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DATUM: 14.12.2022

ODBORNY POSUDEK ke zkou$ce stanoveni cytotoxicity in vitro.

PREDMET ZADOSTI:
K Vasi zadosti ze dne 23.11.2022 o provedeni zkousky stanoveni cytotoxicity in vitro, Vam
sdélujeme:

PREDLOZENY VZOREK:
VZ 3/22/118: Prusament Resin Biobased60 Natural Yellow — post cured 10 min

Vyrobce:

Prusa Research a.s.
Partyzanska 188/7A
170 00 Praha 7
Cesks republika

PREDLOZENA DOKUMENTACE;:
Dokumentace nebyla ptedloZena.

PROVEDENE ZKOUSKY:
Zkouska stanoveni cytotoxicity byla provedena dle SOP ¢. 1/3 Zkousky na cytotoxicitu in vitro
(CSN EN ISO 10993-5: 2010 Cast 5, ¢lanky 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8.1, 8.2, 8.3, 8.5, 9, 10, Pfiloha A).

Piedlozeny vzorek byl spotfebovan na uvedené vysetieni.

ODBORNE POSOUZEN: )
Zkouska byla provedena ve Zku$ebni laboratofi ¢. 1206, akreditovana CIA, Centrum toxikologie
a zdravotni bezpeénosti.

ZAVER:
Za podminek testu extraktu je vzorek VZ3/22/118 necytotoxicky.

N

MUDr. Dagmar Jirova, CSc.
o vedouci
ha 10 Centrum toxikologie a zdravotni bezpeénosti

Srobarova 49/48 Tel: +420 267 081 111 E-mail: zdravust@szu.cz
100 00 Praha 10 , URL: www.szu.cz



PRILOHA:
Protokol o vysledku laboratornich zkouSek ¢&. 3/22/118 — Protokol o zkoudce stanoveni

cytotoxicity
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Centrum laboratornich éinnosti L 1206

Laboratore toxikologie

Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10
Tel.: +420 267082439 E-mail: hana.bendova@szu.cz

Zku$ebni laboratof &. 1206, akreditovana CIA podle normy €SN EN ISO/IEC 17025:2018

Protokol o vysledku laboratornich zkousek ¢.3/22/118

Zadavatel: Prusa Polymers a.s.
Adresa: Partyzanska 188/7A, 170 00 Praha 7
Referenéni &islo: SZU/15973/2022

Vzorek
Nazev:

VZ 3/22/118: Prusament Resin Biobased60 Natural Yellow - post cured 10 min

Vysetreni
SOP 1/3  Zkousky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN 1SO 10993-5: 2010 Cast 5, &lanky 1,
2,3,4,56,7,81,8.2,8.3, 85,9, 10, Priloha A)
Datum pfijmu vzorku: 28.11.2022
Datum provedeni zkousky: 30.11. - 7.12.2022
Datum vyhotoveni protokolu: 13.12.2022

Celkovy pocet stran: 5 @\m\
\

Schvalil technicky vedouci: RNDr. Hana Bendova, Ph.D.

Zkousky byly provedeny na adrese laboratofe. Vysledky zkousek se vztahuji ke vzorku, jak
byl pfijat od zakaznika a tykaji se pouze pfedmétu zkousky. Tento protokol o zkousce
nenahrazuje jiné dokumenty ani schvaleni vyrobku. Bez pisemného souhlasu zkusebni

laboratofe se nesmi protokol reprodukovat jinak nez cely.
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PROTOKOL O ZKOUSCE
STANOVENi CYTOTOXICITY

Zku$ebni pracovi$té: Laboratofe toxikologie (Centrum laboratornich Einnosti, Statni
zdravotni Ustav Praha, Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10).

Zkouska byla provedena dle SOP 1/3 Zkougky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN 1SO
10993-5: 2010 Cast 5, ¢lanky 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8.1, 8.2, 8.3, 8.5, 9, 10, Piiloha A).

