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ODBORNY POSUDEK ke zkouice cytotoxicity in vitro a zkouSce stanoveni koZni
drazdivosti na ¢lovéku.

PREDMET ZADOSTI: '
K Vasi zadosti ze dne 18.6.2020 o provedeni zkousky cytotoxicity in vitro a zkousky stanoveni
koZni draZdivosti na ¢lovéku, Vam sdélujeme:

PREDLOZENE VZORKY:
VZ 3/20/123: Tkanina 1/1
VZ 3/20/124: Tkanina 1/2

Vyrobce:

Unipetrol vyzkumné vzdélavaci centrum, a.s.
Revoluéni 1521/84

400 01 Usti nad Labem

Ceska republika

PREDLOZENA DOKUMENTACE:
Dokumentace nebyla pfedloZena.

PROVEDENE ZKOUSKY:

ZkouSka stanoven{ cytotoxicity byla provedena dle SOP &, 1/3 Zkousky na cytotoxicitu in vitro
(CSN ENISO 10993-5: Cést 5, élénky 1,2, 3,4, 5, 6,7, 8.1, 8.2, 8.3, 8.5, 9, 10, P¥iloha A).
Zkouska stanoveni koZni drazdivosti na &lovéku byla provedena dle SOP &. 2/3 Zkousky na
drazdivost a precitlivélost oddaleného typu (CSN EN ISO 10993-10: Cést 10, &lanky 1, 2, 3, 4,
5,602,623, 64, 6.5, 7.5, Pfiloha A, B.1, B.2, C, E, F) — zkouska kozni drazdivosti ve skupiné
dobrovolnika.

Predlozené vzorky byly spotiebovany na uvedena vysetieni.
ODBORNE POSOUZENI:

Zkousky byly provedeny ve ZkuSebnich laboratofich & 1206, akreditované CIA, Centrum
toxikologie a zdravotni bezpeénosti.

TELEFONNI CISLO USTREDNY: 267 081 111 BANKOVN{ SPOIENT: 1730101/0710 IC: 75010330
FAX: 272 744 354



ZAVER;

Za podminek testu extraktu VZ 3/20/123 neni cytotoxicky.

Za podminek 100% extraktu VZ 3/20/124 je mirné cytotoxicky, 50% a 25% extrakty jsou
necytotoxickeé.

ZkouSeny materidl VZ 3/20/123 neni vyznamné koZni drazdidlo.
ZkouSeny material VZ 3/20/124 neni vyznamné kozni drazdidlo.

</

VY ‘X
MUDr. Dagmar Jirova, CSc.
vedouci

Centrum toxikologie a zdravotni bezpeénosti

Zpecnosti

PRILOHY:
Protokol o vysledku laboratornich zkousek & 3/20/123-124 — Protokol o zkousce stanoveni
cytotoxicity

Protokol o vysledku laboratornich zkousek ¢&. 3/20/123-124 — Protokol o zkousce stanoveni kozni
drézdivosti na ¢lovéku
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Laboratore toxikologie

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

Zkus$ebni laboratot &. 1206, akreditovana CIA podle normy CSN EN ISO/IEC 17025:2018

Protokol o vysledku laboratornich zkousek €.3/20/123-124

Zadavatel: Unipetrol vyzkumné vzdélavaci centrum, a.s.
Adresa: Revoluéni 1521/84, 400 01 Usti nad Labem
Referencni cislo: CTZB 187-7138/2020

Vzorek
Nazev:
VZ 3/20/123: Tkanina 1/1
VZ 3/20/124: Tkanina 1/2
Vysetreni

SOP 1/3 Zkousky na cytotoxicitu in vitro (CSN EN ISO 10993-5: 2010 Cast 5, &lanky 1,
2,3,45,6,7,81,8.2,8.3, 85,9, 10, Priloha A)

Datum pfijmu vzorku: 22.6.2020
Datum provedeni zkousky: 24.6. - 1.7.2020

Datum vyhotoveni protokolu: 14.8.2020

Celkovy pocet stran: 5 : \“ ')S\ /
Scvalil 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 schvéaleni vyrobku. Bez pisemného souhlasu zkuSebni
laboratore se nesmi protokol reprodukovat jinak nez cely.
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PROTOKOL O ZKOUSCE
STANOVENI CYTOTOXICITY

Zkusebni pracovisté: Laboratofe 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: Cast 5, ¢lanky 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8.1, 8.2, 8.3, 8.5, 9, 10, Priloha A).

Byl proveden: test cytotoxicity extraktu z materidlu vzork(i - TEST EXTRAKTU.

