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1 UVODNE USTANOVENIA / Introductory Provisions

1.1 Predslov / Foreword

V stcasnosti sa stupiiuje Usilie o obmedzenie pouzivania zvierat pri testovani bezpecnosti
chemickych latok. /n vitro metoédy hraji Coraz vyznamnejsSiu ulohu ako alternativa, ¢i nahrada
povodnych in vivo testov. OCakéava sa, Ze vyvoj v oblasti toxikogenomiky, toxikoproteomiky,
toxikometabonomiky a d’alSich vysokovykonnych skriningovych metod zvysi vyznam in vitro
metdd pre testovanie bezpecnosti, okrem ich tradicného pouzitia pri testoch genotoxicity.
Pracovna skupina OECD pre Spravnu laboratdérnu prax povazuje preto za uzitocné vypracovat
d’al$i navod, so zvlastnym dérazom na pouzitie OECD zasad SLP pri in vitro Studidch.

1.2 Uvod / Introduction

Stadie vyuzivajlice in vitro testovacie systémy sa dlhodobo pouZivaju pre ziskanie tidajov
o bezpecnosti chemikalii s ohl'adom na l'udské zdravie a Zivotné prostredie. Narodna legislativa
vyzaduje, aby boli tieto Stadie realizované v sulade s poziadavkami spravnej laboratornej
praxe. Tradi¢ne byvaju in vitro metddy pouzivané hlavne v oblasti testovania genotoxicity.
V stadiach genotoxicity je zhodnotenie rizika vo velkej miere zalozené na udajoch ziskanych
zo Studii pouzivajlcich in vitro testovacie systémy. S rasticou snahou obmedzit v testoch
bezpecnosti pouzivanie zvierat ziskavaju in vitro metody vyznamnejSie postavenie ako
alternativa alebo doplnok in vivo testov bezpe€nosti. Okrem toho, vyvoj na poli
toxikogenomiky, toxikoproteomiky, toxikometabonomiky a inych (napr. microarray testy)
vysokovykonnych skriningovych technik, bude tiez zvySovat’ vyznam in vitro metodoldgie pre
testy bezpecnosti.

Poziadavka, aby boli Sstidie bezpeCnosti planované, vykonavané, kontrolované,
zaznamenavané, predkladané a uchovavané v sulade so zdsadami spravnej laboratornej praxe
OECD (d’alej Zasady SLP), je rovnaka aj pre rozdielne typy stadii. Z toho dovodu su zasady
SLP vSeobecnym navodom na vykonavanie vSetkych neklinickych zdravotnych
a environmentalnych §tadii bezpecnosti, vratane in vitro §tidii. Vypracovanie tohto usmernenia
ma ul'ah¢it’ ich pouZzivanie a interpretaciu pri Specifickych situacidch in vitro testov, poskytnat
navod na ich aplikdciu na in vitro Studie ato tak pre testovacie pracovisko (vedenie
testovacieho pracoviska, Utvar zabezpecenia kvality, veduci Studie a zamestnanci), ako aj pre
narodné autority monitorovania suladu so SLP.

1.3 U&el dokumentu / Purpose of this Document

Ugelom tohto dokumentu je napoméct pri spravnej aplikacii a interpretacii zasad SLP
pri organizovani a riadeni in vitro §tudii a poskytnut’ rady pri primeranej aplikacii zasad SLP
nain vitro §tidie ako pre testovacie pracoviska (manazment, UZK, veduceho studie
a zamestnancov), tak aj pre narodné monitorovacie autority.

Tento dokument ma za ciel’ poskytnit’ d’alsiu (doplnkovt) interpretaciu zasad a ich aplikaciu
pre in vitro Stidie vykondvané pre regulacné ucely. Je pisany takym sposobom, aby umoznil
I'ahké porovnavanie so zdsadami SLP (rovnaké ¢lenenie kapitol).
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1.4  Scope/ Rozsah

Tento dokument je Specificky zamerany na pouzitie zasad SLP na in vitro Stadie realizované
v ramci neklinickych testov bezpec¢nosti latok obsiahnutych vo farmaceutickych produktoch,
pesticidoch, kozmetickych vyrobkoch, veterinarnych liekoch a lieCivach, potravinovych
a krmovinovych doplnkoch, priemyselnych chemikaliach a biocidoch. Testovanymi latkami st
obvykle syntetick¢ chemikalie, ale mézu nimi byt aj latky prirodného alebo biologického
povodu a v niektorych pripadoch aj Zivé organizmy. Ciel'om testovania je ziskanie udajov o ich
vlastnostiach a/alebo ich bezpecnosti s ohl'adom na zdravie l'udi a zivotné prostredie.

Ak nie su Specificky vynaté ndrodnou legislativou, zdsady SLP sa vztahuji na vSetky
neklinické S$tadie zdravotnej a environmentalnej bezpecnosti vyzadované nariadeniami
pre ucely registrovania alebo poskytnutia licencie pre farmaceutické produkty, pesticidy,
potravinové a krmovinové doplnky, kozmetické vyrobky, veterinarne lieky a podobné vyrobky,
a pre regulaciu priemyselnych chemikalii

1.5  Definicia pojmov / Definition of Terms

In vitro Stadie - Studie, ktoré ako testovacie systémy nepouzivaji mnohobunkové celé
organizmy, ale skor mikroorganizmy alebo material izolovany z celych organizmov alebo ich
simulécie.

Mnohé in vitro §tidie moZzno na zdklade definicie podla Zasad SLP kvalifikovat' ako
kratkodobé. Pre tieto Studie, ak je to vhodné, sa pre ulahéenie prace vedicemu Studie
a pracovnikom Utvaru zabezpecenia kvality maji prevziat' a pouzit’ aj ustanovenia smernice
OECD ,,Aplikécie zasad SLP na kratkodobé stadie* (MSA G-07).

