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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»
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анализ реакции локального лимфатического узла» («Guideline for the testing of chemicals. Skin sensitiza­
tion: local lymph node assay», MOD), путем:

- включения в текст стандарта дополнительного раздела, термина и сокращений, выделенных 
курсивом;

- изменения его структуры для приведения в соответствие с правилами, установленными ГОСТ 1.5 
(подразделы 4.2 и 4.3).
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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»
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Введение

OECD Guidelines для испытания химических веществ периодически пересматриваются с учетом 
последних достижений научного прогресса и изменяющихся правил гуманного обращения с животны­
ми. Первый вариант OECD Guidelines по оценке кожной сенсибилизации методом изучения реакции ре­
гиональных лимфатических узлов [the Local Lymph Node Assay (LLNA)] принят в 2002 году [1]. Подроб­
ности валидации опубликованы в обзорах [2]—[11]. Актуализированный метод LLNA основан на оценке 
практических и научных данных и предназначен для определения чувствительности кожи к химическим 
веществам у животных [12]. С точки зрения гуманного отношения к подопытным животным метод LLNA 
имеет преимущества по сравнению с более ранними методами оценки кожной сенсибилизации, такими 
как тест максимизации на морских свинках и тест Бюхлера по документу [13]. Актуализированный ме­
тод LLNA включает набор стандартов испытаний (PS) (приложение А), которые могут быть использова­
ны для валидации новых и/или модифицированных методов испытаний, аналогичных функционально 
и технически LLNA [14].

Метод LLNA изучает фазу индукции кожной сенсибилизации и позволяет получить количествен­
ные данные, необходимые для оценки зависимости «доза—ответ». Следует отметить, что слабые/уме- 
ренные сенсибилизаторы, которые рекомендуются в качестве подходящего положительного контроля 
(PC) в испытаниях на морских свинках по документу [13], пригодны и для использования в LLNA [6], 
[8], [15]. В настоящем стандарте также описывается редуцированный вариант метода LLNA (rLLNA), 
позволяющий на 40 % сократить использование животных [16]—[18]. Метод rLLNA может быть исполь­
зован в тех случаях, когда необходимо официально подтвердить отрицательный прогноз об отсутствии 
у данного химического вещества способности к кожной сенсибилизации с соблюдением всех деталей 
протокола LLNA. Перед применением метода rLLNA следует предоставить четкую мотивацию и научное 
обоснование для его использования. Если вопреки ожиданиям в rLLNA будет получен положительный 
или сомнительный результат, потребуется дополнительное испытание для его интерпретации или вы­
яснения причин обнаруженного эффекта. Метод rLLNA не должен использоваться для определения 
степени опасности исследуемого вещества при проведении испытания на кожную сенсибилизацию в 
том случае, когда требуется информация о результатах оценки зависимости «доза—ответ», например 
при классификации в соответствии с Согласованной на глобальном уровне системой классификации и 
маркировки химических веществ (СГС).

IV



Поправка к ГОСТ 34556—2019 Методы испытания по воздействию химической продукции на ор­
ганизм человека. Испытания по оценке кожной сенсибилизации методом изучения реакции ре­
гиональных лимфатических узлов

В каком месте Напечатано Должно быть

Предисловие. Таблица согла­
сования

_ Казахстан KZ Госстандарт 
Республики Казахстан

(ИУС №  8 2020 г.)



ГОСТ 34556—2019

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

Испытания по оценке кожной сенсибилизации методом изучения реакции 
региональных лимфатических узлов

Methods of testing the chemicals of human hazard. Tests for the evaluation of skin sensitization by the method 
of studying the reaction of regional lymph nodes

Дата введения — 2020—06—01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает методы испытания, предназначенные для получения ин­
формации о сенсибилизирующем действии исследуемого вещества на организм, благодаря которой 
можно оценить и классифицировать вещество в соответствии с Согласованной на глобальном 
уровне системой классификации и маркировки химических веществ (СГС) для сведения к минимуму 
риска воздействия на здоровье человека.

Методы испытаний, приведенные в настоящем стандарте, предназначены для специалистов 
организаций здравоохранения, проводящих государственный санитарный надзор, а также иных уч­
реждений. осуществляющих реализацию мероприятий по медицинской профилактике неблагопри­
ятного воздействия химической продукции на здоровье человека.

2 Термины, определения и сокращения

2.1 В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определе­
ниями:

2.1.1 точность (accuracy): Степень соответствия результатов испытания и опорных значений, 
характеризующая метод и являющаяся критерием его правильности, обозначая долю правильных ре­
зультатов метода [14].

2.1.2 вещество для контрольного испытания (benchmark test substance): Сенсибилизирующее 
или несенсибилизирующее вещество, используемое в качестве стандарта для сравнения с исследу­
емым веществом, обладающее следующими свойствами: унифицированным(ыми) и надежным(ыми) 
источником(ами) приобретения; структурным и функциональным сходством с классом исследуемых 
веществ; известными физическими/химичесхими характеристиками; наличием данных об известных 
эффектах: известной активностью в диапазоне желаемого ответа.

2.1.3 расчетная пороговая концентрация (estimated concentration threshold (ECt)]: Вычислен­
ная концентрация исследуемого вещества, необходимая для получения индекса стимуляции, указыва­
ющего на положительный ответ.

2.1.4 расчетная концентрация «3» [estimated concentration three (ЕСЗ)]: Вычисленное значение 
концентрации исследуемого вещества, при которой индекс стимуляции равен трем.

2.1.5 ложноотрицатольный результат (false negative): Неправильная идентификация исследу­
емого вещества с помощью настоящего метода испытания, как дающего отрицательный ответ или не­
активного. в то время как в действительности вещество вызывает положительный ответ или является 
активным.

2.1.6 ложноположительный результат (false positive): Неправильная идентификация исследу­
емого вещества как дающего положительный ответ или активного, в то время как в действительности 
вещество дает отрицательный ответ или является неактивным.

Издание официальное

1



ГОСТ 34556—2019

2.1.7 опасность (hazard): Потенциальная способность вещества вызывать неблагоприятное воз­
действие на здоровье человека или окружающую среду при достаточном уровне воздействия.

2.1.8 внутрилабораторная воспроизводимость (inter-laboratory reproducibility): Определение 
степени, с которой квалифицированный персонал одной и той же лаборатории может успешно воспро­
изводить результаты, используя конкретный протокол в разное время [14].

2.1.9 межлабораторная воспроизводимость (intra-laboratory reproducibility). Оценка степени, с 
которой квалифицированный персонал разных лабораторий, использующих один и тот же протокол 
и проводящих испытания одних и тех же исследуемых веществ, может давать качественно и количе­
ственно сходные результаты.

П р и м е ч а н и е  — Межлабораторную воспроизводимость определяют во время предварительной вали­
дации и валидации (аттестации) методов. Межлабораторная воспроизводимость указывает степень совпадения 
результатов испытаний между разными лабораториями [14].

2.1.10 похожий метод (Me-too test): Разговорное выражение для метода испытаний, структурно 
и функционально подобного утвержденному стандартному методу испытания.

П р и м е ч а н и е  — Такой метод испытания может быть перспективным для утверждения, поэтому его 
используют как синоним аналогичному методу испытаний [14].

