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Предисловие

Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандар
тизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» 
и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила 
и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления 
и отмены»

Сведения о стандарте

1 ПОДГОТОВЛЕН Федеральным государственным унитарным предприятием «Всероссийский 
научно-исследовательский центр стандартизации, информации и сертификации сырья, материалов и 
веществ» (ФГУП «ВНИЦСМВ»); Техническим комитетом по стандартизации № 339 «Безопасность сы
рья, материалов и веществ» Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии на 
основе собственного перевода на русский язык англоязычной версии стандарта, указанного в пункте 5

2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии

3 ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации (про
токол от 28 марта 2014 г. № 65-П)

За принятие проголосовали:

Краткое наименование страны 
по МК (ИСО 3166) 004—97

Код страны
по МК (ИСО 3166) 004—97

Сокращенное наименование национального органа 
по стандартизации

Азербайджан AZ Азстандарт
Армения AM Минэкономики Республики Армения
Беларусь BY Госстандарт Республики Беларусь
Казахстан KZ Госстандарт Республики Казахстан
Киргизия KG Кыргызстандарт
Молдова MD Молдова-Стандарт
Россия RU Росстандарт
Таджикистан TJ Та джи кета н да рт
Туркмения TM Главгосслужба «Туркменстандартлары»
Узбекистан uz Узстандарт
Украина UA Минэкономразвития Украины

4 Приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 26 сен
тября 2014 г. № 1231-ст межгосударственный стандарт ГОСТ 32645— 2014 введен в действие в каче
стве национального стандарта Российской Федерации с 1 июня 2015 г.

5 Настоящий стандарт идентичен международному документу OECD Test № 424:1997 «Испыта
ние нейротоксичности на грызунах» («Neurotoxicity Study in Rodents», IDT).

Наименование настоящего стандарта изменено относительно наименования указанного между
народного документа для приведения в соответствие с ГОСТ 1.5 (подраздел 3.6)

6 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ

7 ПЕРЕИЗДАНИЕ. Сентябрь 2019 г.
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Информация о введении в действие (прекращении действия) настоящего стандарта и изме
нений к нему на территории указанных выше государств публикуется в указателях национальных 
стандартов, издаваемых в этих государствах, а также в сети Интернет на сайтах соответству
ющих национальных органов по стандартизации.

В случае пересмотра, изменения или отмены настоящего стандарта соответствующая ин
формация будет опубликована на официальном интернет-сайте Межгосударственного совета по 
стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты»

© Стандартинформ, оформление, 2015, 2019

В Российской Федерации настоящий стандарт не может быть полностью или 
частично воспроизведен, тиражирован и распространен в качестве официального 
издания без разрешения Федерального агентства по техническому регулированию 
и метрологии
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Введение

Руководства ОЭСР по испытаниям химических веществ периодически пересматриваются с уче
том научно-технического прогресса. Это необходимо для эффективного реагирования на научный про
гресс, достигнутый в идентификации опасностей и получении соответствующих данных. Предложения 
по разработке новых и/или обновлению существующих руководств по проведению испытаний могут 
вносить страны — члены ОЭСР, секретариат ОЭСР, а также международное научное сообщество. Ре
комендации по процедурам разработки руководящих документов ОЭСР представлены в монографии 
OECD Environment 76 [2].

Проект настоящего руководства был разработан в результате двух специальных совещаний: спе
циального совещания ОЭСР по испытаниям нейротоксичности, которое состоялось в Вашингтоне в 
марте 1990 года [3], и последующего консультативного совещания специальной рабочей группы экспер
тов по соматической краткосрочной и (отложенной) нейротоксичности, которое состоялось в Париже в 
феврале 1992 года [4]. Проект был основан на двух предложениях, разработанных в результате указан
ных встреч, и Руководства по нейротоксичности Агентства по охране окружающей среды США [5], [6]. 
Окончательное предложение было подготовлено специальной рабочей группой ОЭСР по нейротоксич
ности, заседание которой проходило в Оттаве, Канада, в марте 1995 года [7]. Рабочая группа приняла 
во внимание замечания от национальных координаторов в рамках Программы ОЭСР по разработке 
руководств по испытаниям химических веществ, а также предложение Канады по испытанию нейроток
сичности.

Настоящее руководство было разработано в целях получения информации, необходимой для 
подтверждения или более подробной характеристики потенциальной нейротоксичности химических ве
ществ для взрослых животных. Испытание, описанное в руководстве, может проводиться в сочетании 
с существующими испытаниями токсичности повторной дозы или выполняться как самостоятельное 
исследование. При подготовке испытаний на основании настоящего руководства рекомендуется так
же использовать Руководство ОЭСР по стратегиям и методам испытания нейротоксичности [8]. Это 
особенно важно, когда предполагается вносить изменения в наблюдения и процедуры испытания, ре
комендованные настоящим руководством в качестве стандартных. Руководство ОЭСР по стратегиям 
и методам испытания нейротоксичности было подготовлено для содействия в выборе других процедур 
испытания для использования при определенных обстоятельствах. Оценка нейротоксичности для раз
вития и потомства является предметом отдельного Руководства [9].
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

МЕТОДЫ ИСПЫТАНИЯ ПО ВОЗДЕЙСТВИЮ  ХИМИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ
НА ОРГАНИЗМ ЧЕЛОВЕКА

Испытание нейротоксичности на грызунах

OECD guidelines for the testing of chemicals.
Neurotoxicity study in rodents

Дата введения — 2015—06—01

1 Область применения
При исследовании и количественной оценке токсикологических характеристик химических ве