ZPRAVA O PROVEDENI TESTU ( TEST REPORT )

TESTOVANY VZOREK (oznaé. VZ)
VZ 3/20/123: Tkanina 1/1

VZ 3/20/124: Tkanina 1/2

Zadavatel: Unipetrol vyzkumné vzdélavaci centrum, a.s.
Revoluéni 1521/84
400 01 Usti nad Labem

BUNECNA LINIE

Mysi fibroblasty - linie Balb/c 3T3-L1 (Evropska sbirka buné&énych kultur, Velké Britanie,
ECACC No.86052701).

KULTIVACNI MEDIUM

D-MEM (Dulbeccova modifikace minimalniho esencialniho media dle Eaglea, LONZA,
Cislo SarZe 734457) s obsahem antibiotik (PNC 100 IU/ml, STM 100 pg/mil, LONZA,
Cislo Sarze 6MB 057) obohacené 10% inaktivovaného teleciho séra (GIBCO, é&islo
Sarze 1794524), pH 7.2, Cerstvé pfipravené, 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
kultivaénim mediu 1, 10, 20 pg/ml.

o NEGATIVNIi KONTROLA (NK)

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

o KONTROLA REAGENCIi (RK)

Extrakéni Cinidlo bez zkouseného materialu podrobené extrakénim podminkam:
Kultivacni medium bez séra.

e KONTROLA BUNEK (K)
Kultivaéni medium bez séra.

METODIKA TESTU
e PROCEDURA TESTU EXTRAKTU

Ke kultivaci byly pouzity desticky s plochym dnem pro tkanové kultury 8x12 jamek
(TPP). Jako bunéény 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 bunééné kultury probihala 24 hodin pfed expozici testovanému
materialu. Kultury byly zaloZeny v kvadrupletech pro extrakty z materialu vzorkll a
kontroly. U kultur zaloZenych v kvadrupletech bylo po 24 hodinové prekultivaci
odstranéno kultivaéni medium a pfidano 0,2 ml extraktu z experimentalnich vzorkd,
resp. jejich fedéni, resp. kontrolnich vzorkll (PK, NK, RK, K). Nasledovala kultivace 24
hodin (37°C, 7,5% CO2 ) a obarveni neutralni €erveni dle protokolu INVITTOX &. 46 (0O,
2 ml roztoku neutralni Cervené na jamku, inkubace 3 hod, fixacni roztok
ethanol/kyselina octova). Po ukonceni kultivace byla stanovena cytotoxicita
kvantitativné (fluorimetricky) na zakladé inkorporace vitalniho barviva (neutralni Cerveri).

PRIPRAVA EXTRAKTU

Extrakty byly pfipraveny v poméru 3 cm? plochy vzorku na 1 ml extrakéniho &inidla
(D-MEM bez séra) dle CSN EN ISO 10993-12. Extrakce probihala 24 hodin, pii 37°C,
v uzaviené kultivaéni lahvi za aseptickych podminek dle CSN EN ISO 10993-5.
Extrakty byly pfipraveny cerstvé a pouzity do testu do 24 hodin po ukonéeni extrakce.
Pripravené 100% extrakty byl dale fedény kultivacnim mediem bez séra.

e STANOVENIi CYTOTOXICITY

Po wukonéeni kultivace byl zjistén stupen cytotoxicity (kvantitativni snizeni
Zivotaschopnosti bunék) fluorimetrickou metodou. Fluorimetrickda metoda stanoveni
cytotoxicity je zaloZena na inkorporaci vitalniho barviva (neutralni Cerven) do Zivych
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bunék (neutral red uptake) a detekci fluorescence v systému excitaéniho (530 nm) a
emisniho filtru (590 nm) pfi prichodu studeného svétla. Pro detekci emitované
fluorescence a méfeni fluorescencénich jednotek byl pouzit fluorescenéné-luminiscenéni
reader BioTek FLX800TBI. Stupen cytotoxicity je vyjadiovan v % detekované
fluorescence v kultufe s pfitomnosti testované latky viéi kontrolni kultufe bez
pfitomnosti 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
Pri kvantitativnim stanoveni fluorimetrickou metodou je Zivotnost kultury uréena
vypocétem:
pramér FSU vzorku — primér FSU blanku
zivotnost kultury (%) =

pramér FSU kontroly — primér FSU blanku
Primérné hodnoty fluorescence vyjadiuji u kazdé skupiny primérnou hodnotu
fluorescence ze vSech &tyf jamek po odeétu primérné hodnoty fluorescence osmi
jamek s fixaénim roztokem (blank). Vlastni stanoveni cytotoxicity vyjadfuje procento
Zivotnosti kultury ve skupiné pokusné i kontrolni (VZ, PK, RK, NK) viéi soubézné
kontrole (K).

