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L i s a  O l s o n ,  W u X i  A p p T e c  
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R o b e r t  T .  P r z y g o d a ,  P h D ,  J o h n s o n  &  J o h n s o n  
B o b b i  R u s h t o n - C a s t r o ,  B S ,  N e l s o n  L a b o r a t o r i e s  I n c .  
S h a rm i l e e  S a w a n t ,  K i m b e rl y- C l a rk C o r p o r a t i o n  
A n i t a  Y .  S a wy e r,  B e c t o n  D i c ki n s o n  &  C o m p a n y  
N a n c y J .  S t a r k,  P h D ,  C l i n i c a l  D e v i c e  G r o u p  I n c  

 
Al t e r n a t e s  J o n  C a m m a c k,  P h D  D A B T ,  B a x t e r  H e a l t h c a r e  C o rp o r a t i o n  

A n t h o n y J .  D e M a r i n i s ,  B S  M S  C Q A  C Q M ,  C R  B a r d  
W i l l i a m  H .  H o u s e r ,  A b b o t t  L a b o r a t o r i e s  
D a n n y  H u t s o n ,  C a r d i n a l  H e a l t h  ( M P & S )  
M i c h e l l e  A .  L e e ,  N e l s o n  L a b o r a t o r i e s  I n c .  
B y r o n  L e wi s ,  B o s t o n  S c i e n t i f i c  C o rp o r a t i o n  
C h r i s t i n a  O v a l l ,  N A M S A  
J e f f r e y T o y,  P h D ,  F D A /C D R H  

 

A t  t h e  t i m e  t h i s  d o c u m e n t  wa s  p u b l i s h e d ,  t h e  A A M I  B i o l o g i c a l  E v a l u a t i o n  C o m m i t t e e  h a d  t h e  f o l l o w i n g  m e m b e r s :  

 
C o c h a i r s  J o n  C a m m a c k,  P h D  D AB T ,  B a x t e r  H e a l t h c a r e  C o rp o r a t i o n  
  M e l v i n  E .  S t r a t m e ye r,  P h D ,  F D A/C D R H  
M e m b e r s  J a m e s  M .  A n d e r s o n ,  M D  P h D ,  C a s e  W e s t e r n  R e s e r v e  U n i v e r s i t y ( I n d e p e n d e n t  E x p e r t )  

J o n  C a m m a c k,  P h D  D AB T ,  B a x t e r  H e a l t h c a r e  C o rp o r a t i o n  
J o s e p h  C a r r a wa y ,  D V M ,  N A M S A  
A n i t a  Y.  S a wy e r ,  B e c t o n  D i c ki n s o n  &  C o m p a n y  
M e l v i n  E .  S t r a t m e ye r,  P h D ,  F D A /C D R H  
M i c h a e l  F .  W o l f ,  M e d t r o n i c  I n c .  
 

Al t e r n a t e s  J e s u s  W .  C a s a s ,  M D  M S c ,  M e d t r o n i c  I n c .  
D o n a l d  E .  M a r l o we ,  F D A /C D R H  
 

N O T E —P a r t i c i p a t i o n  b y  f e d e r a l  a g e n c y  r e p r e s e n t a t i v e s  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  s t a n d a r d  d o e s  n o t  c o n s t i t u t e  

e n d o r s e m e n t  b y  t h e  f e d e r a l  g o v e r n m e n t  o r  a n y  o f  i t s  a g e n c i e s .  
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B a c k g r o u n d  o f  A A M I  a d o p t i o n  o f  I S O  1 0 9 9 3 - 5 : 2 0 0 9  

A s  i n d i c a t e d  i n  t h e  f o r e wo r d  t o  t h e  m a i n  b o d y  o f  t h i s  d o c u m e n t  ( p a g e  v i i i ) ,  t h e  I n t e r n a t i o n a l  O r g a n i z a t i o n  f o r  
S t a n d a r d i z a t i o n  ( I S O )  i s  a  wo r l d wi d e  f e d e r a t i o n  o f  n a t i o n a l  s t a n d a r d s  b o d i e s .  T h e  U n i t e d  S t a t e s  i s  o n e  o f  t h e  I S O  
m e m b e r s  t h a t  t o o k a n  a c t i v e  r o l e  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  s t a n d a r d .  

