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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 «Российский науч­
но-технический центр информации по стандартизации, метрологии и оценке соответствия и техноло­
гий» (ФГУП «СТАНДАРТИНФОРМ») на основе собственного перевода на русский язык англоязычной 
версии документа, указанного в пункте 5

2 ВНЕСЕН Федеральным агентством по техническому регулированию и метрологии

3 ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации 
(протокол от 30 июля 2019 г. № 120-П)

За принятие проголосовали:

Кратсое наименование страны 
по М К (ИСО  3166) 0 0 4 -  97

Код страны по 
МК (ИСО 31 6 6 )0 0 4  - 9 7

С окращ енное наименование национал ьною  
органа по  стандартизации

Беларусь BY Госстандарт Республики Беларусь
Киргизия KG Кыргызстандарт
Россия RU Росстандарт
Таджикистан TJ Таджикстандарт
Узбекистан uz Узстандарт

4 Приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 8 августа 
2019 г. N9 477-ст межгосударственный стандарт ГОСТ 34559— 2019 введен в действие в качестве на­
ционального стандарта Российской Федерации с 1 июня 2020 г.

5 Настоящий стандарт является модифицированным по отношению к международному докумен­
ту OECD Test No 426:2007 «Руководство по исследованию химических веществ. Изучение нейротоксич­
ности в процессе онтогенеза» («Guideline for the testing of chemicals. Developmental neurotoxicity study», 
MOD) путем:

- включения дополнительного раздела 1 и дополнительной фразы (6.5), выделенных в тексте 
курсивом,

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

Сопоставление структуры настоящего стандарта со структурой указанного международного до­
кумента приведено в дополнительном приложении ДА.

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

6 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ
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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 соответ­
ствующих национальных органов по стандартизации.

В случае пересмотра, изменения или отмены наспюящего стандарта соответствующая 
информация будет опубликована на официальном интернот-сайтв Межгосударственного совета 
по стандартизации, метрологии и сертификации в каталоге «Межгосударственные стандарты».
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Введение

В июне 1995 г. в Копенгагене рабочая группа OECD (Организации экономического сотрудничества 
и развития —  ОЭСР) по репродуктивной и онтогенетической токсичности обсуждала необходимость 
внесения изменений в руководство ОЭСР по проведению исследования нейротоксичности в процессе 
онтогенеза и разработки новых руководств для определения конечных точек, ранее не охваченных [1]. 
Рабочая группа рекомендовала подготовить руководство по проведению исследования отдаленной 
нейротоксичности с использованием пересмотренного руководства Агентства по охране окружающей 
среды США (US ЕРА) [2]. В июне 1996 г. в Копенгагене было проведено второе консультативное сове­
щание. на котором Секретариату были даны предложения по разработке нового руководства по испы­
таниям на отдаленную нейротоксичность, включая основные элементы, например подробное описание 
выбора видов животных, периода введения доз. периода исследования, конечных точек, подлежащих 
оценке, и критерии оценки результатов. Руководящий документ США по оценке рисков нейротоксич­
ности был опубликован в 1988 г. (3). В октябре 2000 г. на совещании экспертов ОЭСР и Семинаре 
Международного института биологических наук (ILSI) и в 2005 г. в Токио на очередном Консультативном 
совещании экспертов обсуждались научные и технические вопросы руководства по проведению испы­
таний в соответствии с рекомендациями по их применению, приведенными в (4] —  [7]. Дополнительная 
информация о проведении, интерпретации результатов исследования и терминологии, используемых в 
настоящем стандарте, приведена в документах [8]. [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

Исследование нейротоксичности в процессе онтогенеза

Methods of testing the chemicals of human hazard. Study of neurotoxicity in the process of ontogenesis

Дата введения — 2020—06—01

1 Область применения

Настоящий стандарт устанавливает критерии оценки нвйротоксического воздействия 
химических веществ на организм человека и животных в процессе онтогенеза и позволяют оценить 
и классифицировать исследуемое вещество в соответствии с согласованной на глобальном уровне 
системой классификации опасности и маркировки химической продукции (GHS).

2 Общие положения

2.1 Известно, что многие химические вещества оказывают нейротоксическое воздействие на че­
ловека и животных в процессе онтогенеза [10]— [13]. Исследование нейротоксичности в процессе онто­
генеза необходимо для определения и оценки параметров токсичности химических веществ и смесей 
(исследуемое вещество). Исследования влияния нейротоксичности на процесс онтогенеза предназна­
чены для получения данных, таких как «доза —  ответ», возможные функциональные и морфологиче­
ские отклонения в развитии нервной системы потомства в результате воздействия химических веществ 
на эмбрион в утробе матери и в раннем возрасте.

2.2 Исследование нейротоксичности в процессе онтогенеза может проводиться как отдельное ис­
следование. включенное в изучение репродуктивной токсичности, и/или исследование нейротоксич­
ности на взрослых животных (см. [14]—[16]) или добавлено к исследованию токсического воздействия 
на пренатальное развитие [17]. Если исследование нейротоксичности в процессе онтогенеза является 
частью другого исследования, необходимо сохранить целостность обоих исследований. Все исследо­
вания на лабораторных животных должны соответствовать рекомендациям и правилам (например, 
см. [18]).

2.3 До проведения исследования необходимо изучить всю доступную информацию об исследуе­
мом веществе. Такая информация может включать идентификацию и химическую структуру вещества, 
его физико-химические свойства, результаты любых других испытаний in vitro или in vivo токсичности 
вещества; токсикологические данные для структурно родственных веществ; предполагаемое использо­
вание вещества. Эта информация необходима для подтверждения того, что испытание является важ­
ным для защиты здоровья человека и способствует обоснованному выбору начальной дозы.

3 Правила исследований

3.1 Исследуемое вещество вводят животным в период беременности и лактации. Для оценки 
нейротоксических эффектов у беременных и кормящих самок, а также для получения сравнительной 
информации о беременных самках и потомстве исследуют самок-матерей. Животных для оценки ней­
ротоксичности у потомства выбирают случайным образом в пределах помета. Оценка нвйротоксиче­
ского действия заключается в наблюдении и выявлении грубых неврологических и поведенческих от-
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клонений. включая оценку физического развития, поведенческий онтогенез, двигательную активность, 
моторные и сенсорные функции, обучение и память, а также оценку массы мозга и невропатологий во 
время постнатального развития и зрелости.