Stupen toxicity extraktu:

ZIVOtNOSt 70% @ VICE.......uvveieiiieieeiieeeeeeeeeee e necytotoxicky
Zivotnost vyssi nebo rovna 50% a nizsi nez 70%.................. mirné cytotoxicky
Zivotnost vy$si nebo rovna 30% a nizs$i nez 50%................. stfedné cytotoxicky
Zivotnost NiZSi N€Z 30%......cccuvvveeeiiiieeeeeee e silné cytotoxicky
VYSLEDKY
¢ CYTOTOXICITA - STANOVENI FLUORIMETRICKY
Test ¢.1
Vzorek €. Fluorescence (FSU) Relativné ke kontrole
fedéni extraktu primér % kontroly
VZ 3/20/123
25% 1185,8 100,0
50% 1165,8 98,3
100% 961,8 81,1
VZ 3/20/124
25% 1088,5 91,8
50% 1075,8 90,7
100% 726,0 61,2
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PK - SLS

1 ug/mi 1074,8 90,6
10 ug/mil 330,0 27,8
20 pg/ml 108,3 9.1
NK 1145,5 96,6
RK 1168,8 98,5
K 1186,0 100,0
Test €.2
Vzorek €. Fluorescence (FSU) Relativhé ke kontrole
redéni extraktu primér % kontroly
VZ 3/20/123

25% 2078,9 101,0
50% 2020,6 98,2

100% 1367,1 66,4

VZ 3/20/124
25% 1920,9 93,3
50% 1934,6 94,0

100% 1196,6 58,1
PK - SLS

1 pg/ml 1798,9 87,4
10 pg/ml 203,1 9,9
20 pg/ml 186,6 9,1
NK 2248,6 109,3
RK 2094,9 101,8
K 2058,1 100,0
Zkousku provedli: RNDr. K. Kejlova, Ph.D., D. éimékoyé
Za provedeni testu: RNDr. K. Kejlova, Ph.D. : / ‘ \
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Centrum laboratornich ¢innosti
Laboratoie toxikologie

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

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

Protokol o vysledku laboratornich zkousek €.3/20/123-124

Zadavatel: Unipetrol vyzkumné vzdélavaci centrum, a.s.
Adresa: Revoluéni 1521/84, 400 01 Usti nad Labem
Referencni ¢islo: CTZB 187-7138

Vzorek
Nazev:
VZ 3/20/123: Tkanina 1/1
VZ 3/20/124: Tkanina 1/2
Vysetieni

SOP 2/3  Zkousky na draZdivost a precitlivélost oddaleného typu (CSN EN ISO 10993-
10: 2014 Cast 10: élanky 1, 2, 3, 4, 5, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5, 7.5, Pfiloha A, B.1, B.2,
C, E, F) - Zkouska kozni drazdivosti ve skupiné dobrovolnikd

Datum pfijmu vzorku: 22.6.2020
Datum provedeni zkousky: 28.7. - 31.7.2020

A |
Celkovy pocet stran: 8 l\\ L
Schvalil technicky vedouci: RNDr. Hana Béndova, Ph.D.

Datum vyhotoveni protokolu: 3.8.2020

Zkousky byly provedeny na adrese laboratoie. 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
laboratore se nesmi protokol reprodukovat jinak nez cely.
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PROTOKOL O ZKOUSCE
STANOVENI KOZNi DRAZDIVOSTI NA CLOVEKU

Zkusebni pracovisté: Laboratofe toxikologie, Centrum laboratornich ¢innosti, Statni
zdravotni Ustav, Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10.

Zkouska byla provedena dle SOP 2/3 Zkousky na draZdivost a pfrecitlivélost
oddaleného typu (CSN EN ISO 10993-10; Cast 10: ¢lanky 1, 2, 3, 4, 5, 6.2, 6.3, 6.4,
6.5, 7.5, Priloha A, B.1, B.2, C, E, F)

Dermalni drazdivost byla testovana pro: tkaninu. Cilem zkousky je stanovit, zda
material pfedstavuje vyznamné potencidini nebezpedi kozniho podrazdéni po akutni
expozici.