ществ важно рассматривать потенциальные нейротоксические эффекты. Руководства по испытанию 
токсичности повторной дозы уже включают наблюдения для оценки нейротоксичности. Настоящий 
стандарт может быть использован для проведения исследований по получению дополнительной ин
формации или для подтверждения наличия нейротоксических реакций, наблюдаемых при исследова
нии соматической токсичности повторной дозы. Однако в ряде случаев (при рассмотрении вопроса о 
возможной нейротоксичности некоторых классов химических веществ) можно предположить, что ней
ротоксичность более уместно оценивать только с помощью настоящего стандарта без предваритель
ного выявления потенциальной нейротоксичности в испытаниях соматической токсичности повторной 
дозы. Подобные случаи включают, например:

- наблюдение неврологических симптомов или нейропатологических поражений в испытаниях 
токсичности за исключением исследований токсичности повторных доз или

- наличие структурных особенностей или иных сведений, позволяющих отнести исследуемые ве
щества к известным нейротоксикантам.

Кроме того, могут быть и другие случаи, когда использование настоящего руководства является 
приемлемым; более подробная информация представлена в Руководстве ОЭСР по стратегиям и мето
дам испытания нейротоксичности [8].

Настоящее руководство было разработано с учетом возможности адаптации его к проведению 
конкретных процедур, необходимых для подтверждения специфической гистопатологической и пове
денческой нейротоксичности химического вещества, а также для получения характеристики и количе
ственного описания нейротоксических реакций.

В прошлом нейротоксичность приравнивалась к нейропатии, включающей нейропатологические 
поражения или неврологические нарушения, такие как припадки, параличи или тремор. Несмотря на 
то что нейропатия является важным проявлением нейротоксичности, в настоящее время понятно, что 
существует множество других признаков токсического поражения нервной системы (например, потеря 
координации движений, дефицит сенсорных реакций, дисфункции способности к обучению и памяти), 
которые могут не выявляться в испытаниях на нейропатию и других исследованиях.

Настоящее руководство по испытанию нейротоксичности предназначено для выявления основ
ных нейроповеденческих и нейропатологических реакций у половозрелых особей грызунов. В то время 
как поведенческие реакции, даже при отсутствии морфологических изменений, могут отражать негатив
ное воздействие на организм, не все изменения в поведении характерны для нервной системы. Таким 
образом, любые наблюдаемые изменения следует оценивать в сочетании с соответствующими гисто- 
патологическими, гематологическими и биохимическими данными, а также данными о других видах 
соматической токсичности. Испытания, представленные в настоящем стандарте, предназначены для 
получения характеристики и количественного описания нейротоксических реакций и включают в себя
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определенные гистопатологические и поведенческие процедуры, результаты которых могут в даль
нейшем дополнительно подтверждаться электрофизиологическими и/или биохимическими исследова
ниями [8], [9], [10], [11].

Нейротоксиканты могут воздействовать на несколько мишеней в нервной системе с разным ме
ханизмом действия. Поскольку ни один набор тестов не способен полностью оценить потенциальное 
нейротоксическое действие всех веществ, может быть необходимо использование других in vivo или 
in vitro методов, специфичных для наблюдаемого или ожидаемого типа нейротоксичности.

Настоящее руководство также может использоваться в сочетании с Руководством ОЭСР по стра
тегиям и методам испытания нейротоксичности [8] для разработки исследований, направленных на 
получение подробной характеристики или повышения чувствительности количественного определения 
«доза — ответ» для более точной оценки уровня воздействия, при котором не наблюдается никаких 
неблагоприятных эффектов (NOAEL), или обоснования известных или предполагаемых опасностей 
химических веществ. Например, исследования могут быть проведены для определения и оценки ней- 
ротоксических механизмов или дополнения уже имеющихся данных с использованием основных ней- 
роповеденческих и нейропатологических процедур наблюдения. Такие исследования не требуют по
вторного получения данных, которые могут быть получены с использованием стандартных процедур, 
рекомендованных в настоящем стандарте, если такие данные уже существуют и не являются необхо
димыми для интерпретации результатов исследования.

В настоящем испытании нейротокичности, при использовании отдельно или в сочетании с други
ми испытаниями, может быть получена информация, позволяющая:

- определить, является ли поражение нервной системы в результате воздействия химического 
вещества обратимым;

- получить характеристику изменений нервной системы, связанных с воздействием химического 
вещества, и понимание основного механизма воздействия;

- получить описание зависимостей «доза — ответ» и «время — ответ» для оценки NOAEL (кото
рый может быть использован для установления критериев безопасности химического вещества).

В настоящем руководстве описан пероральной способ поступления исследуемого вещества в ор
ганизм животного. Другие пути поступления (например, накожный и ингаляционный) могут быть более 
приемлемыми, но это потребует изменения экспериментальных процедур. Выбор пути введения (по
ступления) исследуемого вещества в организм животного зависит от пути воздействия на человека и 
имеющихся токсикологических и кинетических данных.

2 Термины и определения
В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями:
2.1 доза (dose): Количество вводимого тестовому организму исследуемого вещества. Доза вы

ражается как масса (г, мг) или масса исследуемого вещества на единицу массы тестового организма 
(например, мг/кг), или постоянная концентрация исследуемого вещества в рационе (ppm).