Referenc¢na latka — (podla vSeobecnej definicie je akdkol'vek latka, pouzitd ako zaklad na
porovnanie s testovanou latkou). Testovacie metody pre in vitro $tidie v mnohych pripadoch
nariad’uju pouzivanie vhodnych pozitivnych, negativnych kontrol a/alebo kontrol pomocnych
latok. Tieto vSak nesluzia v zmysle definicie SLP pre ,,referenéné latky na hodnotenie odozvy
testovaciecho systému na testovanu latku, ale len na kontrolu zodpovedajucej odozvy
testovacieho systému. Ked'Ze ucel pouzitia tychto pozitivnych, negativnych a/alebo pomocnych
kontrolnych latok moze byt povazovany za analdgiu pouzitia referencnej latky, tito definiciu
referencnej latky treba povazovat za taki, ktord urCuje terminy ,,pozitivna, negativna a/alebo
pomocna kontrolna latka* ako také. Rozsah, vramci ktorého je potrebnd ich analytické
charakterizacia, sa moze liSit’ od poziadaviek na v klasickom zmysle chapané referencné latky.

Aseptické podmienky — podmienky vytvorené a existujlice v pracovnom priestore, ktoré
minimalizuji potencidlnu mikrobidlnu a virusovi kontaminéciu.

Bunkové linie — bunky, ktoré presli genetickou zmenou, zabezpecujucou ich prezitie,
v dosledku ¢oho st schopné viacndsobne sa mnozit in vitro, mozu byt’ rozsirované a kryogénne
konzervované ako bunkové banky. Kontinudlne mnozena bunkova linia je vo vSeobecnosti
omnoho homogénnejsia a stabilnejsia a preto reprodukovatel’nejSia ako heterogénna populécia
primarnych buniek.

Kontrola, negativha — cast' (samostatnd) testovacieho systému, do ktorej je zdmerne
aplikovana latka, o ktorej je zname, Ze nevyvoldva odozvu testovacieho systému; negativna
kontrola, poskytuje dokaz o tom, ze testovaci systém neodpoveda na zndmy negativny podnet.

Kontrola, pozitivna — ¢ast’ (samostatnd) testovacieho systému do ktorej je zdmerne aplikovana
latka, o ktorej je zname, Ze vyvoldva odozvu testovacieho systému; pozitivna kontrola
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poskytuje dokaz o tom, Ze testovaci systém odpoveda na znamy pozitivny podnet v danych
podmienkach testu.

Kontrola, neoSetrena — cast testovacieho systému, ktora sa udrziava v povodnych
kultivacnych podmienkach; neoSetrena kontrola poskytuje zakladné tudaje o testovacom
systéme v podmienkach testu.

Kontrola, pomocné latky — cast’ (samostatnd) testovacieho systému, ku ktorej sa pridava
pomocna latka; kontrola pomocnej latky poskytuje dokaz o tom, Ze pridand pomocna latka
nema vplyv na testovaci systém.

Kritické fazy - jednotlivé, definované postupy alebo ¢innosti v rdmci Studie, ktorych spravne
vykonanie je kritické pre kvalitu, platnost’ (validitu) a spol’ahlivost’ Studie.

KriZzova kontamindcia — neimyselnd kontamindcia testovanej latky inou testovanou latkou
alebo testovacieho systému inou testovanou latkou alebo inym testovacim systémom spdsobena
nedbalost'ou, ktord kontaminuje testovanu latku alebo poSkodi testovaci systém.

Kryogénna konzerviacia - uchovavanie buniek apletiv — tkaniv v zmrazenom stave
za podmienok, pri ktorych sa uchovéva ich Zivotaschopnost’.

Kryoskimavka - Specidlna skiimavka pouZzivana na kryogénne uchovévanie. Kryoskiimavka
musi splnat’ Specidlnu podmienku, akou je tesnost’ uzaveru iza velmi nizkych teplot
a pri vel’kych teplotnych zmenéach po€as zmrazovania a rozmrazovania.

Ex vivo - bunky, pletiva alebo organy ziskané na d’al$iu analyzu z intaktmych zvierat.

Génova transfekcia - vlozenie cudzej, doplnkovej DNA (jedného alebo viacerych génov)
do hostitel'skej bunky.

High through-put skrining - pouZitie miniaturizovanej, robotizovanej technoldgie na skrining
rozsiahlych suborov latok voci izolovanému cielovému génu, proteinu, bunke, tkanivu, atd’.,
aby sa dala vybrat’ latka vykazujica Specifické aktivity, vhodna na d’alsi vyvoj.

Mikroarrays - sibor miniaturizovanych ploch pre chemické reakcie metodicky usporiadanych
a umiestnenych na pevnej podlozke, akou je napriklad mikroskopické podlozné sklicko.
Microarray DNA st prostriedkom na porovnavanie zndmych aneznamych vzoriek DNA,
st zalozené na pravidlach parovania bdz aumoziluju automatizdciu procesu identifikéacie
vzoriek nezndmej DNA na pouzitie pri skiumani biologickych vzoriek na urcenie génovej
expresie, markerovej schémy alebo sekvencie nukleotidov DNA/RNA.