3.2 Если испытания выполняют в виде отдельного исследования, в каждой группе можно исполь­
зовать дополнительных животных для проведения конкретных нейробиологических. нейропатологиче- 
ских. нейрохимических или электрофизиологических исследований, которые могут дополнить данные, 
полученные в результате исследований, рекомендованных в [16], [19]— [21]. Дополнительные исследо­
вания могут иметь важное значение, когда эмпирические данные, предполагаемые эффекты или меха- 
низм/способ действия указывают на специфическую нейротоксичность. Для дополнительных исследо­
ваний могут быть использованы как самки-матери, так и детеныши. Кроме того, могут быть проведены 
испытания ex vivo и in vitro, если они не нарушают целостность процедур in vivo.

4 Подготовка к исследованию

4.1 Выбор видов животных

Для проведения испытаний предпочтительным видом животных являются крысы, однако при не­
обходимости можно использовать другие виды животных. Следует отметить, что приведенные в на­
стоящем стандарте внутриутробные и послеродовые периоды являются специфическими для обычно 
используемых линий крыс и при использовании других видов или нетипичных линий животных следует 
выбирать сопоставимые периоды времени. Использование других видов животных должно быть обо­
сновано токсикологическими, фармакокинетическими и/или другими данными. Обоснование должно 
включать наличие оценок видоспецифических постнатальных нейробиологических и невропатологи­
ческих воздействий. Если ранее проведенное исследование выявило проблемы, следует рассмотреть 
вопрос о виде или линии животных, вызвавших сомнение. Из-за разных поведенческих характеристик 
разных линий крыс должны быть подтверждающие данные, что выбранная для испытания линия яв­
ляется достаточно плодовитой и чувствительной. Восприимчивость и чувствительность других видов к 
нейротоксическому воздействию должна быть подтверждена документально.

4.2 Условия содержания и кормления

4.2.1 Температура в помещении, в котором содержат животных, должна быть (22 ± 3) °С. Относи­
тельная влажность воздуха должна быть не менее 30 % и не должна превышать 70 % во время уборки 
помещения, предпочтительное значение —  от 50 % до 60 %. Освещение в помещениях должно быть 
искусственным с соблюдением последовательности 12 ч света. 12 ч темноты. Возможно изменение све­
тового цикла перед спариванием и на время исследования для оценки функциональных и поведенче­
ских показателей в темное время (при красном свете), т. е. в течение времени, когда животные обычно 
активны [22]. Любые изменения в цикле свет — темнота должны быть достаточно продолжительными 
для адаптации животных к новому циклу. Для кормления животных используют обычный лабораторный 
корм с неограниченным потреблением питьевой воды. Регистрируют тип пищи и качество воды и ана­
лизируют их на наличие загрязнений.

4.2.2 Подопытных животных содержат в клетках индивидуально или небольшими группами одно­
го пола. Процедуру спаривания проводят в клетках, подходящих для этой цели. После подтверждения 
копуляции или не позднее 15-го дня беременности спарившихся животных содержат в отдельных ро­
довых или материнских клетках. Клетки должны быть расположены таким образом, чтобы возможные 
воздействия, связанные с перемещением клеток, были сведены к минимуму. Беременных самок при 
приближающихся родах необходимо обеспечить соответствующими материалами для обустройства 
гнезда. Известно, что неправилыюе обращение с животными или стресс во время беременности могут 
привести к неблагоприятным исходам, включая пренатальные потери и изменение эмбрионального и 
постнатального развития. Для предотвращения гибели плода от факторов, не связанных с введением 
исследуемого вещества, следует осторожно обращаться с животными во время беременности и ограж­
дать их от стрессов, вызываемых внешними факторами, такими как чрезмерный внешний шум.

4.3 Подготовка животных

Используют только здоровых животных, адаптированных к лабораторным условиям и не подвер­
гавшихся ранее экспериментальным воздействиям, за исключением случаев, когда исследование яв­
ляется частью другого исследования (см. 2.2). Подопытные животные должны быть охарактеризованы 
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по виду, линии, источнику, полу, весу и возрасту. Каждое животное маркируют уникальным идентифика­
ционным номером. По возможности, животные всех подопытных групп должны быть одинаковой массы 
и одного возраста в пределах нормального диапазона, характерного для данного вида и линии. Для 
каждого уровня дозы используют молодых половозрелых нерожавших самок. Не допускают спаривания 
братьев и сестер. День беременности (GD) 0 —  это день, когда наблюдалась вагинальная пробка и/или 
сперма. При приобретении беременных животных предоставляют достаточное время для адаптации 
(например, 2— 3 дня). Беременных самок по возможности объективно распределяют по контрольным и 
подопытным группам (например, рекомендуется использовать процедуру случайной стратифицирован­
ной выборки для обеспечения равномерного распределения между группами, например на основании 
массы тела). Самки, оплодотворенные одним и тем же самцом, должны быть равномерно распределе­
ны по группам.

5 Процедура испы таний

5.1 Число и пол животных

5.1.1 Подопытные и контрольные группы должны содержать достаточное число беременных са­
мок для обеспечения достаточного количества потомства для оценки нейротоксичности. Для каждого 
уровня дозы рекомендуется использовать детенышей из 20 пометов. Допускается репликация и шах­
матный порядок дозирования в группах, если общее число детенышей в группе будет соответствовать 
статистической модели, используемой с учетом параллельных испытаний.

5.1.2 Для обеспечения одинакового числа детенышей во всех пометах [23) не позже четвертого 
послеродового дня (PND 4) (день родов является нулевым днем PND 0) размер каждого помета кор­
ректируют путем удаления избыточного количества детенышей случайным выбором. Размер помета не 
должен превышать средний размер помета для линии используемых грызунов [8]— [12]. Помет должен 
содержать по возможности равное число детенышей мужского и женского полов. Неприемлем выбо­
рочный отбор детенышей, например, основанный на массе тела. После нормирования пометов (выбра­
ковки) и до проведения дальнейшего испытания по установлению функциональных конечных точек все 
детеныши, для которых планируется испытание до отъема или после отъема от матери, должны быть 
четко идентифицированы с использованием любого подходящего гуманного метода идентификации 
(см., например, [24]).