ZPRAVA O PROVEDENI TESTU ( TEST REPORT))

ZKOUSENY MATERIAL (oznaé. VZ) / IDENTIFIKACE, pfip.
FYZIKALNECHEMICKE VLASTNOSTI

VZ 3/20/123: Tkanina 1/1
VZ 3/20/124: Tkanina 1/2

Zadavatel: Unipetrol vyzkumné vzdélavaci centrum, a.s.
Revoluéni 1521/84
400 01 Usti nad Labem

PRIPRAVA VZORKU

e ZkousSeny material v kapalném stavu

VZ 3/20/123: ZkouSeny material byl aplikovan bez Gpravy o rozmérech 2,5 x 2,5 cm.
VZ 3/20/124: ZkouSeny material byl aplikovan bez Gpravy o rozmérech 2,5 x 2,5 cm.

KONTROLY
e Pozitivni kontrola
20% Dodecylsulfat sodny (SDS) aplikovany v mnoZstvi 0,4 ml.

DOBROVOLNiICI

Vybér lidskych dobrovolnikii a postup testovani se fidi principy zakotvenymi
v Helsinské deklaraci - WMA Declaration of Helsinki - Ethical Principles fppMemcal
Research Involving Human Subjects (1964, revize 2013) Mezinarodni e c,ké’ érmm
pro biomedicinsky vyzkum zahrnujici lidské U&astniky (Intern thnal Ethlca{ \
Guidelines for Health-related Research Involving Humans (CIOMS, 016).,3‘fud|e Je
realizovana se souhlasem etické komise SZU. &
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Vybér osob je provadén na principu Uplné dobrovolnosti. VSichni dobrovolnici
splnili podminky pro zafazeni do studie a za timto Géelem vyplnili specialni dotaznik.
Tretina dobrovolnikdl byla stejného pohlavi, demografické udaje dobrovolnik(i jsou
uvedeny v tabulce &.1. VeSkera dokumentace o studii je davérna. Zkousku dokonéilo

30 osob.
Tabulka ¢.1 - Demografické tidaje dobrovolnikii
Dobrovolnik €. Inicialy Vék Pohlavi

1 VZ 59 V4

2 JT 19 z

3 BH 56 Z

4 JL 34 Z

b KL 25 M

6 SD 67 z

7 DJ 65 M

8 AT 57 M

9 RM 49 M

10 PJ 29 M

11 JM 49 z

12 UR 57 z

13 LJ 42 V4

14 PD 59 V4

15 RM 46 Z

16 JM 47 M

17 BO 27 M

18 Bl 58 M

19 JM 26 M
20 DL 41 M

21 uT 25 M
22 SM 47 z

23 LT 57 z

24 PM 54 y4

25 Jz 52 Z

26 TJ 56 z

27 VA 53 Z
28 SL 26 7 !/,,-;; <

& €L
3/20/123-124 - 3/8 N

o
e ".;
e



29 oD 62 Z
30 JL 58 Z
POSTUP ZKOUSKY

e Aplikace zkouSeného materialu

Na horni vnégj§i ¢ast paze byl aplikovan testovany material VZ 3/20/123 o
rozmérech 2,5 x 2,5 cm pomoci uzaviené komurky s gazovym teréikem o priméru
1,8 cm.

Na horni vnéjsi Cast paZe byl aplikovan testovany material VZ 3/20/124 o
rozmérech 2,5 x 2,5 cm pomoci uzaviené komurky s gazovym teréikem o priméru
1,8 cm.

Uzaviené komurky: Hill Top Chambers, HILL TOP BIOLABS, USA

e Aplikace pozitivni kontroly
Na horni vnéj§i ¢ast paZze byla aplikovana pomoci uzaviené komurky s gazovym
teréikem o priméru 1,8 cm pozitivni kontrola v mnozstvi 0,4 ml (20% SDS).
Uzaviené komurky: Hill Top Chambers, HILL TOP BIOLABS, USA

e Doba expozice

Doba expozice byla postupné prodluzovana na intervaly aplikace 15 min, 30 min, 1h,
2h, 3 h a 4 h. Zbytky testované latky byly odstranény oplachnutim a jemnym
setfenim.

e Kilinické pozorovani a klasifikace koznich reakci
Odecet byl provadén v intervalech 0 h (ihned po odstranéni krytu), dale 1 az 2 h, 24
h, 48 h a 72 h po skon€eni aplikace. Reakce byly hodnoceny podle klasifikace
uvedené v tabulce ¢.2 - Zkouska drazdivosti lidské klize, klasifikaéni stupnice.

