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Nationales Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 29701:2010) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 229 ,Nanotechnologies® in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 352 ,Nanotechnologien erarbeitet. Beide
Sekretariate werden vom BSI (Vereinigtes Konigreich) gehalten.

Das zustandige deutsche Gremium ist der Unterausschuss NA 062-08-17-03 UA ,Gesundheits- und
Umweltaspekte” des Arbeitsausschusses NA 062-08-17 AA ,Nanotechnologien® im Normenausschuss
Materialprifung (NMP).

Fir die in diesem Dokument zitierten Internationalen Normen wird im Folgenden auf die entsprechenden
Deutschen Normen hingewiesen:

ISO 10993-12 siehe DIN EN ISO 10993-12
ISO 14644-1 siehe DIN EN ISO 14644-1

ISO 14644-2 siehe DIN EN ISO 14644-2
ISO 14644-7 siehe DIN EN ISO 14644-7

Nationaler Anhang NA
(informativ)

Literaturhinweise

DIN EN ISO 10993-12, Biologische Beurteilung von Medizinprodukten — Teil 12: Probenvorbereitung und
Referenzmaterialien

DIN EN ISO 14644-1, Reinrdume und zugehérige Reinraumbereiche — Teil 1: Klassifizierung der Luftreinheit

DIN EN ISO 14644-2, Reinraumrdume und zugehdrige Reinraumbereiche — Teil 2: Festlegungen zur Prifung
und Uberwachung zum Nachweis der fortlaufenden Ubereinstimmung mit ISO 14644-1

DIN EN ISO 14644-7, Reinrdume und zugehérige Reinraumbereiche — Teil 7: SD-Module (Reinlufthauben,
Handschuhboxen, Isolatoren und Minienvironments)
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EUROPAISCHE NORM EN ISO 29701
EUROPEAN STANDARD
NORME EUROPEENNE September 2010

ICS 11.100.10; 07.030

Deutsche Fassung

Nanotechnologien —
Endotoxinprafung an Proben aus Nanomaterial
fur In-vitro-Systeme —
Limulus-Amoebozyten-Lysat-Prifung (LAL-Prifung)
(ISO 29701:2010)

Nanotechnologies — Nanotechnologies —
Endotoxin test on nanomaterial samples Essai de détection d'endotoxines sur des échantillons de
for in vitro systems — nanomatériaux pour des systémes in vitro —
Limulus amebocyte lysate (LAL) test Essai au lysat d'amébocyte de Limule (LAL)
(1ISO 29701:2010) (ISO 29701:2010)

Diese Europaische Norm wurde vom CEN am 22. August 2010 angenommen.

Die CEN-Mitglieder sind gehalten, die CEN/CENELEC-Geschéftsordnung zu erfillen, in der die Bedingungen festgelegt sind, unter denen
dieser Europaischen Norm ohne jede Anderung der Status einer nationalen Norm zu geben ist. Auf dem letzten Stand befindliche Listen
dieser nationalen Normen mit ihren bibliographischen Angaben sind beim Management-Zentrum des CEN-CENELEC oder bei jedem CEN-
Mitglied auf Anfrage erhaltlich.

Diese Europaische Norm besteht in drei offiziellen Fassungen (Deutsch, Englisch, Franzésisch). Eine Fassung in einer anderen Sprache,
die von einem CEN-Mitglied in eigener Verantwortung durch Ubersetzung in seine Landessprache gemacht und dem Management-
Zentrum mitgeteilt worden ist, hat den gleichen Status wie die offiziellen Fassungen.

CEN-Mitglieder sind die nationalen Normungsinstitute von Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland, Estland, Finnland, Frankreich,
Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg, Malta, den Niederlanden, Norwegen, Osterreich, Polen,
Portugal, Ruméanien, Schweden, der Schweiz, der Slowakei, Slowenien, Spanien, der Tschechischen Republik, Ungarn, dem Vereinigten
Kénigreich und Zypern.
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EUROPEAN COMMITTEE FOR STANDARDIZATION
COMITE EUROPEEN DE NORMALISATION

Management-Zentrum: Avenue Marnix 17, B-1000 Brissel

© 2010 CEN  Alle Rechte der Verwertung, gleich in welcher Form und in welchem Ref. Nr. EN ISO 29701:2010 D
Verfahren, sind weltweit den nationalen Mitgliedern von CEN vorbehalten.
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Vorwort

Dieses Dokument (EN ISO 29701:2010) wurde vom Technischen Komitee ISO/TC 229 ,Nanotechnologies® in
Zusammenarbeit mit dem Technischen Komitee CEN/TC 352 ,Nanotechnologien® erarbeitet, dessen
Sekretariat vom BSI gehalten wird.