Primarne bunky - bunky, ktoré su Cerstvo izolované zo zvieracich alebo rastlinnych zdrojov.
Cerstvo izolované primarne bunky moézu rychlo dediferencovat v kultire a &asto maju
obmedzenu zivotnost. Primarne kultary izolované zo =zvierat alebo z c¢loveka moézu
predstavovat’ heterogénnu populaciu s ohl'adom napriklad na rozdiely v typoch buniek a stavy
diferenciacie, ktoré zavisia od pouzitého postupu Ccistenia (purifikacie). Kazdy izolat
je unikatny a nie je mozné ho presne zopakovat. Primarne bunky si bezne vyzaduju zlozith
vyzivu obohateni o sérum a d’alSie zlozky. Nasledkom toho sa kultary primarnych buniek
vel'mi t'azko Standardizuja.

Patentovany material - material chraneny (patentom, autorskym pravom, obchodnou znackou,
zakonmi) proti nelegadlnemu pouzitiu.

Testovacia suprava - subor vSetkych zloziek potrebnych na vykonanie skusky, testu alebo
Stidie, pripraveny ako siiprava na priame pouZzitie.
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Pletiva - mnohobunkové zoskupenia diferencovanych buniek so Specifickou funkciou ako
sucast’ organizmov.

Toxikogenomika - §tidium odozvy gendmov na stres alebo toxické latky zivotného prostredia.
Ciel'om toxikogenomiky je najst’ vztahy medzi toxickou odozvou na toxické latky a zmenami
v genetickom profile objektov exponovanych tymito toxikantami. Toxikogenomika spéja
novovznikajuce technologie genomiky a bioinformatiky, aby identifikovala a charakterizovala
mechanizmy ucinku znamych alebo podozrivych toxickych latok. V sGi€asnosti primarnym
toxikogenomickym ndastrojom su mikrotesty DNA aDNA Cip, ktoré sa pouzivaju
na simultdnny monitoring Grovni expresie stoviek az tisicov génov.

Toxikometabonomika - kvantitativne meranie Casove] zdavislosti multiparametrickej
metabolickej odozvy Zzivych systémov na patofyziologické stimuly alebo genetickt
modifikéciu systematickym skiimanim zloZenia biologickych tekutin s pouzitim NMR/ pattern
recognition technologie tak, aby bolo mozné spojit’ toxické pdsobenie na cielovy organ s NMR
spektralnou schémou a identifikovat originadlne markery toxicity.

Toxikoproteomika - Studium reakcie celkovej expresie bielkovin v bunke alebo tkanive
na stresy alebo toxické latky zivotného prostredia. Ciel'om toxikoproteomiky je najst’ vztahy
medzi toxickymi odozvami na toxikanty a zmenami v celkovom profile proteinov u objektov,
ktoré boli vystavené pdsobeniu prislusnych toxikantov.

Transgénne bunky - bunky sjednym alebo viacerymi cudzimi génmi, ktoré nasledne
vykazuju vlastnosti alebo funkcie, ktoré sa za normalnych okolnosti v rodi¢ovskej bunke bud’
nevyskytuji, alebo vyskytuju len zriedkavo.

1.6  Zdroje d’alSich informacii pre in vitro testovanie / Sources for Further Information
on In Vitro Testing

Webové stranky:

1. Good Cell Culture Practices http://ecvam.jrc.it/publication/index5007.html
2. MIAME Guideline http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html
3. ECVAM http://ecvam.jrc.it/index.htm

4. ICCVAM http://iccvam.niehs.nih.gov/

1.7 Skratky / Abbreviations

GLP - Good Laboratory Practice

SLP - Spravna laboratorna prax

MSA - Metodicka smernica na akreditaciu

OECD - Organizacia pre hospodarsku spolupracu a rozvoj

Organisation for Economic Cooperation and Development)

SNAS
Spp

Slovenska narodna akreditac¢na sluzba

Standardné pracovné postupy
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1.8  Suvisiace predpisy / Related Regulations
MSA série G - vSetky MSA tykajice sa Spravnej laboratornej praxe.

Zikon 67/2010 Z. z. o podmienkach uvedenia chemickych latok a chemickych zmesi na trh
a o zmene a doplneni niektorych zékonov (chemicky zékon)

Nariadenie vlady SR ¢. 320/2010 Z. z., ktorym sa upravuju Cinnosti testovacich pracovisk
a ¢innosti inSpektorov vykonavajucich insSpekcie, audit a overovanie dodrziavania zasad
spravnej laboratdrnej praxe v zneni neskorsich predpisov
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2 VECNA CAST /FACTUAL PART

2.1 Zodpovednosti / Responsibilities

a) Vedenie testovacieho pracoviska / Test Facility Management

Vicsina zodpovednosti vedenia testovacieho pracoviska je vSeobecného charakteru, rovnako
pre in vivo ako aj pre in vitro Studie, ako su poziadavky na zabezpecenie dostupnosti
kvalifikovanych zamestnancov, vhodnych priestorov a zariadeni na v€asné a riadne vykonanie
Studie. Vedenie testovacieho pracoviska si vSak musi byt vedomé toho, ze in vitro testovanie
mdze ovplyvnit’ vykondvanie niektorych jeho povinnosti. Napr. musi sa uistit’, Ze zamestnanci
jasne pochopili ulohy, ktoré maju vykonat'. Pre in vitro Stidie to znamena zabezpecit’ Specialne
Skolenie zamerané na aseptické postupy a na manipulaciu s biologicky rizikovymi materidlmi.
In vitro testovanie si tiez moze vyzadovat Specialne priestory azavedenie Specialnych
postupov pre zabranenie kontaminécii testovacich systémov. Dal§im prikladom je poziadavka
zaistenia dodavok, vyhovujucich poziadavkam danej Stadie. Niektoré in vitro Stadie si mézu
vyzadovat’ pouzitie patentovanych materidlov alebo testovacich stprav. Hoci OECD dokument
"Sulad laboratornych doddavatelov so zasadami SLP" (MSA G-05) ustanovuje, ze materidly,
ktoré maju byt pouzité¢ v Studii v sulade so zdsadami SLP, musia byt vyrabané a testované
na vhodnost’ ato pouzitim zodpovedajiceho systému pre zabezpeCenie kvality a tym sa
primarna zodpovednost’ za ich vhodnost’ prendSa na vyrobcu alebo dodéavatela, aj tak je
povinnostou vedenia testovacieho pracoviska, aby preverenim metdd, postupov a politik
dodévatela potvrdili, Ze prisluSné podmienky st primerane splnené.