I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d  I S O  1 0 9 9 3 - 5 : 2 0 0 9  wa s  d e v e l o p e d  a s  a  r e v i s i o n  t o  t h e  1 9 9 9  e d i t i o n  b y  W o r ki n g  G r o u p  ( W G )  5 ,  
Cytotoxicity,  o f  T e c h n i c a l  C o m m i t t e e  I S O /T C  1 9 4 ,  Biological evaluation of medical devices.  I n  t h i s  n e w  e d i t i o n ,  k e y  
c h a n g e s  i n c l u d e  i n t r o d u c i n g  a  t h r e s h o l d  f o r  c y t o t o x i c i t y  t o  c l a r i f y  wh e n  a  t e s t  s a m p l e  m a y  b e  c o n s i d e r e d  c y t o t o x i c  a n d  
a d d i n g  t e s t  m e t h o d s  t o  i n f o r m a t i v e  a n n e x e s  t o  p r o v i d e  m o r e  c h o i c e  f o r  e v a u l a t i n g  c y t o t o x i c i t y  o f  t e s t  s a m p l e s .  

U . S .  p a r t i c i p a t i o n  i n  t h i s  I S O  T C  i s  o r g a n i z e d  t h r o u g h  t h e  U . S .  T e c h n i c a l  A d v i s o r y  G r o u p  f o r  I S O /T C  1 9 4 ,  
a d m i n i s t e r e d  b y  t h e  A s s o c i a t i o n  f o r  t h e  A d v a n c e m e n t  o f  M e d i c a l  I n s t r u m e n t a t i o n  o n  b e h a l f  o f  t h e  A m e r i c a n  N a t i o n a l  
S t a n d a r d s  I n s t i t u t e .  T h e  U . S .  m a d e  a  c o n s i d e r a b l e  c o n t r i b u t i o n  t o  t h i s  I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d .  

A A M I  e n c o u r a g e s  i t s  c o m m i t t e e s  t o  h a r m o n i z e  t h e i r  wo r k  wi t h  i n t e r n a t i o n a l  s t a n d a r d s  a s  m u c h  a s  p o s s i b l e .   U p o n  
r e v i e w o f  I S O  1 0 9 9 3 - 5 ,  t h e  A A M I  C y t o t o x i c i t y  W o r ki n g  G r o u p  d e c i d e d  t o  a d o p t  1 0 9 9 3 - 5 ,  v e r b a t i m ,  a s  a  r e v i s i o n  o f  
A N S I /A A M I /I S O  1 0 9 9 3 - 5 : 1 9 9 9 .    

A A M I  a n d  A N S I  p r o c e d u r e s  r e q u i r e  t h a t  s t a n d a r d s  b e  r e v i e w e d  e v e r y  f i v e  y e a r s  a n d ,  i f  n e c e s s a r y ,  r e v i s e d  t o  r e f l e c t  
t e c h n o l o g i c a l  a d v a n c e s  t h a t  m a y  h a v e  o c c u r r e d  s i n c e  p u b l i c a t i o n .  

A A M I  ( a n d  A N S I )  h a v e  a d o p t e d  o t h e r  I S O  s t a n d a r d s .  S e e  t h e  G l o s s a r y  o f  E q u i v a l e n t  S t a n d a r d s  f o r  a  l i s t  o f  I S O  
s t a n d a r d s  a d o p t e d  b y  A A M I ,  w h i c h  g i v e s  t h e  c o r r e s p o n d i n g  U . S .  d e s i g n a t i o n  a n d  t h e  l e v e l  o f  e q u i v a l e n c y  wi t h  t h e  
I S O  s t a n d a r d .  

A s  u s e d  wi t h i n  t h e  c o n t e x t  o f  t h i s  d o c u m e n t ,  “ s h a l l ”  i n d i c a t e s  r e q u i r e m e n t s  s t r i c t l y  t o  b e  f o l l o we d  t o  c o n f o r m  t o  t h e  
r e c o m m e n d e d  p r a c t i c e .  “ S h o u l d ”  i n d i c a t e s  t h a t  a m o n g  s e v e r a l  p o s s i b i l i t i e s ,  o n e  i s  r e c o m m e n d e d  a s  p a r t i c u l a r l y  
s u i t a b l e ,  wi t h o u t  m e n t i o n i n g  o r  e x c l u d i n g  o t h e r s ,  o r  t h a t  a  c e r t a i n  c o u r s e  o f  a c t i o n  i s  p r e f e r r e d  b u t  n o t  n e c e s s a r i l y  
r e q u i r e d ,  o r  t h a t  ( i n  t h e  n e g a t i v e  f o r m )  a  c e r t a i n  p o s s i b i l i t y  o r  c o u r s e  o f  a c t i o n  s h o u l d  b e  a v o i d e d  b u t  i s  n o t  p r o h i b i t e d .  
“ M a y ”  i s  u s e d  t o  i n d i c a t e  t h a t  a  c o u r s e  o f  a c t i o n  i s  p e r m i s s i b l e  wi t h i n  t h e  l i m i t s  o f  t h e  r e c o m m e n d e d  p r a c t i c e .  “ C a n ”  i s  
u s e d  a s  a  s t a t e m e n t  o f  p o s s i b i l i t y  a n d  c a p a b i l i t y .  F i n a l l y ,  “ m u s t ”  i s  u s e d  o n l y  t o  d e s c r i b e  “ u n a v o i d a b l e ”  s i t u a t i o n s ,  
i n c l u d i n g  t h o s e  m a n d a t e d  b y  g o v e r n m e n t  r e g u l a t i o n .  

