in-vitro Prufung wird das zytotoxische Potenzial des Prifmaterials untersucht. Die
Prifung erfolgt mit der Maus Zelllinie L 929 in deren Nahrmedium unterschiedliche
Konzentrationen des Schweil3extraktes der Prifmaterialien gegeben wurden. Die Vitalitat der
Zellen bzw. potenzielle zelltoxische Wirkung des Prifmaterials wird durch die Bestimmung des
Proteingehaltes der behandelten Zellkulturen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollkulturen
quantitativ bestimmt.
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Methode

Zur Prifung nach DIN EN ISO 10993-5 wurden am Forschungsinstitut Hohenstein
SchweilRextrakte des Untersuchungsgutes hergestellt. Dazu wurde das Untersuchungsgut mit
einer sauren Schweil3lédsung nach Norm DIN EN ISO 105-E04 24 Std. bei 37° C unter leichtem
Schiitteln inkubiert. Der hieraus entstandene so genannte SchweilRextrakt wurde auf pH 7,3 —
7,4 eingestellt und sterilfiltriert. Bindegewebszellen L 929 wurden 68 — 72 Std. mit dieser
LAsung in Verdiunnungsstufen von 33,3 % - 4,4 % behandelt.

Nach der Inkubationsperiode wurde der Proteingehalt der Kulturen mit dem der Kontrollen
verglichen und daraus das Zellwachstum in Anwesenheit des Prifmaterials ermittelt. In
Gegenwart zelltoxischer Substanzen zeigen sich veradnderte Proliferations- und Teilungsraten
der Zellen (Wachstumsinhibitions-Test).

Die Zellen
Die Durchfiilhrung der Studie erfolgte mit L 929 Zellen (ATCC Nr. CCL1, NCTC Klon 929 L
(DSM2)) aus dem Bindegewebe der Maus. Diese Zelllinie wird seit vielen Jahren erfolgreich fir

in vitro Experimente benutzt. Sie zeichnet sich durch eine gute Klonierungsfahigkeit sowie
durch eine hohe Proliferationsrate aus.

Testgruppen

1. Lésungsmittelkontrolle  Phosphat-gepufferte Ldosung (PBS) verdinnt in DMEM mit
10 % FKS entsprechend des Prifmaterials

2. Positivkontrolle DMSO (5 %) in DMEM mit 10 % FKS
3. Negativkontrolle DMEM mit 10 % FKS
4. Prufmaterial Konzentrationen des Prifmaterials in DMEM mit 10 % FKS:

4,4 %, 6,6 %, 9,9 %, 14,8 %, 22,2 % und 33,3 %

Eine Positiv- und eine Negativkontrolle wurden in dem Experiment mitgefuhrt, um die Validitat
des Testsystems zu bestatigen.

Bewertung der Ergebnisse

Nach Borenfreund und Borrero (Literatur: Borenfreund, E. und Borrero, O., Cell Biol Toxicol.
1984 Oct;1(1):55-65) kann der Proteingehalt der Zellkulturansatze als Mal} fir das Wachstum
der L 929 Mausfibroblasten bzw. fir eine Wachstumshemmung in Gegenwart zelltoxischer
Substanzen dienen. Als eindeutig zelltoxischer Effekt wird hierbei eine Wachstumshemmung
von mehr als 30 % im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle gewertet. Dies wird in der Regel bei
der hdchsten Extraktionsstufe von 33,3 % des SchweilRextraktes erreicht.
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Schweil3extrakte wurden von folgendem Artikel hergestellt:

Probe Nr. Artikel
08.8.5-0024 Armilla Materialmuster
Bemerkung:

Die Geruchsprifung erfolgte durch mehrere Prifer. Dabei wurde bei der Probe kein Geruch
festgestellt.

Die Schweil3extrakt-Prifung erfolgte durch mehrere Prifer. Dabei wurde mit bloRem Auge beim
Schweil3extrakt keine Verfarbung beobachtet.

Ergebnisse
Probe Nr. 08.8.5-0024
Rel. Proteingehalt: OD [540nm]
Wachstums-
X * S hemmung
in %
Leerwert: 0,1793
Positivkontrolle: 0,2662 * 0,0259 94
Negativkontrolle: 1,8314 * 0,0555 0
Loésungsmittelkontrolle:
33,30% 1,6404 * 0,0654 0
22,20% 1,7195 * 0,0651 0
14,80% 1,7288 * 0,0298 0
9,90% 1,7166 * 0,0098 0
6,60% 1,7427 * 0,0341 0
4,40% 1,7699 * 0,0725 0
Mittelwert 1,7196
Prufmaterial:
33,30% 1,4766 * 0,0278 11
22,20% 1,6748 * 0,1217 5
14,80% 1,7119 * 0,0470 1
9,90% 1,8367 * 0,1104 0
6,60% 1,8392 * 0,0515 0
4,40% 1,8858 * 0,0642 0

X entspricht dem Mittelwert aus Mehrfachmessungen.
s entspricht der Standardabweichung.
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Anmerkung

Probe Nr. 08.8.5-0024: Armilla Materialmuster

Unter den angegebenen Bedingungen zeigte der Schweil3extrakt der Probe eine
Wachstumshemmung von 11 % im Zytotoxizitatstest. Dies bedeutet, die Probe zeigt keine
biologische Aktivitat. Daraus ist zu schlieRen, dass im angegebenen Gebrauch dieses
Untersuchungsgutes keine zelltoxischen Substanzen freigesetzt werden, die bei Hautkontakt
zu Irritationen fiihren kénnen.

Die Prifung auf Zytotoxizitat erlaubt die Beurteilung eines Gefahrenpotenzials zur Hautirritation.
Dieses wird als Summenparameter erfasst.

Als verbindlich gelten nur die Angaben im unterzeichneten Prifbericht.

Schloss Hohenstein, 11. Méarz 2008

Die Leiterin des Laboratoriums
fur Hygiene und Biotechnologie

Der Abteilungsdirektor des Instituts
fur Hygiene und Biotechnologie

PD Dr. Dirk Hofer Dipl.-Biol. Jutta Secker