2.1.11 выпадающие данные (outlier): Это наблюдение эффекта с результатами, заметно отли­
чающимися от других значений в случайной выборке из генеральной совокупности.

2.1.12 рабочие стандарты; PS (performance standards): Стандарты, основанные на валиди- 
рованном методе испытаний и обеспечивающие основу для оценки сопоставимости предлагаемого 
метода испытаний, который функционально и механически подобен.

П р и м е ч а н и е  — Стандарты содержат основные компоненты метода испытаний: минимальный пере­
чень эталонных химических веществ, выбранных из числа веществ, используемых для демонстрации приемлемой 
эффективности утвержденного метода испытаний; аналогичные уровни точности и надежности, основанные на 
результатах, полученных для утвержденного метода испытаний, которые предлагаемый метод испытаний должен 
подтверждать при оценке с использованием минимального набора эталонных химических веществ [14].

2.1.13 патентованный мотод испытаний (proprietary test method): Метод испытаний, для кото­
рого производство продукта и его распространение ограничены патентами, авторскими правами, товар­
ными знаками и т. д.

2.1.14 обеспечение качества (quality assurance): Процедура управления, в соответствии с ко­
торой соблюдение стандартов, требований и порядка проведения лабораторных испытаний, а также 
точность регистрации полученных данных осуществляются лицами, независимыми от сотрудников 
лаборатории, проводящих испытания.

2.1.15 эталонные химические вещества (reference chemicals): Химические вещества, выбран­
ные для использования в процессе валидации, для которых известны ответы в контрольной системе 
испытаний in vitro или in vivo или для интересующих видов животных.

П р и м е ч а н и е  —  Эти химические вещества должны быть представителями классов химических веществ, 
которые предполагается использовать в методе испытаний, и обеспечивать весь спектр ответных реакций — от 
сильных до слабых и отрицательных. На разных этапах валидации могут потребоваться разные наборы эталонных 
химических веществ в зависимости от методов и условий испытаний [14].

2.1.16 соответствие (relevance): Характеристика взаимосвязи испытания и оцениваемого эф­
фекта. значение и практическая значимость для конкретной цели: диапазон, в пределах которого дан­
ное испытание корректно измеряет или прогнозирует интересующий исследователя биологический эф­
фект. и оценка точности (соответствия) данного метода [14].

2.1.17 надежность (reliability): Оценка степени, с которой метод испытания может давать воспро­
изводимые результаты при длительном использовании по одному и тому же протоколу в одной лабора­
тории или между лабораториями.

П р и м е ч а н и е  — Оценивается путем определения внутри- и межлабораторной воспроизводимости [14].

2.1.18 кожная сенсибилизация (skin sensitization): Иммунологический процесс, происходящий 
в восприимчивом организме, который подвергся местному воздействию химического аллергена, вы­
звавшего кожную иммунную реакцию, и приводящий в некоторых случаях к развитию контактной сен­
сибилизации.
2
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2.1.19 индекс стимуляции [stimulation Index (SI)]: Значение, рассчитанное для оценки потенци­
альной возможности исследуемого вещества вызывать кожную сенсибилизацию, которое является от­
ношением пролиферации в подопытных группах и контрольной группе, которой вводили растворитель 
(носитель).

2.1.20 исследуомоо вещество (test substance): Любой исследуемый материал независимо от 
того, является он индивидуальным соединением или состоит из нескольких компонентов (конечные 
продукты, смеси).

П р и м е ч а н и е  — При испытании смесей следует учитывать, что некоторые регулирующие органы 
требуют состав конечного испытуемого продукта, в то же время могут существовать требования к испытаниям 
активного<ых) ингредиента(ов). содержащихся в продукте.

2.1.21 валидированный метод испытаний (validated test method). Метод испытания, для ко­
торого проведено валидационное исследование, для определения соответствия (включая точность) и 
надежности для целевого назначения.

П р и м е ч а н и е  — Важно отметить, что валидированный метод испытаний может не иметь соответствую­
щих характеристик с  точки зрения точности и надежности, которые могут быть признаны приемлемыми для пред­
лагаемой цели [14].

2.1.22 анализ реакции регионального лимфатического узла [local lymph node assay (LLNA)]: 
Метод оценки способности химического вещество вызь/вать кожную сенсибилизацию у мышей пу­
тем измерения скорости пролиферации лимфоцитов в региональных лимфатических узлах.

2.2 В настоящем стандарте применены следующие сокращения:
DPM — число распадов в минуту:
LNC — клетки лимфатических узлов:
NC — контрольная группа:
PBS — фосфатный забуференный физиологический раствор:
PC — положительный контроль.

3 Основные положения и ограничения

3.1 LLNA является альтернативным методом для определения потенциальной возможности ис­
следуемого вещества оказывать сенсибилизирующее действие на кожу. Это не означает, что LLNA 
следует использовать во всех случаях вместо испытаний на морских свинках [13]. скорее всего метод 
имеет одинаковую ценность и может быть использован в качестве альтернативного, когда положитель­
ные и отрицательные результаты больше не требуют дополнительного подтверждения. До проведения 
исследования в испытательной лаборатории должны изучить всю имеющуюся информацию об иссле­
дуемом веществе, в состав которой должно быть включено следующее: идентификация и химическая 
структура исследуемого вещества; его физико-химические свойства: результаты других исследований 
токсичности in vitro или in vivo; токсикологические данные для структурно родственных веществ. Эту 
информацию следует учитывать для определения применимости LLNA для исследуемого вещества 
(с учетом несовместимости ограниченных типов исследуемых веществ с LLNA см. 3.2) и для помощи в 
выборе дозы.

3.2 LLNA— это метод in vivo, поэтому не исключает использования животных при оценке аллерги­
ческого контактного сенсибилизирующего действия. Однако он имеет потенциал для сокращения коли­
чества животных, необходимых для этой цели. При этом LLNA предлагает существенную модификацию 
(меньшую боль и дистресс) использования животных при испытании на аллергическую контактную сен­
сибилизацию. LLNA основан на рассмотрении иммунологических реакций, вызванных химическими ве­
ществами при индуктивной фазе сенсибилизации. В отличие от испытаний на морских свинках (см. [13]) 
настоящий стандарт не требует проявления кожных реакций, вызванных реакцией повышенной чув­
ствительности. Кроме того. LLNA не требует использования адъюванта, что имеет место при максими- 
зационном испытании на морских свинках по документу [13]. Таким образом. LLNA уменьшает боль и 
страдание животных. Следует отметить, что несмотря на преимущества LLNA по сравнению с методом 
по документу [13] существуют определенные ограничения, которые могут потребовать использования 
метода по документу [13] [например, ложноотрицательные результаты в LLNA с некоторыми металла­
ми, ложноположительные результаты с некоторыми раздражителями кожи (такими как некоторые по­
верхностно-активные химические вещества [19], [20] или растворители исследуемого вещества)]. При
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этом показано, что классы исследуемых веществ или вещества, содержащие функциональные группы, 
действуют как потенциальные факторы, искажающие результаты [21], что может потребовать исполь­
зования испытаний на морских свинках методом по документу [13]. Кроме того, на основе ограниченной 
базы данных валидации, состоящей в основном из пестицидных препаратов, для LLNA более вероятен 
положительный результат для этих типов веществ [22], чем при испытаниях на морских свинках. При ис­
пытании препаратов для контрольного испытания можно рассмотреть включение аналогичных веществ 
с известными результатами, для того чтобы продемонстрировать, что LLNA работает должным образом 
(см. 5.5.6). Помимо таких выявленных ограничений метод LLNA может быть использован для испытания 
любых исследуемых веществ, если свойства этих веществ не мешают его точности.