T h e  c o n c e p t s  i n c o r p o r a t e d  i n  t h i s  s t a n d a r d  s h o u l d  n o t  b e  c o n s i d e r e d  i n f l e x i b l e  o r  s t a t i c .  T h i s  s t a n d a r d ,  l i ke  a n y  o t h e r ,  
m u s t  b e  r e v i e w e d  a n d  u p d a t e d  p e r i o d i c a l l y  t o  a s s i m i l a t e  p r o g r e s s i v e  t e c h n o l o g i c a l  d e v e l o p m e n t s .  T o  r e m a i n  r e l e v a n t ,  
i t  m u s t  b e  m o d i f i e d  a s  t e c h n o l o g i c a l  a d v a n c e s  a r e  m a d e  a n d  a s  n e w d a t a  c o m e s  t o  l i g h t .  

S u g g e s t i o n s  f o r  i m p r o v i n g  t h i s  s t a n d a r d  a r e  i n v i t e d .  C o m m e n t s  a n d  s u g g e s t e d  r e v i s i o n s  s h o u l d  b e  s e n t  t o  S t a n d a r d s  
D e p a r t m e n t ,  A A M I ,  901  N .  G l e b e  R o a d ,  S u i t e  300,  A r l i n g t o n ,  V A  2 2 2 03.  

N O T E —B e g i n n i n g  wi t h  t h e  f o r e wo r d  o n  p a g e  v i i i ,  t h i s  A m e ri c a n  N a t i o n a l  S t a n d a r d  i s  i d e n t i c a l  t o  I S O  1 0 9 9 3 - 5 : 2 0 0 9 .  
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F o r e w o r d  

I S O  ( t h e  I n t e r n a t i o n a l  O r g a n i z a t i o n  f o r  S t a n d a r d i z a t i o n )  i s  a  w o r l d w i d e  f e d e r a t i o n  o f  n a t i o n a l  s t a n d a r d s  
b o d i e s  ( I S O  m e m b e r  b o d i e s ) .  T h e  w o r k  o f  p r e p a r i n g  I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d s  i s  n o r m a l l y  c a r r i e d  o u t  
t h r o u g h  I S O  t e c h n i c a l  c o m m i t t e e s .  E a c h  m e m b e r  b o d y  i n t e r e s t e d  i n  a  s u b j e c t  f o r  w h i c h  a  t e c h n i c a l  
c o m m i t t e e  h a s  b e e n  e s t a b l i s h e d  h a s  t h e  r i g h t  t o  b e  r e p r e s e n t e d  o n  t h a t  c o m m i t t e e .  I n t e r n a t i o n a l  
o r g a n i z a t i o n s ,  g o v e r n m e n t a l  a n d  n o n - g o v e r n m e n t a l ,  i n  l i a i s o n  w i t h  I S O ,  a l s o  t a ke  p a r t  i n  t h e  w o r k.  I S O  
c o l l a b o r a t e s  c l o s e l y  w i t h  t h e  I n t e r n a t i o n a l  E l e c t r o t e c h n i c a l  C o m m i s s i o n  ( I E C )  o n  a l l  m a t t e r s  o f  
e l e c t r o t e c h n i c a l  s t a n d a r d i z a t i o n .  

I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d s  a r e  d r a f t e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  r u l e s  g i v e n  i n  t h e  I S O /I E C  D i r e c t i v e s ,  P a r t  2 .  

T h e  m a i n  t a s k o f  t e c h n i c a l  c o m m i t t e e s  i s  t o  p r e p a r e  I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d s .  D r a f t  I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d s  
a d o p t e d  b y  t h e  t e c h n i c a l  c o m m i t t e e s  a r e  c i r c u l a t e d  t o  t h e  m e m b e r  b o d i e s  f o r  v o t i n g .  P u b l i c a t i o n  a s  a n  
I n t e r n a t i o n a l  S t a n d a r d  r e q u i r e s  a p p r o v a l  b y  a t  l e a s t  7 5  %  o f  t h e  m e m b e r  b o d i e s  c a s t i n g  a  v o t e .  

A t t e n t i o n  i s  d r a w n  t o  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  s o m e  o f  t h e  e l e m e n t s  o f  t h i s  d o c u m e n t  m a y  b e  t h e  s u b j e c t  o f  
p a t e n t  r i g h t s .  I S O  s h a l l  n o t  b e  h e l d  r e s p o n s i b l e  f o r  i d e n t i f y i n g  a n y  o r  a l l  s u c h  p a t e n t  r i g h t s .  