2.2 дозировка (dosage): Общий термин, используемый для обозначения дозы, частоты ее введе
ния и продолжительности приема.

2.3 негативное воздействие (adverse effect): Любое, связанное с воздействием внешних факто
ров изменение по сравнению с исходным уровнем, которое снижает способность организма к выжива
нию, воспроизводству или адаптации к окружающей среде.

2.4 нейротоксикант (neurotoxicant): Любой химический, биологический или физический агент, об
ладающий потенциальной нейротоксичностью.

2.5 нейротоксичность (neurotoxicity): Негативные изменения в структуре и функциях нервной 
системы, вызванные воздействием химических, биологических или физических агентов.

2.6 NOAEL: Это аббревиатура уровня отсутствия наблюдаемого вредного воздействия после 
введения вещества, и является максимальной дозой, не вызывающей обнаруживаемого вредного воз
действия на здоровье.

3 Принцип тестирования
Исследуемое вещество вводят перорально нескольким группам лабораторных животных в опре

деленном диапазоне доз. Обычно требуется также введение повторных доз, и период дозирования 
может составлять 28 дней, 90 дней для испытания подострой токсичности или один год и более для
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испытания хронической токсичности. Процедуры, изложенные в настоящем стандарте, также могут 
использоваться для испытания острой нейротоксичности. Животных испытывают для обнаружения и 
описания характеристик поведенческих и/или неврологических отклонений. В течение каждого периода 
наблюдения оценивается целый ряд моделей поведения, которые могут быть обусловлены действием 
нейротоксикантов. По окончании испытания выборку животных каждого пола из каждой группы подвер
гают перфузии in situ, и отделы головного мозга, спинного мозга и периферических нервов препарируют 
и исследуют.

Когда испытание проводится как отдельное исследование для выявления нейротоксичности или 
получения характеристик нейротоксического действия, животные из каждой группы, не используемые 
для перфузии и последующего гистопатологического обследования (см. таблицу 1), могут использо
ваться для проведения определенных нейроповеденческих, нейропатологических, нейрохимических и 
электрофизиологических процедур, позволяющих дополнить данные, полученные в стандартных ис
пытаниях, представленных в руководстве [8]. Данные дополнительные процедуры могут быть особенно 
полезными, когда эмпирические наблюдения и ожидаемые реакции указывают на конкретный тип ней
ротоксичности или воздействие на определенный орган-мишень. В ином случае остальные животные 
могут быть использованы для оценок, подобных предусмотренным руководствами по проведению ис
пытаний токсичности повторных доз на грызунах.

В случае, когда процедуры, предусмотренные в настоящем стандарте, проводятся в сочетании с 
другими испытаниями, необходимо использовать количество животных, достаточное для удовлетворе
ния требований к проведению всех испытаний.

4 Описание метода

4.1 Животные

4.1.1 Выбор видов
Наиболее предпочтительным видом является крыса, хотя при определенном обосновании могут 

использоваться и другие виды грызунов. Для проведения испытания, как правило, используют стан
дартные лабораторные линии молодых половозрелых здоровых особей. Женские особи не должны 
быть рожавшими или беременными. Испытание, как правило, начинают как можно раньше после пре
кращения грудного вскармливания, желательно не позднее чем животные достигнут возраста шесть 
недель, и в любом случае ранее девятинедельного возраста. Однако при проведении настоящего ис
пытания в сочетании с другими исследованиями данные возрастные параметры могут нуждаться в кор
ректировке. В начале исследования отклонение в весе используемых животных не должно превышать 
± 20 % от средней массы тела животных каждого пола. В случаях, когда кратковременное испытание 
повторной дозы проводится в качестве предварительного перед долгосрочным исследованием, в обо
их исследованиях необходимо использовать животных одной и той же линии, полученных из одного 
источника.

4.1.2 Условия содержания и кормления
Температура в экспериментальном помещении для животных должна поддерживаться на уров

не (22 ± 30) °С. Несмотря на то что относительная влажность должна быть как минимум 30 % и не превы
шать 70 % за исключением времени уборки комнаты, оптимальное значение составляет 50 % — 60 %. 
Освещение должно быть искусственным в последовательности: 12 ч — свет, 12 ч — темнота. При 
кормлении может быть использована обычная лабораторная диета с неограниченным количеством пи
тьевой воды. Громкий переменный шум необходимо свести к минимуму. При получении исследуемого 
вещества с пищей на выбор диеты может повлиять необходимость обеспечения подходящего содер
жания исследуемого вещества в пище. Животных можно содержать отдельно или размещать в клетках 
небольшими группами одного пола.

4.1.3 Подготовка животных
Здоровые молодые животные должны быть случайным образом распределены в группы дози

рования и контрольную группу. Клетки должны быть установлены таким образом, чтобы возможные 
эффекты, связанные с их размещением, были минимальными. Животных однозначно идентифицируют 
и помещают в клетки как минимум за пять дней до начала исследования для обеспечения адаптации к 
лабораторным условиям.
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4.2 Способ введения исследуемого вещества и подготовка дозы

В настоящем стандарте предусмотрен пероральный способ введения исследуемого вещества. Ис
следуемое вещество может вводиться перорально посредством желудочного зонда, с пищей, питьевой 
водой или в капсулах. Также могут использоваться и другие пути введения (например, дермальный или 
ингаляционный), но это может потребовать изменения рекомендуемых экспериментальных процедур. 
Выбор пути введения зависит от возможного воздействия на человека и имеющейся токсикологической 
информации и данных о кинетике. Основания для выбора пути введения, а также итоговые изменения 
экспериментальных процедур, приведенных в настоящем стандарте, должны быть приведены в отчете 
о проведении испытания.