Diese Europaische Norm muss den Status einer nationalen Norm erhalten, entweder durch Veroffentlichung
eines identischen Textes oder durch Anerkennung bis Marz 2011, und etwaige entgegenstehende nationale
Normen mussen bis Marz 2011 zurlickgezogen werden.

Es wird auf die Mdglichkeit hingewiesen, dass einige Texte dieses Dokuments Patentrechte bertihren kénnen.
CEN [und/oder CENELEC] sind nicht dafiir verantwortlich, einige oder alle diesbeziglichen Patentrechte zu
identifizieren.

Entsprechend der CEN/CENELEC-Geschaftsordnung sind die nationalen Normungsinstitute der folgenden
Lander gehalten, diese Europaische Norm zu Ubernehmen: Belgien, Bulgarien, Danemark, Deutschland,
Estland, Finnland, Frankreich, Griechenland, Irland, Island, Italien, Kroatien, Lettland, Litauen, Luxemburg,
Malta, Niederlande, Norwegen, Osterreich, Polen, Portugal, Rumanien, Schweden, Schweiz, Slowakei,
Slowenien, Spanien, Tschechische Republik, Ungarn, Vereinigtes Konigreich und Zypern.

Anerkennungsnotiz

Der Text von 1SO 29701:2010 wurde vom CEN als ENISO 29701:2010 ohne irgendeine Abanderung
genehmigt.
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Einleitung

Endotoxine (Lipopolysaccharide, LPS) sind Bestandteil der Zellwand-AuRenmembran von gramnegativen
Bakterien wie E. coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus. Endotoxine kénnen eine
Reihe systemischer Reaktionen in Saugetieren, einschliel3lich Menschen, hervorrufen, z. B. Fieber, dissemi-
nierte intravaskulare Gerinnung (Verbrauchskoagulopathie), Blutdruckerniedrigung (Hypotonie), Kreislaufver-
sagen und Tod: die Reaktionen werden durch die Produktion verschiedener Arten von Zytokinen, Aktivierung
der Komplementkaskade, Aktivierung der Koagulationskaskade usw. indirekt bewirkt. Endotoxine sind in der
gewohnlichen Umwelt zu finden. Da die meisten fir In-vivo- und In-vitro-Prifsysteme vorgesehenen Nano-
material-Untersuchungsproben vielfaltige Vorbereitungsverfahren erfordern, kdnnen Endotoxine die fur die
Prufung bestimmten Nanomaterialien verunreinigen, wenn die Proben ohne besondere Sorgfalt vorbereitet
werden.

Fir den Zweck der Toxizitats-Vorfelddiagnostik oder Biokompatibilitatsprifung von Nanomaterialien oder fir
die Mechanismus-Untersuchungen zu der von Nanomaterialien moglicherweise hervorgerufenen Giftigkeit
werden derzeit verschiedene In-vitro-Prifsysteme auf Zellbasis und In-vivo-Tiermodelle entwickelt und
angewendet. In-vitro-Prifsysteme, Makrophagen und andere relevante Saugetierzellen werden insbesondere
fir Nanomaterialien haufig als Prifzellen verwendet, da sie die primar verantwortlichen Abwehrzellen im
Korper sind. Diese Zellen sind jedoch gegenliber Endotoxinen auflerst reaktiv, weshalb es schwierig ist, die
Reaktion auf Endotoxine von der auf Nanomaterialien zu unterscheiden. Demzufolge verfalschen Endotoxine
die Ergebnisse von Prifungen in vitro.

Verunreinigung von Untersuchungsproben durch Endotoxine kann vermindert werden, wenn geeignete
Vorsichtsmaflnahmen bei der Vorbereitung der Untersuchungsprobe getroffen werden. Aus diesem Grund ist
die Voruntersuchung auf Endotoxine erforderlich, um die Kontamination mit Endotoxinen zu minimieren oder
unwesentliche Endotoxin-Konzentrationsniveaus in der Untersuchungsprobe zu bestatigen. Des Weiteren ist
es wichtig, Endotoxine quantitativ zu bestimmen, um die durch biologische In-vitro-Prifsysteme erhaltenen
Daten angemessen interpretieren zu kénnen.