I S O  1 0 9 9 3 - 5  w a s  p r e p a r e d  b y  T e c h n i c a l  C o m m i t t e e  I S O /T C  1 9 4 ,  Biological evaluation of medical devices.  

T h i s  t h i r d  e d i t i o n  c a n c e l s  a n d  r e p l a c e s  t h e  s e c o n d  e d i t i o n  ( I S O  1 0 9 9 3 - 5 : 1 9 9 9 )  w h i c h  h a s  b e e n  t e c h n i c a l l y  
r e v i s e d .  

I S O  1 0 9 9 3  c o n s i s t s  o f  t h e  f o l l o w i n g  p a r t s ,  u n d e r  t h e  g e n e r a l  t i t l e  Biological evaluation of medical devices:  

⎯ Part 1 : Evaluation and testing within a risk management process 

⎯ Part 2: A nimal welfare requirements 

⎯ Part 3: Tests for genotoxicity,  carcinogenicity and reproductive toxicity 

⎯ Part 4: Selection of tests for interactions with blood 

⎯ Part 5: Tests for i n  v i t r o  cytotoxicity 

⎯ Part 6: Tests for local effects after implantation 

⎯ Part 7: Ethylene oxide sterilization residuals 

⎯ Part 9: Framework for identification and quantification of potential degradation products 

⎯ Part 1 0: Tests for irritation and skin sensitization 

⎯ Part 1 1 : Tests for systemic toxicity 

⎯ Part 1 2: Sample preparation and reference materials 
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⎯ Part 1 3: Identification and quantification of degradation products from polymeric medical devices 

⎯ Part 1 4: Identification and quantification of degradation products from ceramics 

⎯ Part 1 5: Identification and quantification of degradation products from metals and alloys 

⎯ Part 1 6: Toxicokinetic study design for degradation products and leachables 

⎯ Part 1 7: Establishment of allowable limits for leachable substances 

⎯ Part 1 8: Chemical characterization of materials 

⎯ Part 1 9: Physico-chemical,  morphological and topographical characterization of materials [ T e c h n i c a l  
S p e c i f i c a t i o n ]  

⎯ Part 20: Principles and methods for immunotoxicology testing of medical devices [ T e c h n i c a l  
S p e c i f i c a t i o n ]  
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I n t r o d u c t i o n  

D u e  t o  t h e  g e n e r a l  a p p l i c a b i l i t y  o f  in vitro c y t o t o x i c i t y  t e s t s  a n d  t h e i r  w i d e s p r e a d  u s e  i n  e v a l u a t i n g  a  l a r g e  
r a n g e  o f  d e v i c e s  a n d  m a t e r i a l s ,  i t  i s  t h e  p u r p o s e  o f  t h i s  p a r t  o f  I S O  1 0 9 9 3 ,  r a t h e r  t h a n  t o  s p e c i f y  a  s i n g l e  
t e s t ,  t o  d e f i n e  a  s c h e m e  f o r  t e s t i n g  w h i c h  r e q u i r e s  d e c i s i o n s  t o  b e  m a d e  i n  a  s e r i e s  o f  s t e p s .  T h i s  s h o u l d  
l e a d  t o  t h e  s e l e c t i o n  o f  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  t e s t .  

T h r e e  c a t e g o r i e s  o f  t e s t  a r e  l i s t e d :  e x t r a c t  t e s t ,  d i r e c t  c o n t a c t  t e s t ,  i n d i r e c t  c o n t a c t  t e s t .  

T h e  c h o i c e  o f  o n e  o r  m o r e  o f  t h e s e  c a t e g o r i e s  d e p e n d s  u p o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  s a m p l e  t o  b e  e v a l u a t e d ,  
t h e  p o t e n t i a l  s i t e  o f  u s e  a n d  t h e  n a t u r e  o f  t h e  u s e .  

T h i s  c h o i c e  t h e n  d e t e r m i n e s  t h e  d e t a i l s  o f  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  s a m p l e s  t o  b e  t e s t e d ,  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  
t h e  c u l t u r e d  c e l l s ,  a n d  t h e  w a y  i n  w h i c h  t h e  c e l l s  a r e  e x p o s e d  t o  t h e  s a m p l e s  o r  t h e i r  e x t r a c t s .  

A t  t h e  e n d  o f  t h e  e x p o s u r e  t i m e ,  t h e  e v a l u a t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  a n d  e x t e n t  o f  t h e  c y t o t o x i c  e f f e c t  i s  
u n d e r t a ke n .  I t  i s  t h e  i n t e n t i o n  o f  t h i s  p a r t  o f  I S O  1 0 9 9 3  t o  l e a v e  o p e n  t h e  c h o i c e  o f  t y p e  o f  e v a l u a t i o n .  
S u c h  a  s t r a t e g y  m a ke s  a v a i l a b l e  a  b a t t e r y  o f  t e s t s ,  w h i c h  r e f l e c t s  t h e  a p p r o a c h  o f  m a n y  g r o u p s  t h a t  
a d v o c a t e  in vitro b i o l o g i c a l  t e s t s .  