При необходимости исследуемое вещество может быть растворено или суспендировано в соот
ветствующем растворителе. Рекомендуется в первую очередь рассматривать возможность использо
вания водного раствора/суспензии, а затем раствора/суспензии в масле (например, кукурузном масле), 
затем возможные растворы/суспензии в других растворителях. Токсикологические характеристики рас
творителя должны быть известны. Кроме того, следует учитывать также следующие характеристики 
растворителя: влияние на абсорбцию, распределение, метаболизм или удержание исследуемого веще
ства, влияние на химические свойства исследуемого вещества, вызывающие изменение его токсиколо
гических свойств: влияние на потребление пищи или воды или характер питания животных.

5 Процедура испытания
5.1 Количество и пол животных

При проведении самостоятельного испытания в каждой группе дозирования и контрольной группе 
необходимо использовать как минимум по 20 животных (10 женских и 10 мужских особей) для проведе
ния подробного клинического обследования и функциональных тестов. По крайней мере пять мужских 
и пять женских особей, отобранных из данных 10 мужских и 10 женских особей, подвергают перфу
зии in situ и используют для подробного нейрогистопатологического исследования в конце испытания. 
В случаях, когда только ограниченное число животных из данной группы дозирования наблюдают на 
наличие признаков нейротоксического действия, следует рассмотреть вопрос о включении данных жи
вотных группы для перфузии. Когда исследование проводится в сочетании с испытанием токсичности 
повторной дозы, необходимо использовать достаточное количество животных для достижения целей 
обоих исследований. Минимальное количество животных в группе для различных комбинаций иссле
дований приведено в таблице 1. Если планируется проводить промежуточные умерщвления животных, 
наблюдения обратимости нейротоксических эффектов в группах восстановления или сохранения/по- 
явления отложенных эффектов после воздействия или иные дополнительные наблюдения, количество 
животных должно быть увеличено для возможности проведения соответствующих наблюдений и гисто- 
патологического обследования.

5.2 Исследуемые и контрольные группы

Необходимо использовать как минимум три группы дозирования и контрольную группу, но 
если на основании оценки имеющихся данных появление какой-либо реакции при повторной дозе 
1000 мг/кг массы тела/сутки не ожидается, может быть проведено тестирование с использованием 
предельной дозы. Если соответствующие данные не доступны, проводится исследование по выбору 
диапазона доз, которые будут использоваться в основном испытании. За исключением введения ис
следуемого вещества с животными из контрольной группы следует обращаться так же, как с животными 
из экспериментальных групп. Если для введения исследуемого вещества используется растворитель, 
контрольная группа должна получать его в максимальном используемом объеме.

5.3 Проверка достоверности тестирования

Лаборатория, проводящая испытание, должна представить данные, подтверждающие возмож
ность проводить подобные исследования и оценивать чувствительность используемых процедур. Такие 
данные должны свидетельствовать о возможности выявления и при необходимости количественной 
оценки изменений в различных объектах исследования испытания, рекомендуемых для наблюдения, 
таких как автономные признаки, сенсорные реакции, сила сцепления конечностей и двигательная ак
тивность.
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Информация о химических веществах, которые вызывают различные виды нейротоксических ре
акций и могут использоваться в качестве положительных контрольных веществ, представлена в до
кументах по ссылкам 9— 16. Данные предыдущих исследований могут быть использованы, если ос
новные аспекты экспериментальных процедур остаются неизменными. Рекомендуется проводить 
периодическое обновление информации предыдущих исследований. Новые данные, подтверждающие 
чувствительность экспериментальных процедур, должны разрабатываться, когда некоторые основные 
элементы проведения испытания или процедуры были изменены испытательной лабораторией.

5.4 Выбор дозы

Уровни доз должны подбираться с учетом любых полученных ранее данных о токсичности и ки
нетических данных для исследуемого вещества или родственных соединений. Максимальный уровень 
дозы должен быть выбран с целью индуцирования нейротоксического действия или очевидного со
матического токсического эффекта. Таким образом, убывающая последовательность доз должна быть 
выбрана таким образом, чтобы продемонстрировать любой эффект, зависимый от дозы, и при наи
меньшей дозе — уровень воздействия, при котором не наблюдается никаких неблагоприятных эффек
тов (NOAEL). В общем случае уровень дозы должен быть установлен таким образом, чтобы основное 
токсическое воздействие на нервную систему можно было отличить от признаков, относящихся к со
матической токсичности. Наиболее оптимальными являются двух- и трехкратные интервалы, и добав
ление четвертой тестовой группы часто предпочтительнее использования значительных интервалов 
между уровнями доз (например, более чем десятикратных). В случае, когда существует обоснованная 
оценка воздействия на человека, ее следует также принимать во внимание.