Tabulka 2 - Zkouska drazdivosti lidské kiize, klasifikaéni stupnice

Popis reakce Cislené hodnoceni

Zadna reakce 0

slabé pozitivni reakce (obvykle charakterizovana lehkym

erytémem a/nebo sucha kliZze na prevazujici ¢asti mista 1

aplikace)

mirné pozitivni reakce (obvykle zfetelny erytém nebo

sucha klize pripadné presahujici misto aplikace) 2

silné pozitivni reakce (silny a ¢asto pfesahujici erytém s I

tvorbou edému a/nebo krusty) 3 1OPAVDEN
[F
[
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e Hodnoceni vysledk

Pro hodnoceni potencidlu drazdivosti testované latky byl pouZit Udaj o podétu
dobrovolnikll (viz tabulka ¢.3, 4), u kterych byla zaznamenana reakce na testovanou
latku a Gdaj o po&tu dobrovolnikl, u kterych byla zaznamenana reakce na pozitivni
kontrolu (viz tabulka &.5).

Potencial kozZni drazZivosti byl stanoven porovnanim poétu lidskych dobrovolnikl, u
nichz doslo ke koZnimu podrazdéni po aplikaci zkuSeného materidlu s pocétem
dobrovolnikll, u nichZ doslo k reakci na soub&zné aplikovany pozitivni referenéni
material (pozitivni kontrolu).

Jestlize material vyvolava u zkusSebni skupiny osob ¢asty vyskyt podrazdéni klze,
ktery je obdobny nebo vySSi nez u pozitivni kontroly, musi byt povaZovan za
vyznamné kozni drazdidlo.

Pokud material vyvolava u zkuSebni skupiny osob vyskyt podrazdéni kize, ktery je
podstatné a vyznamné mensi nez u pozitivni kontroly, potom nem(ze byt povazovan
za vyznamné kozni drazdidlo.

Statistické zpracovani vysledkl bylo provedeno Fischerovym exaktnim testem.
VYSLEDKY

Odecty reakci jsou uvedeny v pfiloze ¢. 1

DISKUSE VYSLEDKU

Na zkouSeny material VZ 3/20/123 zareagovalo 0 z 30 dobrovolnikl, na pozitivni
kontrolu 30 z 30 dobrovolniki. Fischer(lv test potvrdil podstatné a vyznamné mensi
Cetnost podrazdéni kize na zkouseny material nez na pozitivni kontrolu.

ZkousSeny material VZ 3/20/123 neni vyznamné koZni drazdidio.

Na zkouSeny material VZ 3/20/124 zareagovalo 0 z 30 dobrovolnikd, na pozitivni
kontrolu 30 z 30 dobrovolnikd. Fischerilv test potvrdil podstatné a vyznamné mensi
Cetnost podrazdéni kiize na zkouSeny material nez na pozitivni kontrolu.

ZkouSeny material VZ 3/20/124 neni vyznamné kozni drazdidlo.

Zkousku provedli: RNDr. Hana Bendova, Ph.D., RNDy. Lucie Jedlitkova, Ph.D.
Za provedeni testu: RNDr. Hana Bendova, Ph.D.
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Priloha ¢. 1

Tabulka &. 3 - VZ 3/20/123 - Udaje o pozorovanych reakcich

Interval odeétu / klasifikace kozni reakce

Dobrovolnik .
g Oh 1 az 2h 24h 48h 72h
klasifikace klasifikace klasifikace klasifikace klasifikace
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
11 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0
14 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
16 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0
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Tabulka €. 4 - VZ 3/20/124 - Udaje o pozorovanych reakcich
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Tabulka &. 5 - Pozitivni kontrola - Udaje o pozorovanych reakcich

Interval odectu / klasifikace kozni reakce

Dobrovolnik L
B Oh 1 az 2h 24h 48h 72h
klasifikace klasifikace klasifikace klasifikace klasifikace
1 1 2 3 3 3
2 1 2 2 2 2
3 1 2 3 3 3
4 2 3 3 3 3
5 0 0 1 1 1
6 1 2 2 2 1
7 1 1 2 3 3
8 1 1 2 3 3
9 1 2 3 3 3
10 1 1 1 18 1
11 1 1 1 1 1
12 1 1 1 1 1
13 1 2 3 3 3
14 1 1 1 1 1
15 0 1 2 3 3
16 0 1 1 1 1
17 1 1 1 1 1
18 1 1 2 3 3
19 0 2 2 2 1
20 1 1 2 3 3
21 2 3 3 3 3
22 1 1 1 1 1
23 0 1 2 2 2
24 1 1 1 1 1
25 0 1 2 3 3
26 1 2 2 2 2
27 1 1 2 2 2
28 0 1 1 1 1
29 1 2 3 3 3
30 0 0 1 1 1
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