T h e  n u m e r o u s  m e t h o d s  u s e d  a n d  e n d p o i n t s  m e a s u r e d  i n  c y t o t o x i c i t y  d e t e r m i n a t i o n  c a n  b e  g r o u p e d  i n t o  
t h e  f o l l o w i n g  c a t e g o r i e s  o f  e v a l u a t i o n :  

⎯ a s s e s s m e n t s  o f  c e l l  d a m a g e  b y  m o r p h o l o g i c a l  m e a n s ;  

⎯ m e a s u r e m e n t s  o f  c e l l  d a m a g e ;  

⎯ m e a s u r e m e n t s  o f  c e l l  g r o w t h ;  

⎯ m e a s u r e m e n t s  o f  s p e c i f i c  a s p e c t s  o f  c e l l u l a r  m e t a b o l i s m .  

T h e r e  a r e  s e v e r a l  m e a n s  o f  p r o d u c i n g  r e s u l t s  i n  e a c h  o f  t h e s e  f o u r  c a t e g o r i e s .  T h e  i n v e s t i g a t o r  s h o u l d  b e  
a w a r e  o f  t h e  t e s t  c a t e g o r i e s  a n d  i n t o  w h i c h  c a t e g o r y  a  p a r t i c u l a r  t e c h n i q u e  f i t s ,  i n  o r d e r  t h a t  c o m p a r i s o n s  
b e  a b l e  t o  b e  m a d e  w i t h  o t h e r  r e s u l t s  o n  s i m i l a r  d e v i c e s  o r  m a t e r i a l s  b o t h  a t  t h e  i n t r a -  a n d  i n t e r l a b o r a t o r y  
l e v e l .  E x a m p l e s  o f  q u a n t i t a t i v e  t e s t  p r o t o c o l s  a r e  g i v e n  i n  a n n e x e s .  G u i d a n c e  f o r  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  
r e s u l t s  i s  g i v e n  i n  t h i s  p a r t  o f  I S O  1 0 9 9 3 .  
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A m e r i c a n  N a t i o n a l  S t a n d a r d  A N S I / A A M I / I S O  1 0 9 9 3 - 5 : 2 0 0 9/(R)2022  

B i o l o g i c a l  e v a l u a t i o n  o f  m e d i c a l  d e v i c e s  — 
P a r t  5 :  T e s t s  f o r  in vitro c y t o t o x i c i t y  

1  S c o p e  

T h i s  p a r t  o f  I S O  1 0 9 9 3  d e s c r i b e s  t e s t  m e t h o d s  t o  a s s e s s  t h e  in vitro c y t o t o x i c i t y  o f  m e d i c a l  d e v i c e s .  

T h e s e  m e t h o d s  s p e c i f y  t h e  i n c u b a t i o n  o f  c u l t u r e d  c e l l s  i n  c o n t a c t  w i t h  a  d e v i c e  a n d /o r  e x t r a c t s  o f  a  d e v i c e  
e i t h e r  d i r e c t l y  o r  t h r o u g h  d i f f u s i o n .  

T h e s e  m e t h o d s  a r e  d e s i g n e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  b i o l o g i c a l  r e s p o n s e  o f  m a m m a l i a n  c e l l s  in vitro u s i n g  
a p p r o p r i a t e  b i o l o g i c a l  p a r a m e t e r s .  

2  N o r m a t i v e  r e f e r e n c e s  

T h e  f o l l o w i n g  r e f e r e n c e d  d o c u m e n t s  a r e  i n d i s p e n s a b l e  f o r  t h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h i s  d o c u m e n t .  F o r  d a t e d  
r e f e r e n c e s ,  o n l y  t h e  e d i t i o n  c i t e d  a p p l i e s .  F o r  u n d a t e d  r e f e r e n c e s ,  t h e  l a t e s t  e d i t i o n  o f  t h e  r e f e r e n c e d  
d o c u m e n t  ( i n c l u d i n g  a n y  a m e n d m e n t s )  a p p l i e s .  

I S O  1 0 9 9 3 - 1 ,  Biological evaluation of medical devices — Part 1 : Evaluation and testing within a risk 
management system 

I S O  1 0 9 9 3 - 1 2 ,  Biological evaluation of medical devices — Part 1 2: Sample preparation and reference 
materials 

3  T e r m s  a n d  d e f i n i t i o n s  

F o r  t h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  d o c u m e n t ,  t h e  t e r m s  a n d  d e f i n i t i o n s  g i v e n  i n  I S O  1 0 9 9 3 - 1  a n d  t h e  f o l l o w i n g  a p p l y .  