5.5 Исследование предельной дозы

Если исследование с одним уровнем дозы не менее 1000 мг/кг массы тела/сутки с использовани
ем описанных процедур не приводит к появлению видимого нейротоксического действия и если, исходя 
из данных для структурно родственных веществ, появление признаков токсичности не ожидается, нет 
необходимости проводить полное исследование с использованием трех уровней доз. Ожидаемое воз
действие на человека может указывать на необходимость использования в исследование предельной 
дозы более высокой дозы при пероральном пути поступления. Для других путей поступления (ингаля
ционном и дермальном) максимально достижимый уровень дозы часто может определяться исходя из 
физико-химических свойств исследуемого вещества. В испытании острой токсичности при перораль
ном пути поступления предельная доза должна составлять не менее 2000 мг/кг.

5.6 Введение дозы

Тестовым животным вводят исследуемое вещество ежедневно, семь дней в неделю, в течение не 
менее 28 дней. Использование пятидневного режима дозирования или более короткого периода дози
рования должно быть обосновано.

Если исследуемое вещество вводят через желудочный зонд, животным необходимо вводить одно
кратную дозу с помощью желудочной трубки или подходящей интубационной канюли. Максимальный 
объем жидкости, который может быть введен за один раз, зависит от размера тестовых животных. 
Объем не должен превышать 1 мл на 100 г массы тела животного. В случае водных растворов может 
быть приемлемо введение до 2 мл на 100 г массы тела. За исключением случаев раздражающих или 
едких веществ, которые, как правило, оказывают в высоких концентрациях раздражающее действие, 
изменения тестового объема должны быть минимизированы путем выравнивания концентраций для 
обеспечения постоянного объема для всех доз.

Для веществ, которые вводятся с пищей или питьевой водой, важно гарантировать, что вводимые 
количества исследуемого вещества не препятствуют нормальному питанию или не нарушают водный 
баланс.

Когда вещество вводится с пищей, то может использоваться либо постоянная пищевая концен
трация (ppm), либо постоянный уровень дозы по отношению к массе животного; использование альтер
нативного варианта должно быть обосновано. Для веществ, вводящихся через зонд, доза должна вво
диться в одно и то же время каждый день и обеспечивать поддержание постоянной дозы по отношению 
к массе животного. В случае, когда кратковременное испытание повторной дозы проводится в качестве 
предварительного перед долгосрочным исследованием, в обоих исследованиях необходимо использо
вать аналогичные диеты. В испытаниях острой токсичности, когда введение разовой дозы не представ
ляется возможным, доза может вводиться более мелкими фракциями в течение не более 24 ч.
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6 Наблюдения
6.1 Частота проведения наблюдений и тестов

В исследованиях повторной дозы период наблюдений должен охватывать весь период дозиро
вания. В исследованиях острой токсичности наблюдения необходимо проводить в 14-дневный период 
после дозирования. Для животных в сопутствующих группах, находящихся без воздействия в период 
после дозирования, наблюдения должны охватывать этот период.

Наблюдения необходимо проводить с достаточной частотой так, чтобы вероятность обнаружения 
любого поведенческого и/или неврологического отклонения была максимальной. Желательно прово
дить наблюдения каждый день в одно и то же время с учетом возможного пикового периода ожидаемого 
эффекта после дозирования. Частота клинических наблюдений и функциональных тестов представле
на в таблице 2. Если кинетические или другие данные, полученные в предыдущих испытаниях, указы
вают на необходимость использования других временных интервалов для проведения наблюдений, те
стов или последующих периодов, в испытании используют альтернативный график в целях получения 
максимальной информации. Изменение графика испытаний должно быть обосновано.

6.2 Наблюдения за общим состоянием здоровья и смертностью/заболеваемостью

Состояние здоровья всех животных необходимо тщательно обследовать по крайней мере один 
раз в день, а также по крайней мере два раза в день обследовать животных на заболеваемость и смерт
ность.

6.3 Подробное клиническое обследование

Подробное клиническое обследование необходимо проводить для всех животных, отобранных 
для этой цели (см. таблицу 1) один раз перед первым введением исследуемого вещества (для прове
дения сравнений внутри группы) и в различные периоды после в зависимости от продолжительности 
испытания (см. таблицу 2). Подробное клиническое обследование в сопутствующих группах восстанов
ления должно проводиться по истечении периода восстановления. Подробное клиническое обследова
ние должно проводиться вне клетки содержания на стандартной площадке. Результаты обследования 
должны быть тщательно зарегистрированы с использованием системы подсчета, в которой предусмо
трены критерии или количественные шкалы для каждого измерения в обследовании. Используемые 
критерии или шкалы должны быть четко определены испытательной лабораторией.

Необходимо обеспечить минимальное изменение условий проведения испытания (непосред
ственно не связанных с обработкой животных), обследование должно проводиться квалифицирован
ными наблюдателями, не участвующими в настоящем испытании.

Рекомендуется проводить обследования структурированно так, чтобы четко определенные кри
терии (включая определение «нормального» состояния) систематически применялись для каждого 
животного в любое время обследования. «Нормальное» состояние должно быть надлежащим обра
зом зарегистрировано. Все наблюдаемые признаки должны быть зарегистрированы. По возможности 
необходимо также сообщать величины наблюдаемых признаков. Клиническое обследование должно 
включать, но не ограничиваться, изучение изменений кожи, меха, глаз, слизистых оболочек, появление 
выделений и экскрементов и вегетативной активности (например, слезотечение, пилоэрекция, изме
нение размеров зрачка, необычный способ дыхания и/или дыхание через рот, любые нестандартные 
признаки мочеиспускания или дефекации, а также обесцвечивание мочи).