4 Принцип испытания

Основным принципом, лежащим в основе LLNA. является способность сенсибилизаторов инду­
цировать пролиферацию лимфоцитов в лимфоузлах, дренирующих участок накожного нанесения ис­
пытуемого вещества. Скорость пролиферации лимфоцитов пропорциональна дозе и эффективности 
применяемого аллергена, что обеспечивает возможность количественного измерения сенсибилизации. 
Пролиферацию определяют путем сравнения средней пролиферации в каждой подопытной группе со 
средней пролиферацией в контрольной группе, обработанной растворителем (VC). До классифика­
ции исследуемого вещества в качестве потенциального сенсибилизатора кожи определяют отношение 
средней пролиферации в каждой подопытной группе и контрольной группе, обработанной растворите­
лем (VC). называемое индексом стимуляции (SI), значение которого должно быть *3. Методы, приве­
денные в настоящем стандарте, основаны на измерении скорости пролиферации клеток в околоушных 
лимфатических узлах с помощью радиоизотопного анализа in vivo. При необходимости можно исполь­
зовать другие способы оценки количества пролиферирующих клеток, если полностью удовлетворяются 
требования рабочих стандартов (PS) (см. приложение А).

5 Сущность метода

5.1 Выбор вида животных

Для исследований используют молодых взрослых нерожавших и небеременных самок мышей ли­
нии СВА/Са или CBA/J. На момент начала эксперимента возраст животных должен быть от 8 до 12 нед 
с колебаниями массы тела ±20 % от среднего значения. При необходимости можно использовать дру­
гие линии животных и самцов, если в результатах метода LLNA не существует лииейных/гендерных 
различий.

5.2 Условия содержания и кормления

Мыши должны быть размещены по клеткам в соответствии с разделением на подопытные груп­
пы [23], если не представлено соответствующее научное обоснование для индивидуального размеще­
ния животных. Температура в помещении, предназначенном для экспериментов на животных, должна 
составлять (22 ± 3) °С. Относительная влажность воздуха должна быть но менее 30 % и не более 70 % 
(допускается во время влажной уборки помещения), оптимальный диапазон влажности составляет от 
50 % до 60 %. Освещение должно быть искусственным с чередованием 12 ч света и 12 ч темноты. Для 
кормления можно использовать стандартный лабораторный корм с неограниченным доступом к питье­
вой воде.

5.3 Подготовка животных

Животных отбирают случайным образом, маркируют для индивидуальной идентификации (лю­
бым способом, не затрагивающим область ушей) и содержат в клетках не менее пяти дней до начала 
введения исследуемого вещества, для того чтобы обеспечить их акклиматизацию к лабораторным ус­
ловиям. До начала воздействия всех животных осматривают на предмет отсутствия видимых кожных 
повреждений.

5.4 Подготовка растворов

Перед нанесением на уши мышей твердые исследуемые вещества должны быть растворены или 
суспендированы в подходящих растворителях/носителях и при необходимости разбавлены. Жидкие ис-
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следуемые вещества могут быть нанесены в чистом виде или в виде рабочих растворов необходимых 
концентраций. Нерастворимые вещества, которые можно обнаружить в медицинских изделиях, следует 
подвергать тщательной экстракции подходящим растворителем для выделения всех экстрагируемых 
компонентов перед нанесением на уши мышей. Растворы исследуемых препаратов готовят ежедневно, 
за исключением тех веществ, стабильность которых допускает хранение растворов в течение опреде­
ленного времени.

5.5 Проверка надежности

5.5.1 PC используют для демонстрации надлежащей эффективности проведения анализа. С этой 
целью используют вещества с хорошо известной способностью к кожной сенсибилизации, позволяю­
щие убедиться в адекватных и воспроизводимых результатах исследований. PC включают в каждый 
проводимый эксперимент для демонстрации компетентности лаборатории и ее способности проводить 
исследования, а также для оценки внутри- и межлабораторной воспроизводимости и сопоставимости 
результатов испытаний. Некоторые контролирующие органы также требуют проведения PC для каждого 
исследования, и поэтому пользователям настоящего стандарта рекомендуется проводить консульта­
ции с соответствующими органами до выполнения LLNA. Постоянное использование параллельных PC 
позволяет избегать дополнительного испытания на животных, необходимого для устранения проблем, 
возникающих при периодическом использовании PC (см. 5.5.2). Положительный ответ LLNA. вызван­
ный воздействием PC. приводит к увеличению SI > 3 по сравнению с группой отрицательного контроля 
(Л/С). Выбранная доза PC не должна вызывать чрезмерной реакции воспаления кожи ушей или реак­
ций системной токсичности; положительный эффект PC должен быть воспроизводимым, но не избы­
точным (то есть SI > 20). В качестве PC. как правило, используют 25 %-ный раствор гексилкоричного 
альдегида (CAS № 101-86-0) в смеси ацетона с оливковым маслом (4:1 по объему) и 5 %-ный раствор 
меркаптобензотиазола (CAS № 149-30-4) в N.N-диметилформамиде (см. таблицу А.1 приложения А). 
При достаточном обосновании можно использовать другие вещества, удовлетворяющие приведенным 
критериям.

5.5.2 Лабораториям, регулярно использующим метод LLNA (не реже одного раза в месяц), до­
пускается применять PC периодически (один раз в полгода), например; лабораториям, имеющим до­
стоверную базу экспериментальных данных с включением PC. демонстрирующую их компетентность 
относительно получения воспроизводимых и точных результатов (не менее 10 независимых испытаний 
с использованием PC. проводимых не реже одного раза в год. с получением согласованных положи­
тельных результатов).

5.5.3 Параллельная группа PC всегда должна быть включена при возникновении изменений в 
процедуре проведения LLNA. например; при замене обученного персонала, смене поставщиков мате­
риалов. реагентов и лабораторных животных, замене используемого оборудования, что обязательно 
должно быть зарегистрировано в отчете. Следует рассмотреть влияние этих изменений на адекват­
ность ранее полученной экспериментальной базы данных и оценить необходимость формирования 
новой базы данных для обеспечения согласованности результатов ПК.

5.5.4 Исследователи должны понимать, что решение о проведении исследования PC на перио­
дической основе вместо одновременного имеет последствия для адекватности и приемлемости отри­
цательных результатов исследования, полученных без одновременного PC в течение интервала между 
каждым периодическим исследованием PC. Например, если в периодическом исследовании PC полу­
чен ложноотрицательный результат, могут быть поставлены под сомнение отрицательные результаты 
исследуемого вещества, полученные в интервале между последним приемлемым периодическим ис­
следованием PC и неприемлемым периодическим исследованием PC. Последствия этих результатов 
следует тщательно учитывать при определении того, включать ли параллельные PC или проводить 
только периодические PC. Следует также обсудить возможность использования меньшего количества 
животных в параллельной группе PC. если это оправдано с научной точки зрения и если лаборатория 
представит конкретные данные, демонстрирующие возможность использования меньшего количества 
мышей (12).