5.2 Распределение животных для функциональных и поведонческих испытаний,
определения массы мозга и нейропатологических оценок

5.2.1 Допускается использовать разные подходы к назначению животных, подвергшихся воздей­
ствию внутриутробно и в период лактации, для функциональных и поведенческих испытаний, оценке 
полового созревания, определения массы мозга и невропатологической оценке [25]. Испытания ней­
ропатологических функций (например, социальное поведение), нейрохимии и нейропатологии могут 
быть добавлены индивидуально (в каждом конкретном случае) при условии сохранения целостности 
исходных требований исследования.

5.2.2 Начиная с PND 4 из каждой дозовой группы выбирают детенышей для оценки конечных 
точек. Детенышей выбирают таким образом, чтобы в каждой дозовой группе были представлены де­
теныши обоих полов из каждого помета во всех испытаниях в равной степени. Для исследования дви­
гательной активности проверяют одну и ту же пару детенышей мужского и женского полов в любом 
возрасте до отъема (см. 6.5). Для остальных испытаний также выделяют пары самцов и самок. Дете­
нышам возможно необходимо назначать другие испытания по сравнению со взрослыми для изучения 
когнитивных функций, чтобы избежать смешения влияния возраста и предварительного обучения на 
эти измерения [26], [27]. Детенышей при отъеме (PND 21). не выбранных для других испытаний, под­
вергают эвтаназии. Документируют любые изменения в распределении детенышей. Статистической 
единицей измерения является помет, а не детеныш.

5.2.3 Существуют разные подходы к отбору детенышей для исследований до отъема и после отъ­
ема, в рамках когнитивных тестов, патологической экспертизы и т. д. На рисунке А.1 (см. приложение А) 
приведены примеры возможных схем исследований. Минимальное рекомендуемое число животных в 
каждой дозовой группе для исследования до отъема и после отъема приведено в таблице 1.
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Т а б л и ц а  1 —  Примеры последований и число животных в каждой дозовой группе

Параметр Число животных

Клинические наблюдения и масса тела Все животные

Подробные клинические наблюдения 20/пол (1 пол/из помета)

Масса мозга (после фиксирования) PND 11—22 10/пол (1 из помета)

Масса мозга (без фиксирования) -  PND 70 10/пол (1 из помета)

Нейропатология (иммерсионная или перфузионная фиксация) PND 11—22 10/пол (1 из помета)

Нейропатология (перфузионная фиксация) -  PND 70 10 /пол (1 из помета)

Половое созревание 20/пол (1 пол из помета)

Другие ориентиры развития (необязательно) Все животные

Поведенческий онтогенез 20/пол (1 пол из помета)

Двигательная активность 20/пол (1 пол из помета)

Моторные и сенсорные функции 20/пол (1 пол из помета)

Обучение и память 10/пола| (1 из помета)

В зависимости от чувствительности испытаний когнитивных функций следует предусмотреть исследо­
вание большего числа животных, например одного самца и одной самки из помета (см. приложение А). Допол­
нительные указания по размеру выборки приведены в [8].

5.3 Режим введения доз

5.3.1 Одновременно исследуют и осуществляют контроль не менее трех уровней доз. Уровни доз 
выбирают таким образом, чтобы выявить степень интенсивности токсических эффектов. При отсут­
ствии ограничений по физико-химическим или биологическим свойствам вещества самая высокая доза 
должна оказывать выраженные токсические воздействия на организм матери [например, клинические 
признаки, снижение массы тела (не более 10 %) иУили доказательство дозозависимых изменений в 
органе-мишени]. Высокая доза может быть ограничена 1000 мг в день на 1 кг массы тела за некоторы­
ми исключениями. Например, предполагаемое воздействие на человека может приводить к необходи­
мости исследования более высокого уровня дозы. В предварительных исследованиях по выбору доз, 
а также в ходе других экспериментальных исследований определяют самую высокую дозу, которая 
будет использована и которая обладает минимальным токсическим воздействием на организм матери. 
Если исследуемое вещество оказывает токсическое действие на процесс развития при стандартном 
исследовании токсичности на процесс развития или в предварительном исследовании, максимальный 
уровень дозы должен быть максимальной дозой, которая не будет оказывать чрезмерной токсичности 
на потомство (внутриутробная или неонатальная смертность), и достаточной для предотвращения раз­
вития значительно выраженной нейротоксичности. Самый низкий уровень дозы не должен вызывать 
никакого токсического эффекта у матери или на эмбриофетальное развитие, включая нейротоксич­
ность. Убывающая последовательность уровней доз должна быть выбрана таким образом, чтобы про­
демонстрировать любые проявления зависимости «доза — ответ», не вызывающей неблагоприятные 
воздействия (NOAEL), или дозы, близкие к пределу обнаружения, которые позволили бы определить 
ориентировочную дозу. Двух-, четырехкратные интервалы обычно являются оптимальными для уста­
новления снижения уровня дозы, и добавление четвертой дозовой группы предпочтительнее, чем ис­
пользование очень больших интервалов (например, более чем в 10 раз) между дозами.

5.3.2 Уровни доз выбирают с учетом всех имеющихся данных о токсичности, а также дополни­
тельной информации о метаболизме и токсикокинетике исследуемого вещества и родственных ве­
ществ. Эта информация также может помочь в обосновании выбора адекватного режима введения 
доз. Введение вещества детенышам следует проводить с учетом воздействия и фармакокинетической 
информации [28], [29]. Перед проведением экспериментов по непосредственному введению вещества 
необходимо провести тщательный анализ преимуществ и недостатков этого метода [30].
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5.3.3 Параллельно с подопытной группой должна быть контрольная группа, получающая плацебо 
или растворитель, если растворитель используют при введении исследуемого вещества. Исследуемое 
вещество или растворитель вводят всем животным в одинаковом объеме в расчете на массу тела. Если 
для облегчения введения доз используют растворитель или другое вспомогательное вещество, следует 
учитывать характеристики применяемых веществ, воздействие на абсорбцию, распределение, метабо­
лизм или удерживание исследуемого вещества; воздействие на химические свойства исследуемого ве­
щества. которые могут изменить его токсические свойства; влияние на потребление пищи или воды или 
на пищевой статус животных. Растворитель не должен оказывать воздействий, которые могут повлиять 
на интерпретацию результатов исследования, не должен обладать нейроповеденческой токсичностью 
и влиять на репродуктивную функцию и развитие. Для новых вспомогательных веществ в дополнение 
к контрольной группе, получающей плацебо или растворитель, должна быть включена контрольная 
группа для вспомогательного вещества. Обращение с животными в контрольной(ых) группе(ах) и подо­
пытных группах должно быть одинаковым.