Любые необычные результаты в отношении положения тела, уровня активности (например, сни
жение или повышение интереса к исследованию стандартной площадки) и координации движений 
также необходимо регистрировать. Изменения в походке (например, раскачивающаяся походка, атак
сия), позы (например, прогиб в спине) и реакции на обращение, размещение или другие раздражители 
окружающей среды, а также наличие клонических или тонизирующих движений, судорог и дрожи, сте
реотипии (например, чрезмерная чистоплотность, необычные движения головой, хождение по кругу), 
аномальное поведение (например, укусы или чрезмерное вылизывание, самоповреждение, хождение 
задом, вокализация) или агрессия должны быть зарегистрированы.

6.4 Функциональные тесты

Подобно детальным клиническим обследованиям, функциональные тесты необходимо проводить 
один раз до введения исследуемого вещества и с определенной частотой после введения исследу
емого вещества для всех животных, отобранных для этой цели (см. таблицу 1). Частота проведения 
функциональных тестов также зависит от продолжительности испытания (см. таблицу 2). В дополне-
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ние к периодам наблюдения, указанным в таблице 2, функциональное обследование для сопутствую
щей группы восстановления также должно проводиться как можно ближе к запланированному времени 
умерщвления животных. Функциональные тесты должны включать в себя проверку сенсорной реакции 
на раздражители различных модальностей (например, слуховые, зрительные и проприоцептивные раз
дражители [12], [13], [14]), оценку силы сцепления конечностей [15] и оценку двигательной активности
[16]. Двигательная активность должна быть измерена с помощью автоматического устройства, спо
собного обнаруживать как уменьшение, так и увеличение активности. Любая используемая система 
оценок должна быть количественной, должны быть подтверждены и продемонстрированы ее чувстви
тельность и достоверность. Каждый используемый прибор должен быть проверен для гарантии надеж
ности показаний во времени и согласованности с другими устройствами. Более подробная информация 
о процедурах, которые можно использовать, приведена в соответствующих документам (см. ссылки). 
Если существуют другие данные (например, о зависимости «структура — активность», эпидемиологи
ческие данные других токсикологических исследований) для демонстрации потенциального нейроток- 
сического действия, необходимо рассматривать включение в испытание специализированных тестов 
для сенсорных и моторных функций или обучения и памяти для изучения возможных подобных послед
ствий. Более подробная информация о специализированных тестах и их использовании представлена 
в Руководстве по стратегиям и методам проведения испытаний нейротоксичности [8].

В редких случаях животных, которые демонстрируют признаки токсичности в степени, оказыва
ющей значительное влияние на результаты функциональных тестов, можно исключить из проведения 
функциональных тестов. Исключение животных из функциональных тестов должно быть обосновано.

6.5 Масса тела и потребление пищи/воды

Для испытаний продолжительностью до 90 дней всех животных необходимо взвешивать по край
ней мере один раз в неделю. Измерения потребление продуктов питания (потребление воды в случае, 
когда исследуемое вещество поступает с водой) необходимо оценивать также как минимум один раз в 
неделю. Для длительного исследования всех животных необходимо взвешивать по крайней мере один 
раз в неделю в течение первых 13 недель, затем по крайней мере один раз каждые четыре недели. 
Потребление продуктов питания (потребление воды в случае, когда исследуемое вещество поступает 
с водой) необходимо оценивать как минимум один раз в неделю в течение первых 13 недель, затем 
примерно с 3-месячным интервалом, если состояние здоровья животных и изменения массы тела не 
предполагают другой периодичности.

6.6 Офтальмология

Для испытаний продолжительностью более 28 дней офтальмологическое обследование с помо
щью офтальмоскопа или аналогичного инструмента должно проводиться до введения исследуемого 
вещества и по окончании исследования. Желательно проводить обследование всех животных или по 
крайней мере животных в группах с высокими дозами и контрольных группах. При обнаружении изме
нений глаз, или если клинические признаки указывают на необходимость проведения обследования, 
проводится обследование всех животных. Для долгосрочных испытаний офтальмологическое обсле
дование также должно проводиться на 13-й неделе испытания. Офтальмологическое обследование не 
проводится, если подобные данные уже доступны из других исследований с аналогичной продолжи
тельностью и для аналогичных доз.

6.7 Гематология и клиническая биохимия

В случае, когда испытание нейротоксичности проводится в сочетании с испытанием соматиче
ской токсичности повторной дозы, гематологические исследования и клиническая биохимия должны 
проводиться в соответствии с Руководством по испытанию соматической токсичности повторной дозы. 
Отбор проб должен производиться таким образом, чтобы любые потенциальные нейроповеденческие 
эффекты были минимизированы.

6.8 Гистопатология

Нейропатологическое обследование должно быть разработано таким образом, чтобы дополнить 
и расширить результаты наблюдений, полученные во время стадии испытания in vivo. Ткани по крайней 
мере пять животных/пола/группы (см. таблицу 1) должны быть зафиксированы in situ с использованием 
общепризнанных техник перфузии и методов фиксации. Любые изменения веса тканей должны быть 
зарегистрированы. Когда исследование проводится как отдельное испытание для выявления нейроток
сичности или характеристики нейротоксического действия, остальные животные также могут быть ис-
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пользованы либо для проведения конкретных нейроповеденческих [17], [18], нейропатологических [17], 
[18], [19], [20], нейрохимических [17], [18], [21], [22] и электрофизиологических [17], [18], [23], [24] процедур, 
которые могут дополнить представленные в настоящем руководстве процедуры и обследования, либо 
для гистопатологических обследований. Проведение дополнительных процедур особенно полезно, когда 
эмпирические наблюдения и ожидаемые эффекты указывают на конкретный тип нейротоксичности или 
наличие органа-мишени [9], [10]. Кроме того, остальные животные могут также использоваться для стан
дартных патологических оценок, как описано в Руководстве по испытанию токсичности повторной дозы.