5.5.5 Несмотря на то что препараты, использующиеся в качестве PC. должны быть нанесены в 
растворителе (носителе) с известным ответным эффектом (например, ацетон/оливковое масло 4:1 по 
объему), возможно возникновение таких ситуаций, при которых необходимо проводить исследование с 
нестандартным растворителем (клинически/химичесхи соответствующим препаратом) (24). Если веще­
ство PC и исследуемое вещество наносят, используя разные растворители, следует включить в опыт 
параллельный контроль для растворителя (VC).
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5.5.6 Когда оценивают исследуемые вещества определенного химического класса или диапазона 
ответных реакций, можно также использовать вещества для контрольного испытания того же класса с 
известной активностью в LLNA. которые будут доказывать, что метод LLNA адекватен для выявления 
потенциальной кожной сенсибилизации исследуемыми веществами данного класса. Вещества, пред­
назначенные для контрольного испытания, должны имоть следующие свойства.

- структурное и функциональное подобие классу исследуемого вещества;
- известные физические/химические характеристики;
- подтверждающие данные no LLNA;
- подтверждающие данные по другим испытаниям на животных и/или на человеке.

6 Проведение испытаний

6.1 Число животных и выбор доз

6.1.1 В каждую подопытную группу включают не менее четырех животных, всего испытывают не 
менее трех концентраций исследуемого вещества плюс параллельная контрольная группа (WC) для 
испытания растворителя исследуемого вещества и проведения PC (который может быть включен в 
данное исследование или могут быть использованы результаты недавно проведенного исследования 
в соответствии с политикой лаборатории по 5.5.1—5.5.6). Следует предусмотреть испытание несколь­
ких доз PC. особенно при его периодическом использовании. Уход и все манипуляции с животными в 
контрольных группах должны быть идентичны условиям, используемым для подопытных групп, за ис­
ключением введения исследуемого вещества.

6.1.2 Выбор доз исследуемого вещества и растворителя должен быть основан на рекомендациях, 
приведенных в [3] и (5). Последовательные дозы, как правило, выбирают из соответствующей серии 
концентраций, например 100 %; 50 %; 25 %; 10 %; 5 %; 2.5 %; 1 %; 0,5 % и т. д. Выбор концентраций 
следует сопровождать адекватным научным обоснованием. Следует предварительно изучить всю до­
ступную информацию о токсичности исследуемого вещества {например, острая токсичность и способ­
ность вызывать раздражение кожи), его структуре и физико-химических свойствах, а также аналогич­
ные характеристики структурно родственных веществ. На основании анализа этих данных выбирают 
три концентрации таким образом, чтобы самая высокая концентрация вызывала как можно более вы­
раженный эффект, но при этом не приводила к системной токсичности и/или не вызывала чрезмерного 
раздражения кожи (3), [25). При отсутствии такой информации может возникнуть необходимость в про­
ведении предварительного испытания (см. 6.2.1—6.2.4).

6.1.3 Растворитель не должен искажать результаты исследования или косвенно влиять на них. и 
его следует выбирать по критериям максимальной растворимости в нем исследуемого вещества для 
получения наиболее высокой исходной концентрации раствора/суспензии. подходящей для примене­
ния исследуемого вещества. В общем случае рекомендованы носители: смесь ацетона с оливковым 
маслом (4:1 по объему), N. N-диметипформамид. метилэтилкетон. пропиленгликоль и диметилсуль- 
фоксид [19]. при наличии достаточного научного обоснования также могут быть использованы другие 
растворители. В определенных ситуациях может возникнуть необходимость дополнительного контроля 
для оценки эффектов клинически значимых растворителей или коммерческих препаратов, в составе 
которых исследуемое вещество поступает в продажу.

Особое внимание следует уделить тому, чтобы гидрофильные вещества наносились на кожу в 
растворителе, который быстро впитывается в кожные покровы и тем самым не позволяет исследуемо­
му раствору стекать с поверхности кожи: для этого в растворы включают соответствующие солюбили­
заторы (например. Pluronic® L92 концентрацией 1 %). По вышеописанным причинам для нанесения на 
кожу следует избегать использования только водных растворов.

6.1.4 Состояние лимфатических узлов у отдельных мышей позволяет оценить внутригрупповую 
изменчивость и статистическую значимость различий между исследуемым веществом и растворителем 
(см. 8.4). Кроме того, анализ внутригрупповой вариабельности индивидуальных данных дает основа­
ние для объективной оценки возможности сокращения числа мышей в группе PC [12]. В одних странах 
национальные органы надзора требуют предоставления индивидуальных данных по отдельным жи­
вотным, в других странах считают приемлемыми усредненные данные по каждой экспериментальной 
группе, что дает возможность исследователям выбирать способ представления результатов испытания 
в виде индивидуальных или усредненных данных.

6
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6.2 Предварительные исследования

6.2.1 При отсутствии информации для определения максимальной дозы исследуемого вещества 
(см. 6.1.2) необходимо проводить предварительное исследование для определения уровня дозы, под­
ходящего для испытания в LLNA. Цель предварительного исследования состоит в получении инфор­
мации для выбора максимальной дозы исследуемого вещества при его использовании в основном ис­
пытании LLNA. т. е. в получении данных о концентрации, которая вызывает системную токсичность 
(см. 6.2.4) и/или чрезмерное местное раздражение кожи (см. 6.2.3). Максимальным уровнем исследуе­
мой дозы следует считать 100 % исследуемого вещества для жидкостей или максимально возможную 
концентрацию для твердых веществ или суспензий.

6.2.2 Предварительное исследование выполняют в условиях, идентичных условиям основного 
исследования LLNA. но при этом не проводят оценку скорости пролиферации клеток лимфатических 
узлов и количество животных в группе может быть меньшим. Рекомендуется использовать одно или два 
животных на каждую дозу. Все мыши должны ежедневно осматриваться для выявления любых клини­
ческих проявлений системной токсичности или местного раздражения на месте аппликации вещества. 
Перед началом эксперимента и при его завершении (шестой день) регистрируют массу тела. Проводят 
наблюдение за обоими ушами каждой мыши, отмечают наличие эритемы и оценивают в баллах по та­
блице 1 [25). Измерение толщины ушей проводят толщиномером (например, микрометром с цифровой 
индикацией или толщиномером с круговой шкалой фирмы Peacock) в первый день (перед нанесением 
вещества), на третий день (приблизительно через 48 ч после нанесения дозы) и на шестой день. Кроме 
того, на шестой день толщину уха можно дополнительно определить путем взвешивания образца тка­
ни ушной раковины, полученного с помощью перфоратора после гуманного умерщвления животного. 
Раздражение кожи на месте аппликации вещества оценивают как чрезмерное при наличии эритемы с 
бальной оценкой 3 и более по шкале, приведенной в таблице 1, и/или при увеличении толщины уха на 
25 % и более по сравнению с первоначальной в любой день измерения [26]. [27].

Т а б л и ц а  1 — Бальная оценка эритемы

Р е зу л ьта т  н а б л ю д е н и й Б а л л ы

Отсутствие эритемы 0

Очень незначительная эритема (едва заметная) 1

Четко выраженная эритема 2

От средней степени до тяжелой эритемы 3

Тяжелая эритема (покраснение бордово-красного цвета) до образо­
вания струпьев, затрудняющая оценку эритемы 4

В качестве максимальной дозы для основного исследования LLNA выбирают максимальную дозу 
из предварительного исследования (см. 6.1.2), после воздействия которой у животных отсутствовали 
признаки системной токсичности и/или чрезмерного местного раздражения кожи.