3 . 1  
c u l t u r e  v e s s e l s  
v e s s e l s  a p p r o p r i a t e  f o r  c e l l  c u l t u r e  i n c l u d i n g  g l a s s  p e t r i  d i s h e s ,  p l a s t i c  c u l t u r e  f l a s ks  o r  p l a s t i c  m u l t i w e l l s  
a n d  m i c r o t i t r e  p l a t e s  

N O T E  T h e s e  c a n  b e  u s e d  i n t e r c h a n g e a b l y  i n  t h e s e  m e t h o d s  p r o v i d e d  t h a t  t h e y  m e e t  t h e  r e q u i r e m e n t s  o f  t i s s u e  
c u l t u r e  g r a d e  a n d  a r e  s u i t a b l e  f o r  u s e  wi t h  m a m m a l i a n  c e l l s .  

3 . 2  
p o s i t i v e  c o n t r o l  m a t e r i a l  
m a t e r i a l  w h i c h ,  w h e n  t e s t e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h i s  p a r t  o f  I S O  1 0 9 9 3 ,  p r o v i d e s  a  r e p r o d u c i b l e  c y t o t o x i c  
r e s p o n s e  
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N O T E   T h e  p u r p o s e  o f  t h e  p o s i t i v e  c o n t r o l  i s  t o  d e m o n s t r a t e  a n  a p p r o p r i a t e  t e s t  s y s t e m  r e s p o n s e .  F o r  e x a m p l e ,  
a n  o r g a n o t i n - s t a b i l i z e d  p o l y u r e t h a n e 1 )  h a s  b e e n  u s e d  a s  p o s i t i v e  c o n t r o l  f o r  s o l i d  m a t e r i a l s  a n d  e x t r a c t s .  D i l u t i o n s  o f  

p h e n o l ,  f o r  e x a m p l e ,  h a v e  b e e n  u s e d  a s  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  f o r  e x t r a c t s .  I n  a d d i t i o n  t o  a  m a t e r i a l ,  p u r e  c h e m i c a l s  c a n  
a l s o  b e  u s e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p e r f o r m a n c e  o f  t h e  t e s t  s y s t e m .  

3 . 3  
b l a n k  
e x t r a c t i o n  v e h i c l e  n o t  c o n t a i n i n g  t h e  t e s t  s a m p l e ,  r e t a i n e d  i n  a  v e s s e l  i d e n t i c a l  t o  t h a t  w h i c h  h o l d s  t h e  t e s t  
s a m p l e  a n d  s u b j e c t e d  t o  c o n d i t i o n s  i d e n t i c a l  t o  t h o s e  t o  w h i c h  t h e  t e s t  s a m p l e  i s  s u b j e c t e d  d u r i n g  i t s  
e x t r a c t i o n  

N O T E  T h e  p u r p o s e  o f  t h e  b l a n k i s  t o  e v a l u a t e  t h e  p o s s i b l e  c o n f o u n d i n g  e f f e c t s  d u e  t o  t h e  e x t r a c t i o n  v e s s e l ,  
v e h i c l e  a n d  e x t r a c t i o n  p r o c e s s .  

3 . 4  
n e g a t i v e  c o n t r o l  m a t e r i a l  
m a t e r i a l  w h i c h ,  w h e n  t e s t e d  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h i s  p a r t  o f  I S O  1 0 9 9 3 ,  d o e s  n o t  p r o d u c e  a  c y t o t o x i c  
r e s p o n s e  

N O T E  T h e  p u r p o s e  o f  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l  i s  t o  d e m o n s t r a t e  b a c kg r o u n d  r e s p o n s e  o f  t h e  c e l l s .  F o r  e x a m p l e ,  
h i g h - d e n s i t y  p o l y e t h y l e n e 2 )  f o r  s y n t h e t i c  p o l y m e r s ,  a n d  a l u m i n u m  o x i d e  c e r a m i c  r o d s  f o r  d e n t a l  m a t e r i a l  h a v e  b e e n  
u s e d  a s  n e g a t i v e  c o n t r o l s .  

3 . 5  
t e s t  s a m p l e  
m a t e r i a l ,  d e v i c e ,  d e v i c e  p o r t i o n ,  c o m p o n e n t ,  e x t r a c t  o r  p o r t i o n  t h e r e o f  t h a t  i s  s u b j e c t e d  t o  b i o l o g i c a l  o r  
c h e m i c a l  t e s t i n g  o r  e v a l u a t i o n  

3 . 6  
s u b c o n f l u e n c y  
a p p r o x i m a t e l y  8 0  %  c o n f l u e n c y ,  i . e .  t h e  e n d  o f  t h e  l o g a r i t h m i c  p h a s e  o f  g r o w t h  

4  S a m p l e  a n d  c o n t r o l  p r e p a r a t i o n  

4 . 1  G e n e r a l  

T h e  t e s t  s h a l l  b e  p e r f o r m e d  o n  

a )  a n  e x t r a c t  o f  t h e  t e s t  s a m p l e  

a n d /o r  

b )  t h e  t e s t  s a m p l e  i t s e l f .  