Общая процедура окрашивания, например, гематоксилин-эозином (Н&Е) должна быть выполнена 
для всех образцов тканей, зафиксированных в парафине, затем должны быть проведены микроскопичес
кие обследования. Если наблюдается или ожидается появление признаков периферической нейропа
тии, должны быть обследованы закрепленные в пластике образцы периферической нервной ткани. Кли
нические признаки могут также свидетельствовать о необходимости осмотра дополнительных тканей 
или использования специальных процедур окрашивания. Руководство по дополнительным тканям для 
обследования представлены в [10], [11]. Также может быть полезным использование соответствующих 
специальных красителей для демонстрации конкретных видов патологических изменений [25].

Гистологическое исследование должно быть проведено для отделов центральной и перифери
ческой нервной системы. Обследуемые области, как правило, должны включать: передний мозг, цен
тральный отдел головного мозга, в том числе рассечение гиппокампа, средний мозг, мозжечок, вароли
ев мост, продолговатый мозг, глаза, зрительный нерв, сетчатку, спинной мозга на шейном и поясничном 
отделах позвоночника, дорсальные корешковые ганглии, волокна дорсального и вентрального кореш
ков, проксимальный конец седалищного нерва, проксимальный конец большеберцового нерва (в коле
не) и ветви большеберцового нерва в икроножных мышцах. Спинной мозг и отделы периферической 
нервной системы должны быть представлены в виде крестовых или поперечных и продольных срезов. 
Необходимо уделить внимание сосудам нервной системы. Также необходимо обследовать образец ске
летных мышц, особенно икроножных мышц. Особое внимание следует уделить участкам с клеточной 
и волокнистой структурой и отделам ЦНС и ПНС, подверженным известному влиянию нейротоксинов.

Руководство по нейропатологическим изменениям, обычно возникающим в результате воздей
ствия токсических веществ, представлено в [10], [11]. Рекомендуется проводить поэтапное изучение 
образцов тканей, в котором образцы тканей из групп с высокой дозой сравнивают с контрольными об
разцами. Если никакие нейропатологические изменения не наблюдаются в образцах из данных групп, 
дальнейший анализ не требуется. Если нейропатологические изменения наблюдаются в группе с высо
кой дозой, образцы от каждой из потенциально пораженных тканей из групп со средней и низкой дозой 
должны быть отмечены и последовательно осмотрены.

Если какие-либо доказательства нейропатологических изменений получены при качественном 
осмотре, второй осмотр должен проводиться для всех отделов нервной системы, демонстрирующих 
такие изменения. Потенциально пораженные ткани из всех групп дозирования должны быть закоди
рованы и осмотрены в случайном порядке без раскрытия кода. Частота и тяжесть каждого поражения 
должны быть зарегистрированы. После оценки всех тканей от всех групп дозирования код раскрыва
ется и проводится статистический анализ с целью получения описания зависимости «доза — отклик». 
Примеры различных степеней тяжести каждого поражения должны быть описаны.

Нейропатологические результаты следует оценивать в контексте поведенческих наблюдений и 
измерений, а также с учетом других данных предыдущих и параллельных испытаний соматической 
токсичности исследуемого вещества.

7 Данные и отчет о проведении испытания
7.1 Данные

Необходимо регистрировать индивидуальные данные для животных. Кроме того, все данные 
должны быть представлены в табличной форме с указанием количества животных в каждой тестовой 
и контрольной группе в начале испытания, количества животных, обнаруженных мертвыми во время 
испытания или умерщвленных из гуманных соображений, и времени смерти или умерщвления, количе
ства животных, демонстрирующих признаки токсичности, с описанием наблюдаемых признаков токсич
ности, в том числе время появления, длительность, тип и тяжесть любого токсического воздействия, 
количества животных с поражениями, в том числе тип и тяжести поражений.

Результаты исследования должны быть оценены с точки зрения частоты, тяжести и корреляции 
нейроповеденческих и нейропатологических эффектов (а также нейрохимических и электрофизиоло
гических эффектов при проведении дополнительных наблюдений) и любых других наблюдаемых по-
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бочных эффектов. Когда это возможно, численные результаты должны быть обработаны надлежащим 
и приемлемым статистическим методом. Статистические методы необходимо подбирать на этапе под
готовки к испытанию.