6.2.3 В дополнение к 25 %-ному увеличению толщины уха [26]. [27] статистически значимое уве­
личение толщины ушей у мышей подопытных групп по сравнению с толщиной ушей у мышей контроль­
ной группы также было использовано для идентификации раздражающих веществ в LLNA [28]—[34]. 
Несмотря на то что происходило статистически значимое увеличение толщины ушей менее 25 %, оно 
не было связано непосредственно с чрезмерным раздражением [30], [32]— [34].

6.2.4 О наличии системной токсичности могут свидетельствовать клинические наблюдения [35]. 
[36] при их использовании в качестве элемента интегральной оценки для расчета максимальной дозы в 
основном методе LLNA. фиксирующие следующие изменения: в функции нервной системы (например, 
пилоэрекция. атаксия, тремор и судороги); в поведении (например, агрессивность, изменения в грумин- 
говой активности, заметные изменения в уровне активности); в типе дыхания (изменения частоты и ин­
тенсивности дыхания, такие как затрудненное дыхание, одышка и хрипы) и потреблении пищи и воды. 
Кроме того, следует регистрировать признаки летаргии и/или апатии, а также клинические признаки, 
которые проявлялись как более чем эпизоды незначительной или мгновенной боли и деструктивного 
стресса, снижение массы тела более чем на 5 % за период с первого до шестого дня и гибель животных. 
Животные в состоянии агонии, или страдающие от боли, или имеющие признаки серьезной и устойчи­
вой патологии, должны быть гуманно умерщвлены [37].
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6.3 Программа основного эксперимента

6.3.1 Используют график эксперимента, приведенный в 6.3.1.1—6.3.1.4.
6.3.1.1 Первый день
Индивидуально идентифицируют и регистрируют массу тела каждого животного, проводят визу­

альный осмотр. На тыльную сторону каждого уха наносят 25 мкл исследуемого вещества соответству­
ющей концентрации, только растворителя или PC (если его проводят параллельно или результат по­
следнего испытания, в зависимости от политики лаборатории в соответствии с 5.5.1—5.5.5).

6.3.1.2 Второй и третий дни
Повторяют процедуру нанесения, выполненную в первый день.
6.3.1.3 Четвертый и пятый дни
Нанесения не проводят.
6.3.1.4 Шестой день
Регистрируют массу тела каждого животного. Вводят в хвостовую вену всех мышей подопытных 

и контрольных групп по 250 мкл стерильного фосфатного забуференного физиологического раствора 
(PBS). содержащего 20 мкКи (7.4 - 10® Бк) меченного тритием (3Н) метилтимидина. Альтернативный 
вариант — введение в хвостовую вену всех мышей по 250 мкл стерильного PBS. содержащего 2 мкКи 
(7.4 • 104 Бк) 1251-йододезоксиуридина и 10 5 М фтордезоксиуридина. Через 5 ч проводят гуманное 
умерщвление животных. Извлекают дренирующие околоушные лимфатические узлы и помещают их 
в PBS от каждого животного отдельно (индивидуальный подход к животным); в качестве альтернативы 
извлекают и помещают в PBS лимфатические узлы от мышей каждой подопытной группы (объединен­
ный подход к подопытной группе). Подробная информация и графические изображения идентификации 
лимфатических узлов и их препарирования приведены в (12). В протокол исследования могут быть 
также включены дополнительные параметры контроля изменений кожи уха на месте аппликации, на­
пример; баллы проявления эритемы уха или данные о толщине ушей (измеренной с помощью толщино­
мера или путем определения массы стандартных кусочков уха. полученных при иекропсии с помощью 
перфоратора для взятия проб тканей ушной раковины).

6.4 Подготовка клеточной взвеси

Суспензию отдельных клеток лимфатических узлов (LNC) после билатерального извлечения (при 
индивидуальном сборе материала от каждой мыши или при альтернативном подходе с объединением 
лимфатических узлов всех мышей данной группы) получают мягкой механической дезагрегацией через 
сетку из нержавеющей стали с размером ячеек 200 мкм или с помощью других подходящих процедур. 
Полученные LNC дважды отмывают избытком PBS и осаждают DNA5 %-ной трихлоруксусной кислотой 
(ТСА) при температуре 4 °С в течение 18 ч [3]. Осадок повторно суспендируют в 1 мл ТСА и переносят 
в сцинтилляционный флакон, содержащий 10 мл сциитилляционной жидкости, для подсчета метки три­
тия 3Н или в радиометрическую гамма-камеру для подсчета изотопа ,2б1.

6.5 Определение клеточной пролиферации (включенной радиоактивности)

Включение меченого 3Н-метилтимидина измеряют сцинтилляционным (J-счетчиком по числу рас­
падов в минуту (DPM). включение меченого 1251-йодоксиуридина — по ,251 также в DPM. В зависимости 
от используемого подхода включенная радиоактивность выражается как DPM/на мышь (при индивиду­
альном подходе к животным) или DPMI на подопытную группу мышей (при объединении биоматериала 
от всех мышей данной подопытной группы).

6.6 Редуцированный метод LLNA

6.6.1 В определенных ситуациях, когда возникает регуляторная необходимость подтверждения 
отрицательного прогноза о потенциальной способности вещества вызывать кожную сенсибилизацию, 
можно применять редуцированный протокол rLLNA [16]—{18] с использованием меньшего числа живот­
ных при условии соблюдения других характеристик протокола LLNA, изложенных в настоящем стандар­
те. Перед использованием метода rLLNA следует представить четкое обоснование и научное объяс­
нение данного выбора. При получении положительного или вызывающего сомнения результата может 
потребоваться дополнительное исследование для объяснения или уточнения обнаруженного эффекта.

6.6.2 Сокращение количества изучаемых доз вещества и. соответственно, числа групп подопыт­
ных животных является единственной разницей между процедурами LLNA и rLLNA. и по этой причине 
rLLNA не дает информации о резупьтатах оценки зависимости «доза—ответ», следовательно, его не 
8
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следует использовать, если требуется такая информация. Как и в полном варианте LLNA. концентрация 
исследуемого вещества в rLLNA должна быть наиболее максимальной из тех. которые не вызывают вы­
раженной системной токсичности и/или чрезмерного местного раздражения кожи у мышей (см. 6.1.2).

7 Наблюдения

7.1 Клинические наблюдения

Каждую мышь следует тщательно осматривать не менее одного раз в день для выявления любых 
клинических признаков как местного раздражения на участке аппликации вещества, так и системной 
токсичности (см. 6.2.2). Все наблюдения должны систематически регистрироваться и содержать записи 
наблюдений для каждой мыши. В план мониторинга следует включать критерии быстрого выявления 
мышей с симптомами системной токсичности, чрезмерного местного раздражения кожи или изъязвле­
ния кожи для эвтаназии [37].

7.2 Масса тела

В соответствии с 6.3 индивидуальная масса тела животных должна быть определена в начале ис­
пытания и перед запланированным гуманным умерщвлением.

