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VIITATEN: IN VITRO IHOARSYTTAVYYSTESTAUSRAPORTTI

Oheisena NaturaPuran toimittaman 100% puuvillakangasmateriaalin in vitro ihoérsyttavyystestauksen
testausraportti.

Testi tehtiin kdyttden Skinethic’n ihmisen epidermiskudosmallia testaussuunnitelman mukaisesti ja
GLP:ta noudattaen.

Testin tulokset osoittavat, ettd materiaali ei ole ihmisen ihoa &rsyttava.
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JOHDANTO

Kuten testaussuunnitelmassa on kuvattu, ihodrsyttavyyden in vitro-testaus on nopea ja
edullinen keino tutkia kankaan mahdollisia arsyttdvia ominaisuuksia. Testauksen kuvaus,
tulokset ja tulkinta perustuvat kemiallisten aineiden akuuttiin arsyttavyystestiin, kuten
testaussuunnitelmassa on kuvattu.

TESTAUKSEN KUVAUS

1. 12 kpl RHE-kudoksia (RHE/S/17. erénro: 09 022A 0704) esi-inkuboitiin SKkinEthic’n
kasvatusmediumissa (erdnro: 0907 011J 440) yon vli.

2. Testiartikkeli (0.5 cm?) ja kontrollinaytteet laitettiin kudosten paalle. Kolme kudosta
kaytettiin yhden péaivan testiin ja kolme kolmen péivan testiin. Negatiiviseksi
kontrolliksi laitettiin Dulbeccon fosfaattipuskuroitua saliinia (DPBS, 16 pl) kudosten paalle,
ja sen paélle aseteltiin pala nylonverkkoa (0.5 cm? tunnetusti ei-arsyttava). Positiiviseksi
kontrolliksi laitettiin 0.8% natriumdodekyylisulfaattia (SDS, Sigma L4509, tunnetusti
arsyttava) ja samanlainen nylonverkko kuin negatiivisessa kontrollissa. Ennen testiartikkelin
laittamista kudoksen pé&élle testiartikkeli kasteltiin viljelymediumissa. Kolme kudosta
(inserttid) kaytettiin kuhunkin aikapisteeseen ja kontrolleiksi. Niista kaksi kéytettiin solujen
elavyystestaukseen (MTT) ja yhdesta tehtiin histologinen tutkimus. Kontrolleja altistettiin 72
tunnin aikapisteeseen asti.

3. Kudoksia inkuboitiin viljelymediumissa soluviljelykaapissa (kosteutetussa ympéristossa, 37
°C, 5% CO, ja 95% ilma, yhden paivén ja kolmen paivan ajan).

4. Inkubointiajan lopulla kudokset pestiin DPBS:II4 ja siirrettiin 24-kuoppalevylle.

5. Sitten kudoksia inkuboitiin 300 upl:issa MTT:td (1 mg/ml, laimennettu Skinethic’n
yllapitomediumiin, erdnro 0907 011J 439) kolmen tunnin ajan (37 °C, 5% CO, ja 95% ilma,
kosteutettu ymparisto).
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6. Inkuboinnin lopulla kudokset siirrettiin uudelle 24-kuoppalevylle, johon oli jo pipetoitu 800
I isopropanolia per kaivo, ja sen jalkeen lisattiin vield 700 pl isopropanolia kudosten péélle
(insertin sisalle), ja inkuboitiin kaksi tuntia huoneen lammadssa varovaisesti ravistellen (150
rpm).

7. Inkuboinnin loputtua pipetoitiin 96-kuoppalevylle 3 x 200 pl uuttoliuosta per kaivo (= 3
kaivoa per kudos eli 2 rinnakkaista per kudos). Isopropanolia kéytettiin taustakontrollina.

8. Isopropanoliuuton optinen tiheys (OD) luettiin 96-kuoppalevyspektrofotometrilla (Hidex
Chameleon V monilevylukija) aallonpituudella 540 nm.

9. Mittausdata tallennettiin ja tulostettiin MicroWin 2000:n avulla.

10. Histologista tutkimusta varten kudokset fiksoitiin 4% formaliiniin. Néytteistd tehtiin
parafiinileikkeet rutiinimentelmén avulla. 5 pm paksut parafiinileikkeet dehydroitiin ja
varjattiin - hematoksyliini-eosiinilla (HE). Kudosten histologinen tarkastelu tehtiin
mikroskoopilla (Olympus BX60).