b) Veduci studie / Study Director

Vseobecné povinnosti vediceho Stadie nezédvisia na type Studie a zodpovednost uvedend
v Zasadach plati rovnako aj na in vitro §tidie. Veduci Stadie je jedinym zodpovednym
za celkové vedenie a spravu o Stadii.

V pripade in vitro §tidie musi veduci S$tadie venovat zvySenu pozornost doloZeniu
opravnenosti a charakterizacii testovacieho systému, o je ¢innost’, ktord je pre in vitro Stadie
tazSie uskutocnitena. Pozri napr. v Casti Testovacie systémy (vid' d’alej), kde sa uvadzaja
poziadavky na dokumentovanie odovodnenia vyberu a charakterizacie testovacieho systému.
V pripade in vivo §tudii su tieto ¢innosti menej komplikované. Napriklad opravnenost’ pouzitia
vybranych druhov organizmov méze byt dolozena charakterizaciou tychto organizmov, ktoré
preukdzu ich vhodnost ako modelov pre hodnotenie Uc¢inkov, ktoré st predmetom testu.
Charakterizacia jednotlivych zvierat méze byt splnena jednoducho dolozenim zvieracieho
druhu, rasy/kmetia a podkmena, dodéavatela zvierat, poctu, rozsahom hmotnosti, pohlavia
a veku.

Tieto poziadavky je podstatne t'azsie splnit’ pri in vitro Stadiach:

Zdovodnenie vyberu testovacieho systému si moze vyzadovat, aby veduici Studie
dokumentoval, Zze metdda testu bola validovana alebo je Struktirou, funkéne a/alebo
mechanicky podobna validovanej referencnej testovacej metdde. Pred pouzitim novych
testovacich metdd, ktoré su Strukturou, funkéne a/alebo mechanicky podobné validovanej
testovacej metdde, musi veduci Studie poskytnut’ udaje dokazujice, Ze nova testovacia metoda
ma porovnatel'nl vykonnost’ s prislusnou referen¢nou metddou.
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Preukdzat’ vlastnosti in vitro systémov moéze byt tiez narocné. I ked’ veduci Studie moze byt
schopny dolozit spomocou dodéavatela niektoré vlastnosti testovaciecho systému
(napr. bunkovu liniu, vek, pasdzovanie, povod), musi tiez charakterizovat’ testovaci systém
dokazanim, Ze testovaci systém spiia poziadavky na vykon, ked’ je porovnavany
s primeranymi referenénymi latkami, pokial’ je to potrebné, aj vratane pouzitia pozitivnych,
negativnych, neoSetrenych kontrol a/alebo doplnenych len pomocnymi latkami. Za zvlastny
pripad treba povazovat’ in vitro Studie, vyuzivajuce patentované materidly alebo testovacie
supravy. Pokial' je dodavatel, vyrobca alebo drzitel patentu zarukou vlastnosti takychto
materidlov alebo testovacich stiprav a pokial’ vedenie testovacieho pracoviska zodpoveda za to,
7e dodavatel' spiiia podmienky kvality uvedené predtym, napr. preverenim (indpekciou)
dodavatel'skej praxe, postupov a politiky kvality, je veduci Stidie zodpovedny za to,
7e vlastnosti tychto materialov alebo stprav skuto¢ne spiiaju poziadavky §tidie a Ze testovacie
supravy boli primeranym spdsobom validované a su vhodné na zamyslané pouzitie. Ked'ze
kvalita a spolahlivost’ vysledkov S$tudie budi priamo ovplyvnené kvalitou a vlastnost'ami
tychto materidlov alebo testovacich stprav, je zvlast' dolezité, aby veduci Stidie starostlivo
preskumal a kriticky zhodnotil tplnost’ a prijatel'nost’ dokumentacie o zabezpeceni ich kvality.
Veduci Studie musi minimalne posudit’ vhodnost’ systému pre zabezpecenie kvality, ktory
pouziva vyrobca a mat’ k dispozicii vSetku dokumentaciu potrebni na hodnotenie sposobilosti
testovacieho systému, napr. vysledky uskuto¢nenych stadii.

¢) Pracovnici podielajuci sa na studii / Study Personnel

Zamestnanci musia — tam, kde je to pozadované — pri realizcii in vitro $tadii dosledne
dodrziavat’ poziadavky na aseptické podmienky a prislusné postupy, aby sa zabranilo
kontamindcii testovacieho systému patogénmi. Musia tiez pouzivat® primerané postupy
(vidbod 1.6 Zdroje dalsich informacii), ktoré zabrania krizovej kontaminacii medzi
testovacimi systémami a zaru€ia integritu Stidie. Zamestnanci Stidie musia byt informovani
apresne dodrziavat poziadavky na izolaciu testovacich systémov a poziadavky na Stadie,
biologicky nebezpe¢nych materidlov. Pri testovani nebezpecnych chemikalii v in vitro Studidch
musi byt’ uplatnend primerana opatrnost’ minimalizujlca rizikéa vyplyvajice z ich pouZitia.