5.4 Введение доз

5.4.1 Исследуемое вещество или растворитель вводят способом наиболее вероятного потенци­
ального воздействия на человека и на основе имеющейся информации о метаболизме и распределе­
нии в организме подопытных животных. Обычно используют оральный способ введения (например, 
через желудочный зонд или с пищей, или с питьевой водой), также могут быть использованы другие 
способы введения (например, кожный или ингаляционный) в зависимости от характеристик и предпо­
лагаемых или известных путей воздействия на человека (подробные указания приведены в [8]). Вы­
бранный способ введения должен быть документально обоснован. Исследуемое вещество вводят еже­
дневно примерно в одно и то же время.

5.4.2 Дозу каждому животному вводят на основе результатов определения индивидуальной мас­
сы тела. Однако следует соблюдать осторожность при корректировке доз в течение последней трети 
беременности. Если у подопытных самок отмечено превышение токсичности, эти животные должны 
быть умерщвлены гуманным способом.

5.4.3 Исследуемое вещество или растворитель вводят беременным самкам не менее одного раза 
в день с момента имплантации (GD 6) и на протяжении лактации (PND 21) для воздействия исследу­
емого вещества во время пре- и постнатального развития нервной системы детенышей. Возраст, при 
котором начинается введение доз. а также продолжительность и частота введения могут быть скор­
ректированы на основании данных, свидетельствующих о том. что существует более релевантная схе­
ма исследования, имитирующая воздействие на человека. При использовании других видов животных 
длительность введения вещества необходимо скорректировать для обеспечения наблюдения нейро­
токсичности в ранние периоды развития мозга (т. е. соответствующие пренатальному и раннему пост- 
иатальному развитию мозга человека). Можно начинать введение вещества с начала беременности 
(GD 0), однако необходимо обратить внимание на потенциальную возможность исследуемого вещества 
вызвать потерю плода на предимплантационной стадии. Введение вещества, начиная с GD 6. позво­
ляет избежать подобного риска, однако не будут рассмотрены стадии развития между GD 0 и GD 6. 
Если лаборатория приобрела животных, уже подвергшихся спариванию, начать введение вещества в 
GD 0 становится невозможным, поэтому в таком случае оптимальным сроком начала введения иссле­
дуемого вещества является срок GD 6. Учитывая информацию об эффектах исследуемого вещества, 
полученных в предшествующих экспериментах и на основании материально-технических возможно­
стей лаборатории, устанавливают режим введения доз с увеличением срока введения в послеотъем- 
ный период. В день родов животным исследуемое вещество не вводят. Предполагают, что воздействие 
исследуемого вещества на потомство будет происходить через материнское молоко, однако при от­
сутствии доказательств постоянной близости с потомством возможно непосредственное введение ве­
щества детенышам. Доказательством продолжающегося воздействия являются фармакокинетическая 
информация, данные о токсикологических эффектах у потомства или изменения в биомаркерах (28).

6 Результаты наблюдений

6.1 Наблюдения за самками

6.1.1 За состоянием здоровья всех самок проводят тщательное наблюдение не реже одного раза 
в день, включая заболеваемость и смертность.
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6.1.2 Во время введения исследуемого вещества и наблюдения следует периодически проводить 
более подробные клинические наблюдения (не менее двух раз в течение беременности и два раза во 
время лактации), на один уровень дозы используют не менее десяти самок. Специально обученный 
технический персонал, который не знает о введении вещества животным, осматривает их вне клеток. 
При этом используют стандартные процедуры, обеспечивающие сведение к минимуму стресса у живот­
ных и исключение систематической ошибки наблюдателей, а также позволяющие максимально повы­
сить надежность заключений разных исследователей. Желательно, чтобы в рамках одного исследова­
ния наблюдения проводил один и тот же специалист.

6.1.3 Должно быть зафиксировано наличие наблюдаемых симптомов. Также должна быть заре­
гистрирована степень проявления наблюдаемых эффектов, если это возможно. Клинические наблю­
дения включают (но не ограничиваются) наблюдения за: изменениями кожи (наружных покровов тела), 
шерсти, глаз, слизистых оболочек, появлением выделений и вегетативной активности (например, сле­
зотечение, лилоэрекция. размер зрачка, необычный способ дыхания и/или дыхание через рот. а также 
любые симптомы нарушения мочеиспускания или дефекации).

6.1.4 Регистрируют любые необычные реакции в изменении положения тела: уровень активности 
(например, сужение или расширение стандартного ареала обитания), координацию движений. Реги­
стрируют изменения походки (например, переваливающаяся, нарушение координации движения), позы 
(например, сгорбленность), нестабильность реакций во время обращения с животными (уход, разме­
щение и т. д.), реакции на факторы окружающей среды, а также наличие клонических или тонических 
мышечных судорог (непроизвольные мышечные сокращения), спазмов, дрожания, стереотипии —  не­
осознанного повторения движений (например, чрезмерный груминг. необычные движения головой, по­
вторяющиеся круговые движения), необычного поведения (например, кусание или чрезмерное лиза­
ние. нанесение себе увечий, вокализация, движение задом наперед) или агрессии.

6.1.5 Регистрируют дату появления признаков токсичности, время суток, степень проявления и 
продолжительность.

6.1.6 Животных взвешивают во время введения доз не реже одного раза в неделю в течение всего 
исследования, в день или накануне родов и в PND 21 (отъем детенышей). При введении доз через же­
лудочный зонд самок взвешивают не менее двух раз в неделю. При необходимости дозы корректируют 
при каждом определении массы тела. Потребление пищи во время беременности и лактации измеряют 
не менее одного раза в неделю. При введении вещества через питьевую воду измеряют потребление 
воды не менее одного раза в неделю.

6.2 Наблюдения за потомством

6.2.1 Для выявления признаков токсичности, заболеваемости и смертности все потомство обсле­
дуют не менее одного раза в день.

