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Uvod

Endotoxiny (lipopolysaccharidy, LPS) jsou souc¢dsti vnéjSi membrany gramnegativnich bakterii, jako
jsou E. coli, Salmonella, Shigella, Pseudomonas, Neisseria, Haemophilus. Endotoxin miZe vyvolat

u savcl, v¢. ¢lovéka, radu systémovych reakci, napr. horecku, disseminacni intravaskularni srazlivost,
snizeni krevniho tlaku (hypotonie), selhani krevniho obéhu a smrt: Reakce jsou nepfimo ovlivnéné
produkci rznych druhl cytokind, aktivaci kaskady komplement(, aktivaci kaskady koagulace atd.
Endotoxiny se nachdazeji v bézném environmentu. Protoze vétSina vySetrovacich zkousek
nanomateriall pro zkusebni systémy in-vitro a in-vivo vyzaduje rozli¢né postupy pfipravy, endotoxiny



mohou znecistit nanomaterialy, pokud jsou zkousky provadény bez nalezité ddslednosti.

Za Ucelem testu toxikologického screeningu nebo zkousky biokompatibility nanomateriall nebo pro
mechanismus zkousky jedovatosti vyvolané nanomaterialy jsou nyni vyvijeny a pouZivany rdzné
varianty bunéénych zkusebnich systémd in-vitro a in-vivo na modelech zvirat. V in-vitro testovacich
systémech se nejcastéji pouzivaji makrofagy a ostatni relevantni bunky savc(, jako testovaci bunky,
zejména pro nanomaterialy, protoze jsou primarné odpovédné za sledovani bunék v téle. Avsak tyto
burky Casto reaguji s endotoxiny, a proto je obtizné rozliSit reakci na endotoxiny od reakce na
nanomaterialy. Z tohoto dlvodu kontaminace vzorkd endotoxiny mdize znacné zkreslit vysledky
zkousek in vitro.

VsV v

Kontaminaci zapfi¢inénou endotoxiny Ize omezit, pokud se dlsledné dodrzuji postupy pfi pripravé
zkousky. Z tohoto dlvodu je nutnd predbézna zkouska endotoxind, aby se minimalizovala
kontaminace, kterou zpUsobi nebo aby se zjistila Groven hladiny koncentrace endotoxinli v méreném
vzorku. Dale je dileZité urcit kvantitativné Groven endotoxind, aby bylo mozné spravné interpretovat
namérena data ziskana pomoci biologickych testl in-vitro.

Endotoxiny mohou znecistit medicinské produkty a Iéky pro parenteralni uzivani. Proto byly vyvinuty
a zavedeny kvantitativni a semikvantitativni vySetrovaci postupy k urc¢eni mnozstvi endotoxind, i jako
standard laboratornich postup( pro nanomaterialy (viz reference [6]). Zkouska bakterialnich
endotoxinl reakci Limulus-amoebozyten lysat (LAL) byla vyvinuta jako in-vitro zkouska pro uréeni
pritomnosti kontaminace endotoxiny. Je to alternativa ke zkouSce pyrogenicity na kralicich,
odpovidajici metody jsou popsany ve farmakologii mnoha zemi.

ISO 29701 obsahuje zakladni informace o zkouSce LAL a popisuje navod na zkouSku LAL
nanomateriall, které jsou pro biologické zkousky in-vitro.

1 Pfredmét normy

Tato mezinarodni norma urcuje zkousku reakceLimulus amoebozyten lysat (LAL) pro dlkaz

a kvantitativni vyhodnoceni nanomateriall urc¢enych pro biologické kontrolni systémy in-vitro na bazi
bunék. Zkouska je vhodna pro vzorky nanomateriall rozptylenych ve vodnim prostredi napr. vodeg,
séru nebo reakénim mediu s nanomatérialy ktera jsou udrzovana na teploté 37 °C.

Tato mezinarodni norma se tyka pouze in-vitro systémd, ale Ize ji pfizplsobit i pro nanomaterialy,
které prijimaji zvifata parenteralnimi (mimostfevnimi) cestami.

Konec nahledu - text dale pokracuje v placené verzi CSN.