8 Анализ и интерпретация данных

8.1 Результаты испытания для каждой подопытной группы должны быть представлены в виде 
SI. При использовании индивидуального подхода к животным значение SI получают путем деления 
среднего значения DPM для одной мыши в каждой подопытной группе, включая группу PC. на среднее 
значение DPM для одной мыши в группе VC. Среднеарифметическое значение SI для VC равно одно­
му. При использовании объединенного подхода к биоматериалу животных внутри подопытных групп SI 
определяют путем деления суммарной радиоактивности для каждой подопытной группы на соответ­
ствующее значение для объединенной группы VC; при этом сразу получают среднее значение SI.

8.2 Результат испытания оценивают как положительный при значении SI г  3. В случае погранич­
ных значений SI для трактовки результатов могут быть учтены выраженность зависимости «доза—от­
вет». статистическая значимость и непротиворечивость эффектов в контрольных группах и PC [4]—[6].

8.3 При необходимости уточнения полученных результатов следует проанализировать разные 
свойства исследуемого вещества, включая наличие структурного сходства с известными кожными сен­
сибилизаторами. а также вызывает ли оно чрезмерное местное раздражение кожи у мышей и какой 
характер имеет зависимость «доза—ответ». Эти и другие факторы подробно рассмотрены в (7].

8.4 Используя индивидуальный подход к сбору данных радиоактивности биоматериала мышей, 
можно проводить статистический анализ полученных данных на наличие и выраженность зависимости 
«доза—ответ». Статистическая оценка может включать оценку зависимости «доза—ответ», а также со­
ответствующим образом скорректированное сравнение подопытных групп (например, одновременное 
попарное сравнение группы с введенной дозой и группы VC). Например, при статистическом анализе 
можно использовать метод линейной регрессии или тест Уильяма для оценки результатов зависимости 
«доза—ответ» и тест Даннетта для попарных сравнений. При выборе подходящего метода статистиче­
ского анализа исследователь должен учесть возможное неравенство дисперсий изучаемой переменной 
внутри отдельных сравниваемых групп и другие сходные проблемы, которые могут потребовать преоб­
разования данных или непараметрического статистического анализа. В любом случае исследователю 
может потребоваться вычисление SI и статистический анализ как с использованием полученных дан­
ных. так и при присутствии некоторых из них (называемых «выпадающие данные»),

9 Данные и протокол испытаний

9.1 Данные

Данные должны быть представлены в форме таблицы. При использовании индивидуального под­
хода к животным следует приводить индивидуальные значения DPM для каждого животного, средние 
значения DPM в каждой группе мышей с соответствующим значением ошибки его определения [на­
пример, среднеквадратическая ошибка (SD), стандартная погрешность среднего значения (SEM)], и
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средние значения SI для каждой экспериментальной группы по отношению к группе VC. При использо­
вании объединенного подхода к сбору экспериментального материала следует приводить полученные 
средние значения/медианы DPM и SI для каждой подопытной группы по отношению к параллельной 
группе VC.

9.2 Протокол испытаний

9.2.1 Протокол испытаний должен содержать информацию, приведенную в 9.2.1.1—9.2.1.7.
9.2.1.1 Исследуемое вещество и его контроль:
- данные идентификации (например, номер CAS. при наличии, источник, степень чистоты, 

известные примеси, номер партии);
- физико-химические свойства (летучесть, стабильность, растворимость);
- если это смесь, то указывают состав и относительное процентное содержание компонентов.
9.2.1.2 Растворитель/носитель:
- данные идентификации (степень чистоты, концентрация, при необходимости, используемый 

объем):
- обоснование выбора растворителя.
9.2.1.3 Подопытные животные:
- источник поступления мышей линии СВА;
- микробиологический статус животных, если известно;
- число и возраст животных;
- происхождение животных, условия содержания, корм и т. д.
9.2.1.4 Условия эксперимента:
- подробности подготовки и нанесения исследуемого вещества;
- обоснование выбора дозы (включая результаты предварительных экспериментов, в случае их 

проведения);
- используемый растворитель и концентрации исследуемого вещества и общее количество вве­

денного исследуемого вещества;
- детали качества пищи и воды (включая тип/источник диеты, источник поступления воды);
- подробности проведения эксперимента и получения биологического материала;
- методы оценки токсичности;
- критерии интерпретации результатов исследования как положительных или отрицательных;
- детали любых отклонений от стандартного протокола и объяснения того, каким образом данное 

отклонение повлияло на схему исследования и результаты.
9.2.1.5 Проверка достоверности результатов исследования:
- резюме результатов последнего проводившегося контроля качества, включая информацию о 

исследуемом веществе, использовавшихся концентрациях и растворителе;
- текущий параллельный и/или ранее полученный PC и параллельный (NC) для данной лабо­

ратории.
- если текущий параллельный PC не был включен, то необходимы данные и лабораторные про­

токолы последнего периодического PC и протоколов с подробным описанием данных периодического 
PC. которые служат для данной лаборатории обоснованием для отказа от проведения параллельного 
текущего PC.

9.2.1.6 Результаты:
- индивидуальные значения массы мышей перед началом опыта и перед запланированным 

умерщвлением, а также средние значения и соответствующие ошибки этих величин [например, средне­
квадратическая ошибка (SD). стандартная погрешность среднего значения (SEM)] для каждой экспери­
ментальной группы:

- динамика начала проявления и симптомы токсичности, включая кожное раздражение на участке 
аппликации вещества, при их наличии, для каждого животного;

- таблица значений DPM и SI для каждой мыши (при индивидуальном подходе к животным) или 
соответствующих средних значений/медиан (при объединенном подходе к экспериментальной группе) 
для каждой экспериментальной группы;

- среднее значение и соответствующая ошибка (например. SD или SEM) значений DPM/мышь 
для каждой экспериментальной группы и результаты анализа выпадающих данных внутри каждой 
экспериментальной группы при использовании индивидуального подхода к животным;
10
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• вычисленное значение SI и соответствующей меры его вариабельности, учитывающей вариа­
бельность эффектов, как в экспериментальных группах, так и в контрольных группах при использова­
нии индивидуального подхода к животным;

- зависимость «доза—ответ»;
- статистический анализ при необходимости.
9.2.1.7 Обсуждение результатов.
- краткий комментарий к полученным результатам, включая характер зависимости «доза—ответ» 

и при необходимости статистический анализ с заключением о том, следует ли считать исследуемое 
вещество кожным сенсибилизатором.

11
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Приложение А 
(справочное)

Рабочие стандарты для оценки кожной сенсибилизации в аналогичных 
или модифицированных LLNA

А.1 Введение

А.1.1 Назначение рабочих стандартов (PS) состоит в том, чтобы проинформировать пользователей о новых 
экспериментальных методах, запатентованных (т. е. защищенных авторским правом, имеющих официально за­
регистрированную торговую марку и зарегистрированных) и незапатентованных, которые могут быть определены 
как имеющие достаточную точность и надежность для специфических целей эксперимента. Данные PS на основе 
утвержденных и принятых методов испытаний могут быть использованы для оценки надежности и точности анало­
гичных методов испытания (в разговорной речи именуемых «похожий метод»), которые основаны на одних и тех же 
научных принципах и оценивают или прогнозируют тот же биологический или токсический эффект [14].