6.2.2 Во время введения вещества и в периоды наблюдения проводят подробные клинические 
наблюдения за потомством. За потомством (не менее одного детеныша одного пола из помета) должно 
быть установлено наблюдение с использованием стандартных процедур специально обученным пер­
соналом. который не знает о введении вещества животным, для сведения к минимуму систематической 
ошибки и повышения согласованности заключений разных исследователей. По возможности наблюде­
ния должен проводить один и тот же специалист. На стадии развития потомства должно быть органи­
зовано наблюдение и документирование как минимум конечных критериев оценки (конечных точек), в 
зависимости от конкретных случаев, приведенных в 6.1.3, 6.1.4.

6.2.3 Записывают дату проявления признаков токсичности у потомства, время суток, степень про­
явления и продолжительность.

6.3 Показатели физического развития

6.3.1 Изменения на основных этапах развития до отъема (например развертывание ушной рако­
вины, открытие глаз, появление резцов) в значительной степени зависят от массы тела (30), (31). Масса 
тела может быть лучшим показателем физического развития. Поэтому анализ показателей развития 
рекомендуется проводить только при наличии доказательств того, что эти показатели дадут дополни­
тельную информацию. Сроки оценки этих параметров приведены в таблице 2. В зависимости от пред­
полагаемого воздействия и результатов начальных измерений может быть целесообразным добавить 
дополнительные временные точки или выполнять измерения на других этапах развития.
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Т а б л и ц а  2 —  Сроки оценки физических показателей и основных этапов развития, а также функциональных/ 
поведенческих конечных точек3*

Конечная точка
Возрастной период

перед отъемом3' пубертатный 
(половое созреваниеl1*1

молодой взрослый0'

Показатели физического развития

Масса тела и клиническое наблюдение Еженедельно11* Не менее 1 раза 
в две недели

Не менее 1 раза 
в две недели

Масса мозга PND 22а> Прекращение
исследования

Нейропатология PND 22а* Прекращение
исследования

Половое развитие — При необходимости —

Другие точки онтогенеза®* При
необходимости

— —

Функциональные/поведенческие конечные точки

Поведенческий онтогенез Не менее двух 
измерений

— —

Двигательная активность (включая приоб­
ретение навыков)

1—3 разаГ| — 1 раз

Моторные и сенсорные функции — 1 раз 1 раз

Обучение и запоминание — 1 раз 1 раз

31 В настоящую таблицу включено минимальное количество необходимых исследований. В зависимости 
от ожидаемых эффектов и результатов начальных измерений можно добавить дополнительные временные точ­
ки (например, для взрослых животных) или для выполнения исследований на других стадиях развития.

ь* Не рекомендуется подвергать испытанию детенышей в течение двух дней после отъема (см. 6.3.2). Ре­
комендуемым возрастом для исследований в пубертатном периоде по показателю «Обучение и запоминание» 
является PND 25 ± 2; по показателю «Моторные и сенсорные функции» — PND 25 ± 2. Рекомендуемый возраст 
для исследования особей в молодом взрослом возрасте составляет PND 60—70.

с) Массу тела детенышей определяют не менее двух раз в неделю перед введением доз; при быстром 
увеличении массы тела проводят корректировку дозы.

d' При необходимости массу мозга и невропатологию (см. 6.8.2) оценивают на более ранних этапах (на­
пример. PND 11).

®* При необходимости в дополнение к массе тела следует регистрировать другие этапы развития (напри­
мер. открытие глаз) (см. 6.3.1).

0 См. 6.5.

6.3.2 При оценке физического развития желательно использовать посткоитальный период вместо 
постнатального периода [33]. Если детеныши проходят обследование в день отъема, рекомендуется 
проводить это обследование до фактического отъема, чтобы избежать затрудняющих интерпретацию 
эффектов, связанных со стрессом в период отъема. Кроме того, в течение двух дней после отъема 
обследование детенышей не проводят.

6.3.3 Живых детенышей пересчитывают и определяют их пол визуальным осмотром или измере­
нием анально-генительного расстояния [34]—[35]. Каждого детеныша в помете взвешивают индивиду­
ально в момент рождения или вскоре после этого. Затем взвешивают во время грудного вскармливания 
не менее одного раза в неделю и после отъема —  не менее одного раза в две недели. Для оценки по­
лового созревания в каждом помете выбирают не менее одного самца и одной самки. При этом записы­
вают возраст и вес каждого животного на момент раскрытия вагины у самки [36] и отделения слизистой 
оболочки препуция от основания полового члена.
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6.4 Поведенческий онтогенез

Для исследования онтогенеза выбранных видов поведенческих реакций используют не менее чем 
по одному детенышу каждого пола из каждого помета соответствующего возраста, причем одних и тех 
же детенышей используют во все дни испытаний для оценки выбранных поведенческих реакций. Дни 
исследования распределяют равномерно в течение этого периода для определения нормального или 
связанного с введением доз изменения в онтогенезе поведенческих характеристик [38]. Ниже приведе­
ны примеры исследований, по которым может быть оценен онтогенез некоторых поведенческих реак­
ций. например установочный рефлекс, отрицательный геотаксис и двигательная активность [38]— [40].

6.5 Двигательная активность

Двигательную активность детенышей контролируют в периоды до отъема и на молодых взрослых 
животных [41]—(45]. Рекомендации по проведению исследований в период отъема приведены в 6.3.2. 
Сеанс исследования должен быть достаточно продолжительным, чтобы продемонстрировать адапта­
цию животных контрольной группы к испытанию. Для оценки поведенческого онтогенеза настоятельно 
рекомендуется исследование двигательной активности. При его использовании в рамках поведенче­
ского онтогенеза для исследования используют одних и тех же животных для всех сеансов исследо­
вания перед отъемом. Исследование должно проходить достаточно часто, чтобы оценить онтогенез 
адаптации к экспериментальным условиям [44]. Это может потребовать трех или более периодов ис­
следования до отъема, включая день отъема (например. PND 13.17. 21). Исследование также следует 
осуществлять на тех же животных или из того же помета и во взрослом возрасте, близко к завершению 
исследования (например. PND 60—70). При необходимости назначают дополнительные дни исследо­
вания. Двигательную активность следует контролировать устройством автоматической регистрации ак­
тивности. которое должно обеспечивать обнаружение как увеличения, так и уменьшения активности 
(т. е. базовая активность, измеренная устройством, не должна быть настолько низкой, чтобы делать 
невозможным обнаружение ее снижения, и не настолько высокой, чтобы делать невозможным обна­
ружение повышения активности). Для обеспечения надежности работы на протяжении всего срока ис­
следования каждое устройство проверяют с помощью стандартных процедур.