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

ZPRAVA O PROVEDENI TESTU ( TEST REPORT )

TESTOVANY VZOREK (oznaé. V2)

VZ 3/22/118: Prusament Resin Biobased60 Natural Yellow - post cured 10 min

Zadavatel: Prusa Polymers a.s.
Partyzanska 188/7A

170 00 Praha 7

BUNECNA LINIE

Mysi fibroblasty - linie Balb/c 3T3-L1 (Evropska sbirka bunéénych kultur, Velka Britanie,
ECACC No0.86052701), pasaz 86-88, bez mykoplazmat (qPCR).

KULTIVACNi MEDIUM

D-MEM (Dulbeccova modifikace minimalniho esencialniho media dle Eaglea, LONZA,
¢islo $arze 1018146) s obsahem antibiotik (PNC 100 IU/ml, STM 100 pg/ml, LONZA,
Cislo $arze 21MB 041) obohacené 10% inaktivovaného teleciho séra (GIBCO, Cislo
Sarze 2199647), pH 7.2, Cerstvé pripravené, ne starsi nez 1 tyden.
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KONTROLY
e POZITIVNI KONTROLA (PK)
Material, ktery vyvolava reprodukovatelnou cytotoxickou reakci:

Laurylsiran sodny (SLS - Dodecyl sulfate sodium salt, SIGMA), finalni koncentrace v
kultivanim mediu bez séra 1, 10, 20 pg/ml.

o NEGATIVNi KONTROLA (NK)

Material, ktery nevyvolava cytotoxickou reakci: Hydron - poly[(2-hydroxyethyl)
methakrylat] (Ustav makromolekularni chemie AV CR, Praha). Extrakt byl pfipraven v
poméru 3 cm? plochy vzorku na 1 ml extrakéniho &inidla (D-MEM se sérem) dle CSN
EN ISO 10993-12

e KONTROLA REAGENCIi (RK)

Extrakéni €inidlo bez zkouSeného materialu podrobené extrakénim podminkam:
Kultivaéni medium se sérem.

e KONTROLA BUNEK (KIK bez séra)
Kultivaéni medium se sérem/bez séra.

METODIKA TESTU
o PROCEDURA TESTU EXTRAKTU

Ke kultivaci byly pouzity desti¢ky s plochym dnem pro tkarnové kultury 8x12 jamek
(TPP). Jako buné&ény substrat slouzila bunééna linie 3T3, suspenze 10°bunék v 1 ml
kultivaéniho media, inokulace 0,1 ml suspenze (1 x 10% bunék) do 1 jamky. Kultivaéni
podminky: 37°C, 7,5% COz2 (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 zaloZzenych v kvadrupletech bylo po 24 hodinové prekultivaci
odstranéno kultivaéni medium a pfidano 0,2 ml extraktu z experimentalniho vzorku,
resp. jeho fedéni, resp. kontrolnich vzorkll (PK, NK, RK, K). Nasledovala kultivace 24
hodin (37°C, 7,5% COz2 ) a obarveni neutralni ¢erveni dle protokolu INVITTOX &. 46 (0,
2 ml roztoku neutralni &ervené na jamku, inkubace 3 hod, fixaéni roztok
ethanol/kyselina octova). Po ukonéeni kultivace byla stanovena cytotoxicita
kvantitativné (fluorimetricky) na zakladé inkorporace vitalniho barviva (neutralni ¢erven).