2.2 Zabezpecenie kvality / Quality Assurance

Cinnosti pre zabezpeéenie kvality sa vo vieobecnosti medzi in vitro a in vivo §tadiami velmi
neodliduju. In vitro $tadie mozu v niektorych pripadoch spiitat’ podmienky pre zaradenie medzi
kratkodob¢ Stadie. V takych pripadoch sa pouzije OECD dokument "Aplikacia zasad SLP
na kratkodobé studie" (MSA G-07). Takéto Stadie moézu byt teda kontrolované utvarom
zabezpeCenia kvality prostrednictvom inSpekcie procesov, pokial' je to vhodné a povolené
narodnymi smernicami,. Ked’ze zasady SLP vyzaduji, aby zamestnanci Gtvaru zabezpecenia
kvality zvlast kontrolovali kritické fazy Studie, je ddlezité, aby boli v pripade in vitro §tadii
informovani o tom, ¢o vytvara kritické fazy (a kritické aspekty) tychto stadii. Pre tieto pripady
je potrebné v spolupraci s vedicim Studie, veducim ¢iastkovej Stidie a zamestnancami Studie
vypracovat’ pre zamestnancov useku zabezpecenia kvality zodpovedajuce navody na kontroly
prislusnych oblasti. Pretoze program pre zabezpecenie kvality musi vSade, kde je to potrebné,
uplne pokryt Specifické stranky in vitro testovania, musia byt vzdelavanie a vycvik
zamestnancov uUseku zabezpecenia kvality priamo orientované na schopnost rozoznat
potencialne problémy v Specifickych oblastiach in vitro testovania.

Specifické oblasti vyzadujuce kontrolu mozu okrem inych obsahovat’ postupy a opatrenia pre:
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* monitorovanie Sarzi zloziek médii pre bunkové a pletivové kultary, ktoré s kritické
z hl'adiska vykonu testovacieho systému (napr. plodové telacie sérum, atd’.) a d’alSie
materidly s ohl'adom na ich vplyv na vykon testovacieho systému;

= posudenie a zabezpecenie funkéného a morfologického stavu (a integrity) buniek, pletiv
a d’alsich indikatorovych materialov;

* monitorovanie potencidlnej kontaminacie cudzimi bunkami, mykoplazmou a d’alSimi
patogénmi alebo inymi ndhodnymi latkami, pokial’ to je vhodné;

= (istenie a dekontamindciu priestorov a zariadeni a minimalizaciu zdrojov kontaminacie
testovanych latok a testovacich systémov;

= zabezpeCenie toho, aby Specidlne =zariadenia boli pouzivané a udrziavané
zodpovedajicim sposobom;

= zabezpeCenie nalezitej kryoochrany a opidtovnej vitalizdcie (rekonstiticie) buniek
a pletiv;

= zabezpecenie nalezitych podmienok pre vyhl'adavanie materidlov v mraznickach;

= zabezpeCenie sterility materidlov a doddvok pouzivanych na bunkové a pletivové
kultary;

» udrZiavanie primeraného vzajomného oddelenia rozdielnych S§tidii a testovacich
systémov.

2.3  Testovacie pracovisko / Facilities
a) Vseobecne / General

Zasady SLP vyzaduju, Ze testovacie priestory musia vhodné a spiiiat’ poziadavky pre studie
v nich vykondvané a tiez musi byt zabezpecené primerané¢ vzdjomné oddelenie rozdielnych
¢innosti, aby sa zabezpecila nalezita a neskreslena realizacia kazdej stidie. Vzhl'adom na fakt,
ze in vitro Studie vyZzaduji vSeobecne len obmedzeny pracovny priestor a bezne nepozaduju
vyhradené priestory, ktoré by vylucovali realizaciu inych $tadii, treba prijat’ len také opatrenia,
ktoré zaistia vhodné vzajomné oddelenie in vitro §tadii vykonavanych v tom istom fyzickom
priestore.

b) Priestory pre testovacie systemy / Test System Facilities

Zasady SLP vyzaduju, aby bol k dispozicii dostatocny pocet miestnosti alebo priestorov
na zabezpecenie izolacie testovacieho systému a aby tieto priestory vyhovovali podmienkam,
ktoré zabezpecia, aby bola minimalizovana pravdepodobnost’ kontamindcie testovacich
systémov. Vyraz ,priestor” nie je pritom Specidlne definovany a jeho interpreticia je preto
prispdsobite'na na rozlicné in vitro situacie. DoleZitou poZziadavkou tu je, aby nedoslo
k ohrozeniu integrity ziadneho z testovacich systémov alebo $tidie moznostou potencialnej
kontaminacie, krizovou kontaminaciou alebo ich kombinaciou.

Ak sa realizuje primerany stupeil oddelenia (napr. vhodnymi identifikdtormi, nalepkami alebo
oddelenym umiestnenim, aby bolo zrejmé rozliSenie medzi Stidiami, atd’.), je mozné inkubovat’
bunky alebo tkaniva patriace rozliénym Studidam v tom istom inkubatore za predpokladu,
ze 7ziadny testovany material/latka nie je natol’ko prchavy, aby kontaminoval ostatné Studie,
ktoré su spolo¢ne inkubované.
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Oddelenie kritickych faz $tadie je mozné nielen na priestorovom, ale aj ¢asovom zaklade.
Narabanie s bunkovymi a pletivovymi kultirami, napr. subkultivacné postupy, pridavanie
testovanej latky, atd’., sa vykonava za normalnych okolnosti v boxe s vertikdlnym laminarnym
prudenim, ktory zabezpecuje sterilitu a chrani testovaci systém ako aj personal a okolité
prostredie. Za tychto okolnosti je mozné dosiahnut’ stav, ktory zabraniuje krizovej kontaminacii
medzi rozlicnymi Stadiami, a to samostatnou, po sebe nasledujicou manipuléciou s testovacimi
systtmami rozlicnych S§tadii, vratane starostlivého Ccistenia a dekontaminacie/sterilizacie
pracovnych ploch boxu a ostatného zariadenia v laboratoriu, vykonavanych medzi rozdielnymi
¢innost’ami, pokial to je potrebné.