Для оценки двигательной активности допускается использовать системы автоматического 
распознавания поведенческих реакций крыс и мышей и регистрации параметров их движения, напри­
мер «открытое поле» «LABORAS» (Metris. Нидерланды) и «Open field» (TSE. Гормания) или установ­
ки типа вращающего стержня «Rotarod» (Ugo Basilo. Италия).

Животные из подопытных групп сбалансированно распределяются между этими устройствами. 
Каждое животное исследуют индивидуально. Время исследования подопытных животных должно быть 
распределено таким образом, чтобы избежать смещения циркадных ритмов активности. Необходимо 
свести к минимуму изменение условий испытаний и зависимость от введения исследуемого вещества. 
На многие поведенческие реакции, включая двигательную активность, могут оказывать влияние уро­
вень звука, размер и форма испытательной клетки, температура, относительная влажность, освещен­
ность. запахи, использование привычной или новой испытательной клетки и отвлекающие факторы 
окружающей среды.

6.6 Моторные и сенсорные функции

Моторные и сенсорные функции тщательно анализируют не менее одного раза в пубертатном 
возрасте и один раз —  в молодом взрослом возрасте (например. PND 60—70). Относительно прове­
дения исследования в период отъема —  см. 6.3.2. Должно быть выполнено достаточное количество 
испытаний для обеспечения адекватной количественной выборки сенсорных видов чувствительности 
(например, соматосенсорных, вестибулярных) и моторных функций (например, силы, координации). 
Примерами испытаний моторных и сенсорных функций являются: ответная реакция разгибателя [46]. 
рефлекс переворачивания [47], [48]. привыкание к слуховому испугу [40]. [49]— [54] и вызванные потен­
циалы [55].

6.7 Испытания на обучение и память

Испытания на ассоциативное обучение и память проводят после отъема (например. PND 25 ± 2) 
и в молодом возрасте (PND 60 и старше). Рекомендации по проведению испытаний в период отъема 
приведены в 6.3.2. На этих двух стадиях развития проводят одни и те же или отдельные испытания. До­
пускается некоторая вариативность выбора испытаний на обучение и способность запоминать у отъе- 
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мышей и взрослых крыс. Одиако испытания должны предусматривать соответствие двум критериям. 
Во-первых, обучение следует оценивать как динамику в некоторых повторяющихся испытаниях (обуча­
емость) или сеансах, или в исследованиях, включающих одно испытание, со ссылкой на условия, кото­
рые контролируют неассоциативные эффекты опыта обучения. Во вторых, испытания должны включать 
некоторый критерий памяти (краткосрочная или долгосрочная) в дополнение к первоначальному обу­
чению (приобретению), но эта мера памяти не может быть документирована при отсутствии критерия 
усвоения, полученного из такого же испытания. Если испытания на обучение и способность запоминать 
демонстрируют влияние исследуемого вещества, то можно использовать дополнительные испытания 
для исключения альтернативных интерпретаций, основанных на изменениях сенсорной, мотивацион­
ной и/или двигательной способностей. В дополнение к двум вышеуказанным критериям рекомендует­
ся добавить испытание на обучение и память на основе продемонстрированной чувствительности к 
классу исследуемого соединения (при наличии такой информации в литературе). При отсутствии такой 
информации примеры испытаний, которые можно выполнить для обеспечения соответствия вышеука­
занным критериям, включают: пассивное избегание [43], [56]. [57]. задержку пространственной реак­
ции для взрослой крысы [58] и для крысят [59]. выработку обонятельного рефлекса [43]. [60]. водный 
лабиринт Морриса [61}— [63]. лабиринт Биля или Цинциннати [64]. [65], радиальный восьмирукавный 
лабиринт [66]. Т-образный лабиринт [43]. а также приобретение и сохранение навыков поведения, кон­
тролируемого графиком [26]. [67]. [68]. Дополнительные испытания приведены для отьемышей [26]. [27] 
и взрослых крыс [19]. [20].

6.8 Патологоанатомичоское исследование

6.8.1 Самок животных подвергают эвтаназии после отъема потомства.
6.8.2 Нейролатологическую оценку потомства проводят с использованием тканей животных, гу­

манно умерщвленных на PND 22 или на более раннем этапе между PND 11 и PND 22. а также при за­
вершении исследования. У потомства, подвергнутого эвтаназии на PND 22. исследуют ткани мозга. У 
животных, подвергнутых эвтаназии при завершении исследования, оценивают ткани центральной нерв­
ной системы (CNS) и периферической нервной системы (PNS). Животных, умерщвленных на PND 22 
или в более ранние сроки, фиксируют методом погружения или перфузии. Животных, подвергшихся 
эвтаназии на стадии завершения исследования, фиксируют методом перфузии. Все процедуры подго­
товки образцов тканей животных после перфузии, проводки тканей и окрашивания слайдов выполняют 
таким образом, чтобы каждая партия содержала представительную выборку от каждой дозовой группы. 
Дополнительные указания по нейропатологии приведены в [9] и [103].

6.9 Подготовка образцов тканей

Документируют все выраженные макроскопические изменения, обнаруженные при вскрытии. 
Отобранные образцы тканей должны представлять все основные области нервной системы. Образцы 
тканей берут от всех основных отделов нервной системы, сохраняют в соответствующем фиксирую­
щем растворе и обрабатывают в соответствии с опубликованными стандартными гистологическими 
протоколами [69]— [71]. [103]. Заливка в парафин является приемлемой для тканей CNS и PNS. однако 
при постфиксации вместе с эпоксидной заливкой может быть целесообразным использование осмия, 
если требуется более высокая степень разрешения (например, для периферических нервов, когда 
предполагается периферическая нейропатия, и/или для морфометрического анализа периферических 
нервов). Мозговую ткань, отобранную для морфометрического анализа, фиксируют в соответствующих 
средах для всех уровней доз в одно и то же время во избежание артефактов усадки, которые могут быть 
связаны с длительным хранением срезов в фиксаторе [6].