Da Endotoxine Medizinprodukte und Medikamente fiir die parenterale Anwendung verunreinigen kénnen,
wurden quantitative und semiquantitative Untersuchungsverfahren zur In-vivo- und In-vitro-Bestimmung von
Endotoxinen fir behdrdliche Zwecke sowie als Laborstandardverfahren fir Nanomaterialien entwickelt und
angewendet (siehe Literaturhinweis [6]). Die Bakterien-Endotoxin-Prifung mit einem Limulus-Amoebozyten-
Lysat-Reagenz (LAL) wurde als ein In-vitro-Prifverfahren zur Prifung auf Prasenz einer Endotoxin-
verunreinigung als Alternative zu Pyrogenizitatsprifung mit Kaninchen entwickelt, und entsprechende
Verfahren sind in der Pharmakopde vieler Lander beschrieben.

Diese Internationale Norm enthalt Ausfihrungen zur Anwendung der LAL-Prifung auf Nanomaterial-Proben,
die fur biologische In-vitro-Prifungen vorgesehen sind.
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1 Anwendungsbereich

Diese Internationale Norm beschreibt die Anwendung einer Prifung mit einem Limulus-Amoebozyten-Lysat-
Reagenz (LAL) fir die Evaluierung von Nanomaterialien, die fiir biologische In-vitro-Priifsysteme auf Zellbasis
bestimmt sind. Die Prifung ist fir die Anwendung mit in wassrigen Medien, z. B. Wasser, Serum oder
Reaktionsmedium, dispergierten Nanomaterialproben geeignet und fir derartige Medien, die fir eine
angemessene Dauer bei 37 °C mit Nanomaterialien inkubiert wurden.

Diese Internationale Norm ist auf Priifobjekte fir In-vitro-Systeme beschrankt, jedoch kénnen die Verfahren
auch an Nanomaterialien angepasst werden, die Tieren auf parenteralen Wegen zugefuhrt werden.

2 Begriffe
Fur die Anwendung dieses Dokuments gelten die folgenden Begriffe.

21

Koagulogen

koagulierfahiges Protein (Proteinvorlaufer) in LAL, das bekanntlich eine zentrale Rolle in der Gelklumpen-
bildung durch Endotoxine spielt

ANMERKUNG  Aus dem Japanischen Pfeilschwanzkrebs (Tachypleus tridentatus) gewonnenes Koagulogen besteht
aus insgesamt 175 Aminosauren mit der relativen Molekllmasse von 19 723 (siehe Literaturhinweis [7]).

2.2

Koagulin

resultierende Fragmente des Koagulogens nach begrenzter Proteolyse (Eiweil3spaltung) des Gerinnungs-
enzyms in LAL

ANMERKUNG Ein aus dem Japanischen Pfeilschwanzkrebs (Tachypleus tridentatus) gewonnenes Koagulin besteht
aus N-terminalen  Fragmentpeptiden (Ala1-Arg18) und C-terminalen  Fragmentpeptiden (Gly47-Phe175)
(siehe Literaturhinweis [7]).

2.3
Endotoxin
Teil der auleren Zellmembran von gramnegativen Bakterien

ANMERKUNG  Der aktive Hauptbestandteil sind Lipopolysaccharide (LPS).

24

Endotoxin-Einheit

EU

Standardeinheit der Endotoxinaktivitat

ANMERKUNG1 Die Endotoxineinheit wurde vom ,Expert Committee on Biological Standardization (ECBS,
Fachausschuss flr biologische Normung) der Weltgesundheitsorganisation (WHO) 1996 relativ zur Aktivitdt von 0,1 ng
des WHO-Referenz-Standard-Endotoxins (RSE) von Escherichia coli 0113:HK10:K(-) oder 10 EU/ng definiert
(siehe Literaturhinweis [8]).

ANMERKUNG 2 EU ist gleich der internationalen Einheit (IU) von Endotoxin.

25

Lambda

A

ausgewiesene Empfindlichkeit des LAL fir das Gelgerinnungs-Verfahren oder die geringste Endotoxin-
Konzentration der Standardkurve fir chromogene oder turbidimetrische Verfahren, angegeben in EU/mI
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2.6

Limulus-Amoebozyten-Lysat

LAL

wassriges Extrakt der Blutkérperchen von Pfeilschwanzkrebsen der Art Limulus polyphemus oder Tachypleus
tridentatus
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Limulus-Amoebozyten-Lysat-Priifung

LAL-Priifung

Prifung zum Messen von Bakterien-Endotoxinen mit Limulus-Amoebozyten-Lysat-Reagenz

ANMERKUNG In der Pharmakopoe wird die LAL-Priifung ,Bakterien-Endotoxin-Prifung (BET)" genannt.