                                                      

1 )  T h e  Z D E C  a n d  Z D B C  p o l y u r e t h a n e s  a r e  a v a i l a b l e  f r o m  t h e  F o o d  a n d  D r u g  S a f e t y  C e n t e r ,  H a t a n o  R e s e a r c h  
I n s t i t u t e ,  O c h i a i  7 2 9 - 5 ,  H a d a n o s h i ,  K a n a g a w a  2 5 7 ,  J a p a n .  

2 )  H i g h - d e n s i t y  p o l y e t h y l e n e  c a n  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  U . S .  P h a r m a c o p e i a  ( R o c kv i l l e ,  M D ,  U S A )  a n d  f r o m  t h e  F o o d  
a n d  D r u g  S a f e t y  C e n t e r ,  H a t a n o  R e s e a r c h  I n s t i t u t e  ( O c h i a i  7 2 9 - 5 ,  H a d a n o s h i ,  K a n a g a wa  2 5 7 ,  J a p a n ) .  

T h e  i n f o r m a t i o n  g i v e n  i n  1 )  a n d  2 )  i s  f o r  t h e  c o n v e n i e n c e  o f  t h e  u s e r  o f  t h i s  p a r t  o f  I S O  1 0 9 9 3  a n d  d o e s  n o t  c o n s t i t u t e  
a n  e n d o r s e m e n t  b y  I S O  o f  t h e s e  p r o d u c t s .  E q u i v a l e n t  p r o d u c t s  m a y  b e  u s e d  i f  t h e y  c a n  b e  s h o wn  t o  l e a d  t o  t h e  
s a m e  r e s u l t s .  
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S a m p l e  p r e p a r a t i o n  s h a l l  b e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  I S O  1 0 9 9 3 - 1 2 .  

N e g a t i v e  a n d  p o s i t i v e  c o n t r o l s  s h a l l  b e  i n c l u d e d  i n  e a c h  a s s a y .  

4 . 2  P r e p a r a t i o n  o f  l i q u i d  e x t r a c t s  o f  m a t e r i a l  

4 . 2 . 1  P r i n c i p l e s  o f  e x t r a c t i o n  

E x t r a c t i n g  c o n d i t i o n s  s h o u l d  a t t e m p t  t o  s i m u l a t e  o r  e x a g g e r a t e  t h e  c l i n i c a l  u s e  c o n d i t i o n s  s o  a s  t o  
d e t e r m i n e  t h e  p o t e n t i a l  t o x i c o l o g i c a l  h a z a r d  w i t h o u t  c a u s i n g  s i g n i f i c a n t  c h a n g e s  i n  t h e  t e s t  s a m p l e ,  s u c h  
a s  f u s i o n ,  m e l t i n g  o r  a n y  a l t e r a t i o n  o f  t h e  c h e m i c a l  s t r u c t u r e ,  u n l e s s  t h i s  i s  e x p e c t e d  d u r i n g  c l i n i c a l  
a p p l i c a t i o n .  D u e  t o  t h e  n a t u r e  o f  c e r t a i n  m a t e r i a l s  ( e . g .  b i o d e g r a d a b l e  m a t e r i a l s ) ,  a l t e r a t i o n  o f  t h e  
c h e m i c a l  s t r u c t u r e  c a n  o c c u r  d u r i n g  t h e  e x t r a c t i o n  p r o c e d u r e .  

N O T E  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n y  e n d o g e n o u s  o r  e x t r a n e o u s  s u b s t a n c e s  i n  t h e  e x t r a c t ,  a n d  h e n c e  t h e  a m o u n t  
e x p o s e d  t o  t h e  t e s t  c e l l s ,  d e p e n d s  o n  t h e  i n t e r f a c i a l  a r e a ,  t h e  e x t r a c t i o n  v o l u m e ,  p H ,  c h e m i c a l  s o l u b i l i t y ,  d i f f u s i o n  r a t e ,  
o s m o l a r i t y ,  a g i t a t i o n ,  t e m p e r a t u r e ,  t i m e  a n d  o t h e r  f a c t o r s .  