Dal$ou vyznamnou podmienkou je dostupnost’ vyhradenych miestnosti alebo priestorov
so Speciadlnym vybavenim na dlhodobé uchovévanie testovacich systémov. Zariadenie, vratane
skladovacich kontajnerov, musi poskytovat primerané podmienky na udrziavanie dlhodobe;j
integrity testovacich systémov.

¢) Priestory pre zaobchadzanie s testovanymi a referencnymi latkami / Facilities for
Handling Test and Reference Items

Hoci poziadavky Zasad SLP pri manipuldacii s testovanymi i referenénymi latkami na ochranu
pred krizovou kontaminaciou testovanymi alebo referencnymi latkami platia rovnako aj pre
in vitro $tadie, je nevyhnutné brat’ do Uvahy i d’alSie hl'adiskd. Ked’ze sterilita je vyznamnou
podmienkou pre in vitro §tadie, je pri nich nevyhnutné zabezpecit', aby priestory na pripravu
a mieSanie testovanych a referenénych latok s nosnymi latkami — rozpustadlami umoznovali
pracu v aseptickych podmienkach a takto chranili testovaci systém minimalizovanim mozZnosti
kontamindcie testovanymi alebo referencnymi latkami.

24 Pristroje, material a €inidla / Apparatus, Material and Reagents

Hoci bezné poziadavky SLP na pristroje platia i na pristroje pouzivané pre in vitro §tadie, platia
pre tieto zariadenia i niektoré zvlast dolezité Specifické poziadavky. Napriklad pre integritu
a hodnovernost’ niektorych in vitro §tadii je dolezité, aby boli zabezpecené a monitorované
vhodné podmienky pre také pristroje a zariadenia, ako su mikrovahy, mikropipety, laminarne
boxy alebo inkubatory a aby boli pravidelne udrziavané, sledované a kalibrované. Pre Specialne
zariadenia by sa mali stanovit kritické parametre, ktoré je potrebné nepretrzite sledovat’,
resp. nastavit’ hrani¢né hodnoty spolu s inStalaciou alarmov.

Poziadavky Zasad SLP pre reagencie, z hl'adiska ich oznaCovania a exspiracie, platia rovnako
1 pre in vitro §tadie.

2.5  Testovacie systémy / Test Systems

In vitro testovacie systémy su predovsetkym biologické systémy, hoci v sicasnosti vyvinuté
alternativy ku klasickym in vivo testom (napr. génové matice — arrays — pre toxikogenomiku)
vykazuju  niektoré  vlastnosti  fyzikalno-chemickych  testovacich  systémov, iné,
napr. pre toxikometabonomiku, vyuzivaji predovsetkym analyticki metodologiu. Testovacie
supravy, vratane patentovanych testovacich stiprav, sa tieZ povazuju za testovacie systémy.

a) Podmienky pre testovacie systemy / Conditions for Test Systems

Rovnako ako pre ostatné biologické systémy je potrebné i v tomto pripade definovat’, udrziavat’
a sledovat’ prislusné podmienky tak, aby sa zabezpecila kvalita a integrita testovacieho systému
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ako pocas skladovania, tak aj vramci Stadie. To zahffia zdokumentované definovanie,
udrziavanie a sledovanie zivotaschopnosti a citlivosti testovaciecho systému, vratane
zaznamenavania poctu pasazi buniek a ¢asov zdvojndsobovania populdcie. Zaznamy musia byt
vedené 1 o environmentalnych podmienkach (napr. o hladine kvapalného dusika v kryogénnom
zéasobniku, teplote, vlhkosti a koncentracii CO, v inkubatoroch apod.), ako aj o kazdom
narabani s testovacim systémom, ktorym sa udrziava jeho kvalita a integrita (napr. oSetrenie
antibiotikami alebo fungicidmi, subkultivécia, selektivna kultivicia na obmedzenie frekvencie
spontannych zmien). Udrziavanie vhodnych environmentalnych podmienok poc¢as uchovavania
testovaciecho systému moéze vyznamnejSie ovplyvnit kvalitu tdajov v porovnani s inymi
biologickymi testovacimi systémami, preto pre kvalitu a spolahlivost’ vysledkov maji velky
vyznam zéznamy o tychto environmentalnych podmienkach.

b) Novoprijimané testovacie systémy / Newly Received Test Systems

Je nevyhnutné kontrolovat’ a uchovéavat’ vetku dokumentaciu ziskanu od dodavatel'ov in vitro
testovacich systémov (t.j. povod, vek/pocet pasazi, ¢as zdvojnasobenia poctu buniek a d’alSie
relevantné parametre, ktoré pomahaju identifikovat testovaci systém). Na hodnotenie
zivotaschopnosti, vhodnosti a citlivosti testovacieho systému sa musia pouzit’ vopred stanovené
kritérid (napr. funkény a/alebo morfologicky stav buniek a tkaniv, testovanie na zname alebo
podozrivé mikrobidlne alebo virusové kontaminanty). Vysledky takéhoto hodnotenia musia byt
tiez dolozené a uchovavané v zaznamoch o §tadii. Pokial’ nie je mozné vykonat’ takéto testy,
napr. s primarnymi kultarami alebo ,,rekonstituovanymi organmi", musi byt medzi uzivatel'om
a dodavatel'om vytvoreny mechanizmus na stanovenie a preukdzanie vhodnosti testovacieho
systému. Sledovanie a zaznamendvanie vykonnosti dané¢ho testovacieho systému v porovnani
s negativnou alebo pozitivnou kontrolou méze byt dostatoénym dokazom citlivosti daného
testovacicho systému. Akékol'vek problémy testovacieho systému, ktoré moézu ovplyvnit
kvalitu, validitu a spolahlivost’ §tidie, musia byt doloZené a diskutované v zéverecnej sprave.
Problémy s dodavatel'sky zabezpeCenymi testovacimi systémami, vratane napravnych ¢innosti,
su zodpovednostou dodéavatel’a.