PRIPRAVA EXTRAKTU

Extrakt byl pfipraven v poméru 3 cm? plochy vzorku na 1 ml extrakéniho €inidla (D-
MEM se sérem) dle CSN EN ISO 10993-12. Extrakce probihala 24 hodin, pfi 37°C,
v uzavienych kultivadnich lahvich za aseptickych podminek dle CSN EN ISO 10993-5.
Extrakt byl pfipraven Cerstvy a pouZit do testu do 24 hodin po ukonéeni extrakce.
Pripraveny 100% extrakt byl dale fedén kultivagnim mediem se sérem.

o STANOVENI CYTOTOXICITY

Po ukonéeni kultivace byl zjistén stupen cytotoxicity (kvantitativni  snizeni
Zivotaschopnosti bunék) fluorimetrickou metodou. Fluorimetrickd metoda stanoveni
cytotoxicity je zaloZena na inkorporaci vitalniho barviva (neutralni Eerven) do.Zivych

bunék (neutral red uptake) a detekci fluorescence v systému excitaéniho (530 nm) a
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emisniho filtru (590 nm) pfi prichodu studeného svétla. Pro detekci emitované
fluorescence a méreni fluorescenénich jednotek byl pouzit fluorescenéné-luminiscenéni
reader BioTek FLX800TBI. Stupef cytotoxicity je vyjadfovan v % detekované
fluorescence v kultufe s pfitomnosti testované latky vi¢&i kontrolni kultufe bez
pritomnosti testované latky. (Ref.: Rat, P. et al. (1994). New in vitro fluorimetric
microtitration assays for toxicological screening of drugs. Cell Biology and Toxicology,
10, 329-337).

VYPOCET

Pfi kvantitativhim stanoveni fluorimetrickou metodou je Zivotnost kultury uréena
vypoétem:

prameér FSU vzorku — primér FSU blanku
Zivotnost kultury (%) =

pramér FSU kontroly — primér FSU blanku

Primérné hodnoty fluorescence vyjadiuji u kazdé skupiny priimérnou hodnotu
fluorescence ze v8ech &tyf jamek po odeCtu primeérné hodnoty fluorescence osmi
jamek s fixaénim roztokem (blank). Vlastni stanoveni cytotoxicity vyjadiuje procento
zivotnosti kultury ve skupiné pokusné i kontrolni (VZ, PK, RK, NK) vi¢i soubézné
kontrole (K).

Stupen toxicity extraktu:

ZiNioInost TOYE 8 VICR: v inimsssammsssssmssi s s i s necytotoxicky
zivotnost vy88i nebo rovna 50% a niz8i nez 70%.................. mirné cytotoxicky
zivotnost vy3$8i nebo rovna 30% a nizsi nez 50%................. stfedné cytotoxicky
Zivotnost NIZ8i NEZ 30%0.......eeeeiiieieeee e silné cytotoxicky
VYSLEDKY

e CYTOTOXICITA - STANOVENI FLUORIMETRICKY

Testc.1
Vzorek €. Fluorescence (FSU) Relativné ke kontrole
redéni extraktu pramér % kontroly
VZ 3/22/118
5% 4240,5 791
10% 4291,0 80,0
25% 4212,3 78,5
50% 4036,3 75,3
100% 4514,5 84,2
K 53635 100,0
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PK - SLS

1 pug/mi 5094,6 g53
10 pg/mi 857,9 16,1
20 pg/mi 275,5 5.2
K bez séra 5344,8 100,0
NK 5739,1 99,7
RK 6225,6 108,1
K 5757,9 100,0
Test ¢.2
Vzorek €. Fluorescence (FSU) Relativné ke kontrole
redéni extraktu prumeér % kontroly
VZ 3/22/118
5% 37440 88,6
10% 3762,9 89,1
25% 3707,6 87,8
50% 3682,1 87,2
100% 3350,4 79,3
K 42246 100,0
PK - SLS
1 pg/mi 3409,1 89,2
10 pg/ml 395,9 10,4
20 pg/ml 373,3 9,8
K bez séra 3821,8 100,0
NK 44251 97,2
RK 4300,9 94,5
K 4550,9 100,0
Zkousku provedli: RNDr. K. Kejlova, Ph.D., J. Losova /,/n
Za provedeni testu: RNDr. K. Kejlova, Ph.D. 4 < 2\

-------------------- konec protokolu-----------------t-
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