F o r  d e v i c e s  t h a t  i n v o l v e  m i x i n g  t w o  o r  m o r e  c o m p o n e n t s  i n  t h e  p a t i e n t  t o  a r r i v e  a t  t h e  f i n a l  d e v i c e  ( f o r  
e x a m p l e  b o n e  c e m e n t ) ,  t h e  f i n a l  d e v i c e  s h o u l d  n o t  b e  w a s h e d  p r i o r  t o  e x t r a c t i o n .  W a s h i n g  t h e  t e s t  
s a m p l e  c a n  r e d u c e  o r  r e m o v e  r e s i d u a l s  p r e s e n t  o n  t h e  d e v i c e .  I f  t h e  t e s t  s a m p l e  i s  t o  b e  u s e d  i n  a  s t e r i l e  
e n v i r o n m e n t ,  a  s t e r i l i z e d  t e s t  s a m p l e  s h o u l d  b e  u s e d  t o  e x t r a c t  c h e m i c a l  c o n s t i t u e n t s .  

4 . 2 . 2  E x t r a c t i o n  v e h i c l e  

T h e  c h o i c e  o f  t h e  e x t r a c t i o n  v e h i c l e ( s )  t a ki n g  i n t o  a c c o u n t  t h e  c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  t e s t  s a m p l e  
s h a l l  b e  j u s t i f i e d  a n d  d o c u m e n t e d .  F o r  m a m m a l i a n  c e l l  a s s a y s  o n e  o r  m o r e  o f  t h e  f o l l o w i n g  v e h i c l e s  s h a l l  
b e  u s e d :  

a )  c u l t u r e  m e d i u m  w i t h  s e r u m ;  

b )  p h y s i o l o g i c a l  s a l i n e  s o l u t i o n ;  

c )  o t h e r  s u i t a b l e  v e h i c l e .  

T h e  c h o i c e  o f  v e h i c l e  s h o u l d  r e f l e c t  t h e  a i m  o f  t h e  e x t r a c t i o n .  C o n s i d e r a t i o n  s h a l l  b e  g i v e n  t o  t h e  u s e  o f  
b o t h  a  p o l a r  a n d  a  n o n - p o l a r  v e h i c l e .  C u l t u r e  m e d i u m  w i t h  s e r u m  i s  t h e  p r e f e r r e d  e x t r a c t i o n  v e h i c l e .  T h e  
u s e  o f  c u l t u r e  m e d i u m  w i t h  s e r u m  i s  p r e f e r r e d  f o r  e x t r a c t i o n  b e c a u s e  o f  i t s  a b i l i t y  t o  s u p p o r t  c e l l u l a r  
g r o w t h  a s  w e l l  a s  e x t r a c t  b o t h  p o l a r  a n d  n o n - p o l a r  s u b s t a n c e s .  I n  a d d i t i o n  t o  c u l t u r e  m e d i u m  w i t h  s e r u m ,  
u s e  o f  m e d i u m  w i t h o u t  s e r u m  s h o u l d  b e  c o n s i d e r e d  i n  o r d e r  t o  s p e c i f i c a l l y  e x t r a c t  p o l a r  s u b s t a n c e s  ( e . g .  
i o n i c  c o m p o u n d s ) .  O t h e r  s u i t a b l e  v e h i c l e s  i n c l u d e  p u r i f i e d  w a t e r  a n d  d i m e t h y l  s u l f o x i d e  ( D M S O ) .  D M S O  
i s  c y t o t o x i c  i n  s e l e c t e d  a s s a y  s y s t e m s  a t  g r e a t e r  t h a n  0 . 5  %  ( v o l u m e  f r a c t i o n ) .  T h e  c e l l u l a r  e x p o s u r e  
c o n c e n t r a t i o n  o f  e x t r a c t a b l e s  i n  D M S O  w i l l  b e  l o w e r  d u e  t o  t h e  g r e a t e r  d i l u t i o n  a s  c o m p a r e d  t o  e x t r a c t i o n  
i n  c u l t u r e  m e d i u m  w i t h  s e r u m .  

N O T E  1  D i f f e r e n t  t y p e s  o f  s e r u m  ( e . g .  f o e t a l ,  b o v i n e /c a l f  s e r u m ,  n e wb o r n  c a l f  s e r u m )  m i g h t  b e  u s e d  a n d  t h e  
c h o i c e  o f  t h e  s e r u m  i s  d e p e n d e n t  o n  t h e  c e l l  t y p e .  

N O T E  2  I t  i s  i m p o r t a n t  t o  r e c o g n i z e  t h a t  s e r u m /p r o t e i n s  a r e  kn o wn  t o  b i n d ,  t o  s o m e  e x t e n t ,  e x t r a c t a b l e s .  

4 . 2 . 3  E x t r a c t i o n  c o n d i t i o n s  

4 . 2 . 3 . 1  T h e  e x t r a c t i o n  s h a l l  b e  p e r f o r m e d  i n  s t e r i l e ,  c h e m i c a l l y  i n e r t ,  c l o s e d  c o n t a i n e r s  b y  u s i n g  
a s e p t i c  t e c h n i q u e s ,  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  I S O  1 0 9 9 3 - 1 2 .  
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