¢) Zaznamy o testovacich systémoch / Test System Records

Zasady SLP vyZzaduji, aby sa uchovéavali zdznamy o zdroji, datume dodavky a stave
testovacich systémov pri dodani. Pre bunky a tkaniva by tieto zdznamy mali zahfiiat’ nielen
udaje o ich priamom zdroji (t.j. o obchodnom dodévatel'ovi), ale tiez udaje o povodnom zdroji,
z ktorého boli bunky alebo tkaniva ziskané (t.j. primarne bunky alebo pletiva s darcovskymi
charakteristikami; stabilizované bunkové linie z uznavanych zdrojov, atd’.). Dalsie informécie,
ktoré sa musia okrem inych uchovavat’, st informacie o spdsobe, akym boli bunky alebo
pletivd povodne ziskané (napr. odvodené od pletivovych explantitov, z biopsii normalnych
alebo rakovinovych tkaniv, prenosom génov plazmidovou transfekciou alebo virusovou
transdukciou, atd’.), o udrziavani, pocte pasazi, kultivacnych podmienkach a subkultivacnych
intervaloch, o podmienkach zmrazenia/rozmrazenia atd’. Pre transgénne testovacie systémy
je okrem toho nevyhnutné zistit' charakter transgénu a sledovat’ zachovavanie jeho prejavov
vhodnymi kontrolami.

Zvlastnu pozornost’ je potrebné venovat’ primeranému oznacovaniu testovacich systémov pocas
skladovania a pouzivania, vratane opatreni na zaistenie trvanlivosti oznacenia. Hlavne
v pripadoch, ked’ velkost zasobnikov a podmienky skladovania (napr. kryoskimavky
v kvapalnom dusiku, viaceré¢ testovacie systémy skladované v jednom zasobniku) mézu byt
kritickymi faktormi pre oznacovanie, je nevyhnutné prisluSnymi opatreniami zabezpecit’ vzdy
spravnu identifikaciu testovacich systémov.
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Poziadavky zasad SLP na testované latky areagencie zhladiska ich oznaCovania
a exspiracnych dob platia rovnako 1 pre testovacie supravy pouzivané ako in vitro testovacie
systémy. Testovacie supravy pouzité ako testovacie systémy alebo za inym ucelom, napr.
na analytické uéely, musia mat’ vyznaéenu exspiraéna dobu. PrediZenie tejto exspiraénej doby
je mozné len na zéklade dolozeného hodnotenia (alebo analyzy). Pre testovacie stipravy pouzité
ako testovacie systémy moze mat takéto hodnotenie podobu napr. zdznamov odoziev,
ziskanych z prislu$nej SarZe testovacej supravy na pozitivne, negativne a/alebo kontroly nosnej
latky s dokazom, Ze hoci st po exspiratnej dobe, prislusSnd odozva nie je odlisSna
od historickych kontrolnych hodnét. Zdokumentované rozhodnutie vediceho $tadie o prediZeni
exspiracnej doby musi obsahovat’ i dokaz o takomto procese hodnotenia.

Aby sa zabranilo moznej zdmene, oznacenie testovacich systémov musi byt’ jasne definované
a pouzivané etikety na testovacom systéme a vSetky zaznamy z jednotlivych Studii musia mat’
oficialne schvalené oznacenie daného testovacieho systému.

2.6  Testované areferencné latky (vratane pozitivnych a negativnych kontrolnych
latok) / Test and Reference Items (including Negative and Positive Control Items)

Vo vSeobecnosti nie si stanovené Specifické poziadavky na prijem, manipulaciu, vzorkovanie,
skladovanie a charakterizaciu testovanych a referencnych latok, ktoré sa pouzivaju v stididch
vyuzivajucich in  vitro testovacie systémy, okrem tych, ktoré¢ st uvedené
vo vSeobecnych Zasadach SLP. Pri manipuldcii s nimi moézu byt vyzadované aseptické
podmienky, aby sa zabezpeCila ochrana testovacich systémov pred mikrobidlnou
kontaminéciou.

Pre latky pouzivané ako kontroly (negativna, pozitivna, kontrola s nosnym médiom) moze,
ale nemusi byt potrebné stanovit’ ich koncentraciu a homogenitu, pokial’ postacuje dokaz
o ocakévanej a spravnej odozve testovacieho systému na tieto latky.

Exspiraéna doba takychto kontrolnych latok sa tiez moze predizit na zéklade dolozeného
hodnotenia alebo analyzy. Takéto hodnotenie moze vyplyvat’ z dokazu, ze odozva prislusnych
testovacich systémov na dané pozitivne a negativne kontroly a/alebo nosné média sa nelisi
od povodnych kontrolnych tidajov zaznamenanych na testovacom pracovisku a tieto tdaje
su navysSe porovnateI'né s publikovanymi referen¢nymi hodnotami.