А. 1.2 До принятия модифицированных методов испытания (т. е. предложенных потенциальных усовершен­
ствований к утвержденному методу испытания) следует проводить оценку эффективности предложенных измене­
ний и степени, в которой эти изменения влияют на другие компоненты процесса валидации. В зависимости от коли­
чества и характера предлагаемых изменений, полученных с их использованием, и подтверждающей документации 
для этих изменений, измененный метод подвергнется полной процедуре валидации точно так же. как все новые 
методы испытаний, или. если это будет признано возможным, сокращенной процедуре оценки достоверности и 
обоснованности с использованием утвержденных PS [14].

А. 1.3 Аналогичные или модифицированные методы испытания, предлагаемые для использования в соот­
ветствии с настоящим стандартом, должны быть подвергнуты оценке для определения их надежности и точности 
с использованием химических соединений, соответствующих полному диапазону балльной оценки LLNA. Для пре­
дотвращения необоснованного использования животных настоятельно рекомендуется основываться на принципах 
OECD до начала валидационного исследования в соответствии с PS и методологическими принципами, приведен­
ными в настоящем стандарте.

А.1.4 Эти PS основаны на гармонизированных нормативных требованиях «Межведомственного координа­
ционного комитета по валидации альтернативных методов» (US-ICCVAM. EC-ECVAM и Japanes-JaCVAM) [12] к 
оценке достоверности аналогичных или модифицированных версий LLNA. В состав PS включены обязательные 
компоненты метода испытаний, рекомендуемые эталонные вещества и стандарты точности и надежности, кото­
рым должен соответствовать или превосходить предлагаемый метод испытаний.

А.2 Основные компоненты метода испытания

Для обеспечения функционального и механического соответствия аналогичного или модифицированного ме­
тода LLNA исходному методу LLNA оценивают один и тот же биологический эффект. В протокол метода испытаний 
должны быть включены следующие критерии:

- исследуемое вещество, которое должно быть нанесено на поверхность обоих ушей мыши;
- пролиферация лимфоцитов, которую следует определять в лимфатических узлах, дренирующих участок 

аппликации исследуемого вещества;
- пролиферация лимфоцитов, которую следует определять в течение фазы индукции кожной сенсибили­

зации:
- самая высокая доза исследуемого вещества, которая должна быть максимальной концентрацией, не вы­

зывающей проявления системной токсичности и/или чрезмерного местного раздражения кожи мышей. Для пози­
тивных контролвй самая высокая доза должна давать значение ЕСЗ и при этом не вызывать симптомов системной 
токсичности и/или чрезмерного местного раздражения кожи мышей (см. таблицу А.1):

- параллельный VC должен быть включен в каждое исследование, а при необходимости — параллель­
ный PC:

- на каждую дозу следует использовать не менее четырех животных;
- данные могут быть получены как по отдельным животным, так и обьединены по группам.
При отсутствии соответствия по любому из этих критериев данный PS не может быть использован для вали­

дации аналогичного или модифицированного метода испытания.

А.З Минимальный перечень эталонных веществ

Методы US-ICCVAM. EC-ECVAM и Japanes-JaCVAM. гармонизированные с PS [12]. устанавливают не менее 
18 основных эталонных веществ, которые рекомендованы к использованию, и четырех дополнительных веществ, 
которые могут давать ложноположительные или ложноотрицательные эффекты в LLNA по документу [13].

При выборе этих веществ следует руководствоваться следующими критериями;
- в список эталонных должны быть включены вещества, как правило, исследуемые на потенциальную воз­

можность кожной сенсибилизации в диапазоне эффектов, которые LLNA способен измерять или прогнозировать;

12
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- вещества должны иметь точно определенную химическую структуру;
- для этих веществ должны быть доступны данные LLNA, полученные в результате опытов на морских свин­

ках по документу [13]. и (при наличии) данные участников экспериментов;
- вещества должны быть в продаже.
Рекомендуемые эталонные вещества приведены в таблице А.1. Исследования с использованием предло­

женных эталонов следует проводить с растворителями, приведенными в таблице А.1. При недоступности данных 
веществ можно использовать другие вещества, соответствующие вышеуказанным критериям отбора.

А.4 Характеристика стандартов надежности и точности

А.4.1 Точность аналогичного или модифицированного метода испытаний LLNA должна соответствовать или 
превосходить точность PS LLNA. при этом сравнение должно быть проведено по результатам испытания с исполь­
зованием полной минимальной базы, состоящей из 18 эталонных веществ. Новый или модифицированный метод 
LLNA должен правильно классифицировать эти эталонные вещества по принципу ида/нет», однако новый или 
модифицированный метод LLNA не сможет правильно классифицировать все используемые эталонные вещества.

Если, например, один из слабых сенсибилизаторов классифицирован неверно, необходимо представить 
обоснование неправильной классификации данного эталонного вещества и соответствующие дополнительные 
данные (например, результаты испытаний, обеспечивающих правильную классификацию других веществ, сходных 
с неверно классифицированным эталонным веществом по физическим, химическим и сенсибилизирующим свой­
ствам). для того чтобы продемонстрировать эквивалентность результатов исследований.

При таких обстоятельствах результаты валидации нового или модифицированного метода испытаний LLNA 
должны быть оценены в каждом конкретном случае индивидуально.

А.4.2 Внутрилабораторная воспроизводимость
Внутрилабораторную воспроизводимость для нового или модифицированного методов испытаний LLNA 

определяют с использованием сенсибилизирующего вещества, хорошо охарактеризованного в настоящем мето­
де. Поэтому PS LLNA основаны на вариативности результатов повторных испытаний гексил коричного альдегида 
(НСА). Для оценки внутрилабораторной надежности должны быть получены значения предельной пороговой кон­
центрации {ECt) для гексилкоричного альдегида (НСА) в четырех отдельных экспериментах с интервалом не менее 
одной недели между испытаниями. Приемлемая внутрилабораторная воспроизводимость соответствует значению 
пороговой концентрации {ECt) от 5 % до 20 % для средних концентраций ЕСЗ в диапазоне от 0.5 ЕСЗ до 2.0 ЕСЗ. 
приведенных для НСА (10 %) в LLNA (см. таблицу А.1).

А.5 Межлабораторная воспроизводимость

Межлабораторную воспроизводимость нового или модифицированного метода испытаний LLNA следует 
оценивать с использованием двух сенсибилизирующих веществ, которые четко охарактеризованы в LLNA. По­
этому PS LLNA основаны на вариативности результатов испытаний НСА и 2.4-динитрохлорбензола (DNCB) в раз­
ных лабораториях. Значения ECt должны быть получены в независимых исследованиях, проведенных не менее 
чем в трех разных лабораториях. Чтобы продемонстрировать приемлемую межлабораторную воспроизводимость 
каждая лаборатория должна получить значения ECt от 5 % до 20 % для НСА и от 0.025 % до 0.1 % для DNCB, что 
соответствует диапазону средних значений концентраций ЕСЗ от 0.5 ЕСЗ до 2.0 ЕСЗ. приведенных в таблице А.1 
для НСА (10 %) и DNCB (0.05 %).