TULOKSET JA POHDINTA

Kuvasssa 1 on esitetty MTT:11a mitatun solujen eldvyyden tulokset. Kuvasta voidaan nihda,
ettd MTT mittaustulos 24 tunnin jalkeen on huomattavasti korkeampi kuin mittaustulos 72
tunnin jélkeen sek& positiivisen kontrollin tulos, ja jopa korkeampi kuin negatiivisen
kontrollin tulos 72 tunnin jalkeen. Tama viittaisi siihen, ettei testiartikkeli ole arsyttava ko.
aikapisteessa.

Figure 1: Viability of reconstituted human epidermis
after exposure of organic fabric
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MTT:n mittaustulos 72 tunnin jalkeen on matalampi kuin negatiivisen kontrollin tulos,
viitaten siihen, ettd jostain syysta testiartikkeli olisi ko. aikapisteessd arsyttava. Kuitenkin,
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kun tutkittiin tarkemmin MTT:n varjaytymaa, nahtiin, ettei se pida paikkaansa. Kuvasta 2
voidaan nahda, ettd kudokset, joita oli altistettu testiartikkelille 72 tunnin ajan (kaksi
vasemmanpuoleista inserttid) olivat vain osittain varjaytyneet MTT:1l4.

Kuva 2. Testiartikkelille 72 tuntia altistettujen kudosten MTT-varjaytymét

Lahes puolet kudoksesta ei ollut lainkaan vérjaytynyt (verrattavissa positiiviseen kontrolliin,
PC) osoittaen sen, ettd kudos oli kuollut. Tarkkaa syyta ilmidlle ei tiedetd. Kuitenkin, kun
kaksi kudosta kéyttaytyi tdysin samanlailla, ei voi olla kyseessa ilmakupla tai muu tyon
suorituksesta johtuva virhe. Uskottavin selitys tahdn on se, ettd suhteellisen paksu
kangasndyte esti ilman tai hapen esteettomdn p&&syn kudoksiin, aiheuttaen kudosten
osittaisen kuoleman. Vastaavaa ilmifta ei tapahtunut negatiivisessa kontrollissa, koska siina
kaytettiin paljon ohuempaa nylonmateriaalia. Niissd osissa kudoksista, jotka varjaytyivat
MTT:II4, varin intensiteetti on lahes sama kuin negatiivisessa kontrollissakin osoittaen sen,
ettd kun kudos saa tarpeeksi ilmaa tai happea, sen eldvyys on yhta hyva kuin negatiivisessa
kontrollissa. Tasta johtuen kuvassa 2 nakyva vérjaytyma osoittaa ettd testiartikkeli ei ole
arsyttava 72 tunnin altistuksen jalkeen.

Kuvissa 3A, 3B, 3C ja 3D on esitetty testiartikkelille altistettujen kudosten ja
kontrollikudosten histologinen tarkastelu. Histologian tulokset vahvistavat MTT-testauksessa
saadut tulokset. 24 tunnin altistuksen jélkeen epidermiksen histologinen rakenne ja
solurakenne (Kuva 3A) ovat lahes samanlaiset kuin negatiivisessa kontrollissa (Kuva 3C). 72
tunnin altistuksen jalkeen (Kuva 3B), solujen hajoamista oli havaittavissa. Positiivisessa
kontrollissa (Kuva 3D), ei ollut havaittavissa juuri lainkaan elavié soluja.
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Kuva 3B: ihmisen epidermiskudosmalli, altistettuna testiartikkelille 72h ajan.

Kuva 3C: ihmisen epidermiskudosmalli, negatiivinen kontrolli (DPBS).
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Kuva 3D: ihmisen epidermiskudosmalli, positiivinen kontrolli (0.8% SDS).

JOHTOPAATOKSET

NaturaPuran toimittama 100% orgaaninen puuvillakangas ei ole ihmisen ihoa arsyttava
Skinethic’n ihmisen epidermiskudosmallitestill& testattuna.
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