2.7  Standardné pracovné postupy / Standard Operating Procedures (SPP/SOPs)

Okrem prikladov uvedenych vo vSeobecnych zdsadach SLP (vid’ kapitolu 7.4.1 — 7.4.5)
existuju v ramci in vitro testovania Specifické ¢innosti a postupy, ktoré by mali byt opisané
v §tandardnych pracovnych postupoch. Takéto SPP musia byt navySe vypracované pre,
ale nielen pre nasledujiice nazorné priklady ¢innosti testovacieho pracoviska v ramci in vitro
testovania:

a) Priestory / Facilities

Monitoring prostredia s ohl'adom na pritomnost’ patogénov vo vzduchu ana povrchoch,
Cistenie a dezinfekcia, postupy v pripade infekcie alebo kontaminacie v testovacom priestore
alebo jeho okoli.
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b) Pristroje / Apparatus

Pouzitie, udrzba, sledovanie vykonu, Ccistenie a dekontaminicia zariadeni a nastrojov
na bunkové a pletivové kultary, ako st lamindrne boxy a inkubatory; sledovanie hladiny
kvapalného dusika v skladovacich kontajneroch; kalibracia a sledovanie teploty, vlhkosti
a obsahu CO,; v inkubatoroch.

¢) Materialy, chemikalie a roztoky / Materials, Reagents and Solutions

Hodnotenie vhodnosti, moznosti prediZenia exspiratnej doby, hodnotenie a udrziavanie
sterility, skrining beznych patogénnych kontaminantov; opis postupov pre vyber a pouzitie
nosnych médii; overenie postupov pre kompatibilitu nosnych médii s testovacim systémom.

d) Testovacie systémy / Test Systems

Podmienky pre skladovanie a postupy pre zmrazovanie a rozmrazovanie buniek a pletiv/tkaniv,
testovanie na bezné patogény; vizudlna kontrola kontaminacie; verifikacné postupy
(napr. pouzitie akceptacnych kritérii) na zabezpecenie vlastnosti a citlivosti pri dodani a pocas
pouzivania, ¢i uz hned’ po dodani alebo po istej dobe skladovania; morfologické hodnotenie,
kontrola fenotypovej alebo karyotypovej stability; kontrola transgénnej stability; spOsob
zalozenia (naoCkovania) kultiry, podmienky kultivicie so subkultivaénymi intervalmi;
nakladanie s biologicky nebezpecnymi materidlmi a testovacimi systémami, postupy
na likvidaciu testovacich systémov.

e) Realizacia studie / Performance of the Study
Aseptické postupy, akceptacné kritéria pre validitu Stidie, kritérid pre opakovania testov.
f)  Zabezpecenie kvality / Quality Assurance

Definovanie kritickych faz, frekvencia inSpekcii.

2.8  Realizacia Studie / Performance of the Study

Poziadavky SLP na realizéciu in vitro §tadii st zhodné s poziadavkami na beZzné Stadie
bezpecnosti. Aby sa pri realizacii in vitro §tadii zabezpecil ich sulad so SLP, je ¢asto potrebné
kombinovat’ v§eobecné Zasady SLP (nariadenie 320/2010 Z. z. v zneni neskorSich predpisov)
s OECD dokumentom ,,Aplikacia Zasad SLP na kratkodob¢ stadie” (MSA G-07).

2.9  Sprava o vysledkoch studie / Reporting of Study Results

Existuje mnoho Specifickych stranok testovania in vitro, ktoré musia byt uvedené ako v plane
stadie, tak aj v zavere¢nej sprave o $tudii. Specifické prvky su predovsetkym vedeckej alebo
technickej povahy. Takym prvkom je napr. poziadavka, aby vSetky interné kontroly (prislusné
pozitivne, negativne a neoSetrené kontroly a/alebo kontroly nosného média) vykonavané
za ucelom kontroly odchylky a hodnotenia vykonnosti testovacieho systému boli vykonané
sucasne s testovanou latkou vo vsetkych in vitro Stadiach. DokladnejSie poucenia o oblastiach,
ktoré musia byt uvedené v plane Stidie a v zaverecnej sprave, mozno ndjst’ v prislusnych
testovacich metodach OECD, Nariadenie Komisie (ES) ¢. 440/2008 z 30. maja 2008, ktorym sa
ustanvuju  testovacie metddy podla nariadenia Eurdpskeho parlamentu aRady (ES)
¢. 19087/2006 o registracii, hodnoteni, autorizacii a obmedzovani chemickych latok (REACH)
v platnom zneni, alebo v inych vhodnych zdrojoch .
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2.10 Uchovavanie zaznamov a materidlov / Storage and Retention of Records and
Materials

Vseobecné podmienky pre ukladanie a uchovavanie zdznamov stanovené vo vseobecnych
Zasadach SLP platia rovnako aj pre in vitro $tadie. Navyse treba zvazit' uchovavanie vzoriek
testovacich systémov, ktoré je mozné dlhodobo uchovavat, zvlast testovacich systémov
s obmedzenou dostupnostou (napr. Specialne subklony bunkovych linii, transgénnne bunky
apod.), scielom umoznit potvrdenie identity testovacicho systému a/alebo
rekonStruovatelnost’ Studie.

Aj pri in vitro §tidiach, ktoré s zaradené medzi kratkodobé, treba zvazit’ uchovavanie vzoriek
testovanych latok a to zvlast’ v pripadoch, kedy in vitro stadie su sucast'ou studii bezpecnosti.

Vsetky historické zaznamy o vysledkoch pouZitia pozitivnej, negativnej alebo neoSetrenej
kontroly a/alebo nosného média musia byt tiez uchovavané, s cielom stanovit’ prijatelny
rozsah odozvy testované¢ho systému.

*xk
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