6.10 Нейропатологические исследования

6.10.1 Целями качественного исследования являются:
- выявление отделов нервной системы, демонстрирующих невропатологические нарушения:
- идентификация типов ней ропатологических нарушений, возникших в результате воздействия ис­

следуемого вещества;
- определение диапазона тяжести нейропатологических нарушений.
Для подтверждения нейропатологических нарушений полученные гистологические срезы образ­

цов тканей исследуют под микроскопом квалифицированные специалисты по лабораторной диагности­
ке. Всем невропатологическим изменениям присваивают степень тяжести. Окрашивание гематоксили-
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ном и эозином может быть достаточным для оценки срезов головного мозга животных, подвергшихся 
эвтаназии при PND 22 или ранее. Для оценки образцов тканей CNS и PNS животных, подвергнутых 
эвтаназии на завершающем этапе исследования, рекомендуется окрашивание миелина [например, 
прочным синим люксолом/крезиловым фиолетовым и серебром (окрашивание по Бильшовскому или 
Бодиану)]. В зависимости от профессиональной оценки патологоанатома и видов наблюдаемых ней- 
ропатологических изменений, для идентификации и характеристики конкретных типов изменений мо­
гут быть применены окрашивания других видов тканей (например, глиального фибриллярного кислого 
белка (GFAP) или лектина для оценки изменений глии и микроглии [72]. окрашивание флюорохромом 
для обнаружения некроза [73], [74] или окрашивание серебром, специфичное при дегенерации нервной 
ткани [75]).

6.10.2 Должна быть выполнена морфометрическая (количественная) оценка. Результаты, полу­
ченные в ходе этой оценки, помогают выявить воздействия, связанные с введением исследуемого ве­
щества. а также интерпретировать различия в массе или морфологии мозга [76], [77]. Образцы нерв­
ной ткани отбирают и специально готовят для морфометрической оценки. Морфометрическая оценка 
может включать, например, линейные или площадные измерения определенных областей мозга [78]. 
Проведение линейных или площадных измерений предусматривает использование гомологичных раз­
делов, тщательно отобранных по надежным микроскопическим маркерам [6]. При определении воздей­
ствий. обусловленных введением исследуемого вещества, для определения объема или числа клеток 
конкретных нейроанатомических областей используют стереологию [79] — [84].

6.10.3 Ткани мозга должны быть исследованы на наличие нейропатологических изменений, 
обусловленных введением исследуемого вещества. Для обеспечения тщательного исследования тка­
ней головного мозга необходимо провести забор тканей всех основных отделов мозга [например, обоня­
тельных луковиц, коры головного мозга, гиппокампа, базальных ганглий (подкорковых ядер), таламуса 
(зрительного бугра), гипоталамуса (лодбугровой области), среднего мозга (крыши, подкрыши и ножек), 
варолиевого моста, продолговатого мозга, мозжечка]. Срезы образцов тканей мозга у всех животных 
должны быть отобраны в одной плоскости. У  взрослых особей, подвергшихся эвтаназии на стадии 
завершения исследования, отбирают репрезентативные срезы спинного мозга и PNS. Исследования 
должны включать следующие ткани: глаза со зрительным нервом и сетчаткой, шейный и поясничный 
отделы спинного мозга, дорсальный и вентральный корешки нерва, проксимальный седалищный нерв, 
проксимальный большеберцовый нерв (из коленного сустава) и ветви большеберцового нерва икро­
ножной мышцы. Срезы спинного мозга и периферических отделов должны включать как поперечные, 
так и продольные срезы.

6.10.4 Нейропатологическая оценка включает определение наличия признаков поражения нерв­
ной системы [6], [85]—[89], а также клеточных нарушений (например, нейронная вакуолизация, дегене­
рация. некроз) и признаков изменения тканей (например, глиоз. лейкоцитарная инфильтрация, кистоз­
ные образования). Важно отличать эффекты, связанные с введением вещества, от эффектов, обычно 
происходящих в ходе эвтаназии [90]. Примеры значимых изменений, свидетельствующих о нарушении 
развития, включают (но не ограничиваются):

- изменения размеров или формы обонятельной луковицы, головного мозга или мозжечка.
- изменения относительных размеров разных отделов мозга, включая уменьшение или увеличе­

ние размера отделов в результате утраты или сохранения обычно транзиторных популяций клеток или 
аксонов (например, внешнего зародышевого слоя мозжечка, мозолистого тела);

- изменения пролиферации, миграции и дифференциации, о чем свидетельствуют участки чрез­
мерного апоптоза или некроза, кластеры или разбросанные популяции эктопичных, дезориентиро­
ванных или недоразвитых нейронов, или изменения относительных размеров разных слоев корковых 
структур;

- изменения в структуре миелинизации, в том числе уменьшение общего размера или изменения 
окрашивания миелиновых структур;

- признаки гидроцефалии, в том числе расширение желудочков головного мозга, стеноз водопро­
вода среднего мозга и истончение полушарий мозга.

6.11 Анализ зависимости «доза —  ответ» при нейропатологических изменениях

Рекомендуется следующая поэтапная процедура для качественного и количественного нейропа­
тологических анализов. В первую очередь образцы из групп с высокой дозой сравнивают с образцами 
контрольной группы. Если никаких доказательств нейропатологических изменений у животных в группе 
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с высокой дозой не обнаружено, дальнейший анализ не требуется. При обнаружении доказательств 
нейропатологических изменений в группе с высокой дозой исследуют животных из групп со средней и 
низкой дозами. Если испытание группы с высокой дозой было прекращено в связи со смертью живот­
ных или проявлением другой токсичности, искажающей результаты, группы с высокой и промежуточной 
дозой исследуют на наличие нейролатологической альтерации. При обнаружении нейротоксичности в 
группах с низкими дозами следует провести нейропатологический анализ в этих группах. При обнару­
жении нейропатологических изменений, связанных с введением вещества, при качественном или коли­
чественном исследовании определяют частоту и степень тяжести поражений или морфометрических 
альтераций в зависимости от введенной дозы на основании оценки всех животных всех дозовых групп. 
В анализ включают все отделы мозга, в которых обнаружено наличие каких-либо нейропатологических 
альтераций. Характеристики, используемые для определения каждой степени тяжести для поражения 
любого типа, описывают с указанием специфических признаков дифференциации каждой степени. Ре­
гистрируют частоту и степень тяжести поражений каждого типа и выполняют статистический анализ 
для оценки характера зависимости «доза —  ответ». Рекомендуется использовать кодирование образ­
цов [91J.

7 Данны е и отчетность

7.1 Данные

Все данные регистрируют индивидуально и обобщают в табличной форме с указанием для каж­
дой подопытной группы типов изменений и числа самок-матерей. пола потомства и отображением из­
менений каждого типа в пометах. При прямом постнатальном воздействии на потомство необходимо 
представить также способ, продолжительность и период воздействия.