7.2 Отчет о проведении испытания

Отчет о проведении испытания должен содержать следующую информацию.
Исследуемое вещество:
- физическая природа (в том числе изомеризация, чистота и физико-химические свойства);
- идентификационные данные.
Растворитель (при необходимости):
- обоснование выбора растворителя.
Тестовые животные:
- вид/штамм используемых животных;
- количество, возраст и пол животных;
- источник, условия содержания, акклиматизации и питания и т. д.;
- индивидуальный вес животных в начале испытания.
Условия проведения испытания:
- описание подготовки исследуемого вещества/диеты, достигнутая концентрация, стабильность и 

однородность полученных препаратов;
- вводимые дозы, в том числе информация о растворителе, объем и физическое состояние вво

димого препарата;
- описание нанесения/введения исследуемого вещества;
- обоснование выбора доз;
- обоснование пути поступления и продолжительность воздействия;
- при необходимости перерасчет концентрации исследуемого вещества в пище/питьевой 

воде (ppm) в фактическую дозу (мг/кг веса тела/день);
- качество пищи и питьевой воды.
Наблюдение и процедура испытания:
- подробная информация о распределении животных из каждой группы в подгруппы для перфузии;
- система подсчета включая критерии и шкалы для каждого измерения в подробных клинических 

наблюдениях;
- сведения о функциональных испытаниях на сенсорную реакцию и раздражители различных мо

дальностей (например, слуховые, зрительные и проприоцептивные); для оценки конечностей — сила 
сцепления; для оценки двигательной активности (в том числе описание автоматических устройств для 
обнаружения активности), а также другие используемые процедуры;

- подробная информация об офтальмологическом обследовании и, если необходимо, гематоло
гических исследованиях и испытаниях по клинической биохимии с указанием соответствующих началь
ных значений;

- описание специальных нейроповеденческих, нейропатологических, нейрохимических и электро- 
физиологических процедур.

Результаты испытания:
- масса тела/изменения массы тела включая изменения массы тела при умерщвлении;
- потребление продуктов питания и питьевой воды при необходимости;
- данные о токсичности для полов и уровней доз, в том числе признаки токсичности и смертности;
- характер, тяжесть и продолжительность (время начала и дальнейший ход) подробных клиниче

ских наблюдений (с указанием их обратимости);
- подробное описание всех функциональных результатов испытания;
- результаты аутопсии;
- подробное описание всех нейроповеденческих, нейропатологических и нейрохимических и 

электрофизиологических результатов при наличии;
- данные об абсорбции и метаболизме при наличии;
- статистическая обработка данных при необходимости.
Обсуждение результатов:
- информация о зависимости «доза — отклик»;
- отношение любых других токсических эффектов к выводу о нейротоксическом потенциале ис

следуемого вещества;
- NOAEL.
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Выводы:
- конкретный вывод об общей нейротоксичности исследуемого вещества (рекомендуется).

Т а б л и ц а  1 — Минимальное количество животных в группе при проведении испытания нейротоксичности от
дельно или в сочетании с другими исследованиями

Испытание нейротоксичности проводится:

Как отдельное 
испытание

В сочетании 
с 28-дневным 
испытанием

В сочетании 
с 90-дневным 
испытанием

В сочетании 
с испытанием 

хронической токсичности

Общее количество животных в 
группе

10 мужских и 
10 женских 

особей

10 мужских и 
10 женских 

особей

15 мужских и 
15 женских 

особей

25 мужских и 
25 женских особей

Количество животных, отобранных 
для проведения функциональных 
тестов, в том числе подробного кли
нического обследования

10 мужских и 
10 женских 

особей

10 мужских и 
10 женских 

особей

10 мужских и 
10 женских 

особей

10 мужских и 
10 женских особей

Количество животных, отобранных 
для перфузии in situ и нейрогисто
патологии

5 мужских и 
5 женских 

особей

5 мужских и 
5 женских 

особей

5 мужских и 
5 женских 

особей

5 мужских и 
5 женских особей

Количество животных, отобранных 
для испытаний токсичности повтор
ной дозы, субхронической и хрони
ческой токсичности, гематологии, 
клинической биохимии, гистопато
логии и пр. согласно соответствую
щим руководящим документам

5 мужских и 
5 женских 

особей

10* мужских и 
10 женских 

особей

20* мужских и 
20 женских особей

Дополнительные наблюдения, при 
необходимости

5 мужских и 
5 женских 

особей

* В том числе 5 животных, отобранных для функциональных тестов и клинических обследований как части 
испытания нейротоксичности.

Т а б л и ц а  2 — Частота проведения клинических обследований и функциональных тестов

Тип наблюдений
Продолжительность испытаний

Острое 28-дневное 90-дневное Хроническое

На всех 
животных

Общее
состояние
здоровья

ежедневно ежедневно ежедневно ежедневно

Смертность/
агония два раза в день два раза в день два раза в день два раза в день

На
животных,

отобранных
для

функцио
нальных

наблюдений

Подробные
клинические
обследова

ния

- перед первым воз
действием
- в течение 8 часов 
воздействия в пла
нируемое время пика 
воздействия
- на 7-й и 14-й дни 
после воздействия

- перед первым 
воздействием
- один раз в не
делю после

- перед первым 
воздействием
- один раз в те
чение первой или 
второй недели 
воздействия
- ежемесячно по
сле

- перед первым воз
действием
- один раз по окон
чании первого меся
ца воздействия
- каждые три месяца 
после

Функцио
нальные

тесты

- перед первым воз
действием
- в течение 8 часов 
воздействия в пла
нируемое время пика 
воздействия
- на 7-й и 14-й дни 
после воздействия

- перед первым 
воздействием
- во время чет
вертой недели 
воздействия как 
можно ближе к 
концу периода 
воздействия

- перед первым 
воздействием
- один раз в те
чение первой или 
второй недели 
воздействия
- ежемесячно по
сле

- перед первым воз
действием
- один раз по окон
чании первого меся
ца воздействия
- каждые три месяца 
после
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