13



Т
а

б
л

и
ц

а
 

А
.1

 —
 Р

ек
ом

ен
ду

ем
ы

е 
эт

ал
он

ны
е 

ве
щ

ес
тв

а 
дл

я 
PS

 L
LN

A
ГОСТ 34556—2019

« <0С Xа Ф  

Z 1
.+
♦ ♦

.+
♦

.+
♦ ♦

4 4
♦

.+
♦ ♦ ♦ ♦ ♦ +■ V

+
1 7 i 4

-J ф -J 7

i l  i т
♦

т
♦

т
♦

т
♦

Т
4

▼
4- 4

▼
♦

▼
4 4

♦
4 4 4 4 4 4 4

h 8
со оо со СО▼-

г* да 8
? « 8  
5 а u

O
N

1смо
о

1 I i

O
N J. Т 1О) 1см

O
N

O
N

O
N I 1 2 I

® 5 
0

о
о о ©’ in ■о

X 1 п
8 « о . и

8
оо

я
9

см со
м-
<7

со
со'

ш
о>

см
8

см
ь-‘ ч S S

S и  ш 
g  ш ® о  
Ц "  ci о 0,

00
4f

0,
01 т

$о
о

7да
8  
о

1со
о

1г-г*.
о

Iда
о

т
СО.
м-

Т—
I00.

■о

1
8
да

7
«0.
со

«1
о

7см 7
5 5

I
S

1

§о Г =
#  |  a

- in СО см с* - ю Т“
СЧ з= со - - - - - Т“ О) т-

Л

0.
00

9

0.
04

9 £ СО. 'П н- <ч Г*-_ СО Т— ■о- о да о да о да<П
О о о *" о О) о со см см О) см да см см см
ш

А ̂
2 Its ®

и.
8 8 8 8

U.
8 8 8 8 8

U.
8 8 8 % 8 8Q < < < < < < < < о < < < < <а  Q

I ? & <£ я г <£ & & г? <0
о * 
? о 
5 6
i s

5 8 1 8 1 8  1 5 8  g о С У

1
8 g 8 g 8 g о

г
з

О 0

1

5 5 8  g

1
f t
£ 8

| |  
£  8

f t  
£  8 !

f t  
£  8 ! 1

f t  
£  8

f t  
£  8

f t  
£  8 I I I

| i  
^  8

<л
<
У
ао
3
£

т  т
s g
<4 <\j Г“~ да

« «

97
-0

0-
7

10
6-

50
-3

о>
о>
5

£ 97
-5

4-
1

14
9-

30
-4 *9о

а
О)
я 10

1-
86

-0 9
9ь-
о 93

-9
9-

2

10
4-

54
-1

39
23

6-
4 

6-
9

80
-6

2-
6 t -

8
сооч— 67

-6
3-

0

50
-2

1-
5 со

да
9о>

69
-7

2-
7

с
8

8
а <7 со В <
г ъ £ У
и
3 И £" §X

£ ©X
a § § * с § |
сX
••оX•2XчX

iио о 
* 1  
I I  

| |  
см см

§
2

1
1
§X
п

X

1
1©I
ъ
$

Х
ло

ри
д 

ко
ба

ль
та

тгс

8
?
1
е
$
см

88
0

1
Ё3&2
см Ц

ит
ра

ль

8й©
>х

1оЙ
£ Э

вг
ен

ол

Ф
ен

ил
бе

нз
оа

т

Ко
ри

чн
ы

й 
сп

ир
т

$

сI
I§
S
1 М

ет
ил

м
ет

ак
ри

ла
т

Х
ло

рб
ен

зо
л

н88

8
?
I М

ол
оч

на
я 

ки
сл

от
а

М
ет

ил
са

пи
ци

ла
т

С
ал

иц
ил

ов
ая

 к
ис

ло
та

14



С
ко

нч
ан

ие
 т

аб
ли

цы
 А

 1

ГОСТ 34556—2019

15



ГОСТ 34556—2019

Приложение ДА 
(рекомендуемое)

Сопоставление структуры настоящего стандарта со структурой 
примененного в ном международного документа

Т а б л и ц а  ДА.1

С т р у кт у р а  н а с т о я щ е го  с та н д а р та
С т р у кт у р а  м е ж д у н а р о д н о го  д о ку м е н т а  

O E C D  T e s t N * 4 2 9 :2 0 1 0

Введение (1.2) Введение
1
2

1 Область применения —

2 Термины, определения и сокращения 
(3. приложение 2)

Определения
3

3 Основные положения и ограничения (4. 5)
3.1
3.2

Основные положения и ограничения
4
5

4 Принцип испытания (6) 
4.1

Принцип испытания 
6

5 Сущность метода (7— 16) 
5.1 Выбор вида животных

Сущность метода 
Выбор вида животных 
7

5.2 Условия содержания и кормления Условия содержания и кормления 
8

5.3 Подготовка животных Подготовка животных 
9

5.4 Подготовка растворов Подготовка растворов 
10

5.5 Проверка надежности
5.5.1
5.5.2
5.5.3
5.5.4
5.5.5
5.5.6

Проверка надежности
11
12
13
14
15
16

6 Проведение испытаний (17—29)
6.1 Число животных и выбор доз
6.1.1 
6.1.2
6.1.3
6.1.4

Проведение испытаний 
Число животных и выбор доз
17
18
19
20

6.2 Предварительные исследования 
6.2.1
6.2.2
6.2.3
6.2.4

Предварительные исследования 
21 
22
23
24

6.3 Программа основного эксперимента Программа основного эксперимента 
25

6.4 Подготовка клеточной взвеси Подготовка клеточной взвеси 
26
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Окончание таблицы ДА. 1

С т р у кт у р а  н а с т о я щ е го  с т а н д а р т а
С т р у кт у р а  м е ж д у н а р о д н о го  д о к у м е н т а  

O E C D  T e s t № 4 2 9 :2 0 1 0

6.5 Определение клеточной пролиферации {включен­
ной радиоактивности)

Определение клеточной пролиферации (включенной 
радиоактивности)
27

6.6 Редуцированный метод LLNA
6.6.1
6.6.2

Редуцированный метод LLNA
28
29

7 Наблюдения (30. 31)
7.1 Клинические наблюдения

7.2 Масса тела

Наблюдения
Клинические наблюдения
30
Масса тела
31

8 Анализ и интерпретация данных (32—35)
8.1
8.2
8.3
8.4

Анализ и интерпретация данных
32
33
34
35

9 Данные и протокол испытаний (36) 
9.1 Данные

Данные и протокол испытаний
Данные
36

9.2 Протокол испытаний (37) Протокол испытаний 
37

* Библиография

Приложение А Стандарты испытаний для оценки кожной 
сенсибилизации в аналогичных или модифицированных 
методах LLNA (Приложение 1)

Приложение 1
Стандарты испытаний для оценки кожной сенсиби­
лизации в аналогичных или модифицированных ме­
тодах LLNA

•• Приложение 2 Определения

Приложение ДА Сопоставление структуры настоящего 
стандарта со структурой примененного в нем междуна­
родного документа

—

Библиография —

* Данный раздел приведен в конце стандарта для приведения в соответствие с требованиями ГОСТ 1.5.
** Термины и определения приведены в разделе 2 настоящего стандарта для приведения в соответствие с 

требованиями ГОСТ 1.5.

П р и м е ч а н и е  — После заголовков разделов настоящего стандарта приведены в скобках номера анало­
гичных параграфов международного документа. Приведено также соответствие подразделов настоящего стан­
дарта параграфам международного документа.
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