2.8

optische Dichte

oD

optisches Absorptionsvermdgen eines optischen Elements bei einer bestimmten Wellenlange je Langen-
einheit

29

Untersuchungsprobe
wassrige Dispersion oder wassriges Extrakt von zu untersuchenden Nanomaterialien

3 Abkiirzungen
BET Bakterien-Endotoxin-Prifung (en: bacterial endotoxin test)
CSE Kontrollstandard-Endotoxin (en: control standard endotoxin)

ECBS Fachausschuss fir biologische Normung (en: expert committee on biological standardization)

EF endotoxinfrei
EU Endotoxin-Einheit (en: endotoxin unit)
I/EC Inhibilitions-/Verstarkungskontrollldsung (en: inhibition/enhancement control)

LAL Limulus-Amoebocyten-Lysat
LPS Lipopolysaccharid

oD optische Dichte

RSE Referenz-Standard-Endotoxin

WHO  Weltgesundheitsorganisation (en: World Health Organization)
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4 Betrachtungen im Vorfeld der Prufung

4.1 Aufbewahrung von Nanomaterialien

Nanomaterialien kénnen auf Grund ihrer groRen Oberflache viele Verunreinigungen, einschlieRlich
Endotoxine, aus der Umgebung aufnehmen. Deshalb missen Nanomaterialien ab dem Eingang bis zur
Verwendung in endotoxinfreien, verschlieBbaren Behdltern (z. B. Glasbehalter) aufbewahrt werden. Zum

Nachweisen des Nichtvorhandenseins einer Endotoxinverunreinigung muissen geeignete Blindproben wie
endotoxinfreie Matalloxidpulver wie Titanoxid, Siliciumdioxid, usw. verwendet werden.

ANMERKUNG 1 Es ist ratsam, dass Kunststoffe wie Polypropylen auf Grund der méglichen Stérung der LAL-Priifung,
wie in Anhang A beschrieben, flr die Aufbewahrung von Nanomaterialien vermieden werden.

ANMERKUNG 2 Endotoxinfreie Metalloxidpulver kénnen durch Warmebehandlung erhalten werden (siehe 4.2).

4.2 Aufbewahrungsbehalter

Glasbehalter und andere hitzebestandige Aufbewahrungsbehalter fir die Aufbewahrung von Nanomaterialien
und Untersuchungsproben sollten zur Beseitigung von Endotoxinen durch mindestens 30-minultiges Erhitzen
auf eine Temperatur Uber 250 °C oder andere validierte Kombinationen aus Temperatur und Zeit (z. B. 180 °C

fur mindestens 3 h oder 650 °C fur 1 min) behandelt werden. Im Handel erhaltliche, sterile endotoxinfreie
Behalter kbnnen verwendet werden.

4.3 Handhabung der Nanomaterialien

Der in Innenraumumgebungen anzutreffende Staub enthalt Gblicherweise betrachtliche Mengen an Endo-
toxinen. Besondere Aufmerksamkeit muss der Vermeidung des Kontakts zwischen Staub und Nano-
materialien wahrend der Probenahme und Handhabung gewidmet werden. Bezlglich der Laborluft sind
Bedingungen wie im Reinraum erforderlich (empfohlen in 6.5).

5 Untersuchungsprobe

5.1 Wassrige Dispersion

Nanomaterialien, die in wassriger Flussigkeit dispergiert sind, kdnnen der LAL-Prufung direkt oder nach Ver-
dinnung mit endotoxinfreiem Wasser unterzogen werden.

5.2 Wassriger Extrakt
Endotoxinfreies Reaktionsmedium, physiologische Salzlésung oder andere Extraktionsmittel, die mit

Nanomaterialien inkubiert sind, kdnnen als Untersuchungsprobe fiir die LAL-Prifung verwendet werden.

6 Vorbereitung der Untersuchungsprobe

6.1 Dispersionsverfahren

Die Prufdispersionen kénnen auf eine oder mehrere der folgenden Arten hergestellt werden:
— Morsern von Hand,

— mechanisches Mahlen;

— Ultraschallbehandlung.
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