7.2 Оценка и интерпретация результатов

7.2.1 Исследование нейротоксичности в процессе онтогенеза обеспечит информацию о послед­
ствиях многократного воздействия вещества во время внутриутробного развития и раннего лостнаталь- 
ного развития. Поскольку в рамках исследования акцент делается как на конечные точки общей токсич­
ности. так и на конечные точки нейротоксичности в процессе онтогенеза, то результаты исследования 
позволяют разграничить нейропатологические явления, происходящие при отсутствии токсичности для 
беременной самки, и те. которые проявляются только на уровнях, являющихся токсичными также и для 
беременной самки. Из-за сложной взаимосвязи между схемой исследования, статистическим анализом 
и биологической значимостью результатов адекватная интерпретация данных по развитию нейроток­
сичности должна включать в себя экспертную оценку [107], [109]. Интерпретацию результатов испыта­
ний следует проводить на основе оценки совокупности представленных доказательств [20]. [92] — [94]. 
Следует обсудить закономерности поведенческих или морфологических результатов при наличии, а 
также подтверждении зависимости «доза —  ответ». В отчет включают данные всех доступных исследо­
ваний. связанных с оценкой нейротоксичности в онтогенезе, включая эпидемиологические исследова­
ния на людях или описания клинических случаев, а также результаты экспериментальных исследова­
ний на животных (например, токсикокинетические данные, информацию о зависимости активности от 
структуры, данные других исследований токсичности). Отчет также включает взаимосвязь между доза­
ми исследуемого вещества, наличием или отсутствием, частотой и степенью любого нейротоксического 
эффекта для каждого пола [20]. [95].

7.2.2 Оценка данных должна включать обсуждение как биологической, так и статистической 
значимости. Статистический анализ следует рассматривать как инструмент, обеспечивающий, а не 
определяющий интерпретацию данных. Недостаточность статистической значимости не должна быть 
единственным обоснованием для вывода, что исследуемое вещество не оказывает соответствующего 
эффекта, также как статистическая значимость не должна быть единственным подтверждением нали­
чия эффекта от введения исследуемого вещества. Имеющиеся позитивные и исторические контроль­
ные данные должны быть приняты во внимание во время обсуждения и интерпретации данных, чтобы 
исключить возможные ложноотрицательные результаты и трудности при применении метода «доказа­
тельство обратного», особенно когда в ходе исследования не было выявлено эффектов, связанных с 
введением вещества [102]. [106]. Вероятность ложноположительных результатов исследований должна 
обсуждаться с учетом общей статистической оценки полученных данных [96]. В ходе оценки данных
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должна быть принята во внимание зависимость, если она обнаружена, между наблюдаемыми нейропа- 
тологическими и поведенческими изменениями.

7.2.3 Все результаты должны быть проанализированы с использованием статистических моде­
лей. соответствующих схеме проведения эксперимента [108]. Выбор параметрического или непара- 
метрического метода анализа должен быть обоснован с учетом таких факторов, как характер данных 
(преобразованные или непреобразованные) и их распределение, следует также учитывать относитель­
ную устойчивость выбранного статистического анализа. При выборе метода статистического анализа 
и схемы исследования необходимо руководствоваться тем, чтобы свести к минимуму ошибки типа I 
(ложноположительный результат) и типа II (ложноотрицательный результат) [96], [97], [104], [105]. При 
проведении исследований с использованием многоплодных видов животных, в рамках которых иссле­
дованию подвергают большое количество детенышей из помета, необходимо включать помет в стати­
стическую модель для предотвращения повышения вероятности ошибок при оценке типа I [98]— [101]. 
При этом статистической единицей измерения должен быть помет, а но детеныш. Эксперименты долж­
ны быть разработаны таким образом, чтобы испытание детенышей одного помета не рассматривалось 
как независимое испытание. Любая конечная точка, неоднократно измеренная в одном и том же экс­
перименте. должна быть проанализирована с использованием статистических моделей, учитывающих 
независимость этих измерений.

7.3 Отчет об исследовании

Отчет должен содержать следующую информацию.
Исследуемое вещество:
- физические свойства и, при необходимости, физико-химические свойства;
- идентификационные данные, в том числе источник;
- чистоту препарата, а также известные и/или предполагаемые примеси.
Носитель (растворитель), при необходимости:
- обоснование выбора растворителя, если это не вода или физиологический солевой раствор.
Подопытные животные:
- используемый вид и линию; обоснование применения другого вида животных, если это не крыса;
- поставщика подопытных животных;
- число, возраст в начале эксперимента, пол животных;
- источник, условия содержания, питание, воду и т. д.;
- индивидуальную массу животных в начале эксперимента.
Условия испытаний:
- обоснование выбора уровня дозы;
- обоснование способа введения и продолжительность исследования:
- условия введения доз вещества, включая подробную информацию о носителе (растворителе), 

объем и физическую форму вводимого вещества;
- подробную рецептуру исследуемого вещества/способ подготовки для введения в пищу, расчет­

ную концентрацию, стабильность и гомогенность препарата.
- метод, используемый для уникальной идентификации самок и потомства;
- подробное описание процедур(ы) рандомизации самок по подопытным группам, выбраковки де­

тенышей и распределения детенышей по подопытным группам:
- подробности введения исследуемого вещества;
- пересчет концентрации исследуемого вещества (ppm) в пище/питьевой воде или при ингаляци­

онном воздействии в фактическую дозу (мг/кг массы тела в сутки), при необходимости;
- условия окружающей среды;
- подробную информацию о качестве пищи и воды (например, воду из крана, дистиллированную);
- даты начала и окончания исследования.
Наблюдения и процедуры исследования:
- подробное описание процедур для стандартных наблюдений и процедур, а также для рабочих 

определений и оценки результатов наблюдений,
- перечень всех методов исследования и обоснование их использования;
- подробную информацию о применяемых поведенческих/функциональных, патологических, ней­

рохимических и электрофизиологических процедурах, в том числе информацию об автоматизирован­
ных устройствах;
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- процедуры калибровки и обеспечения эквивалентности аппаратуры и равномерного распреде­
ления подопытных групп в процедуре исследования;

- краткое обоснование любых выводов, связанных с профессиональной оценкой.
Результаты (индивидуальные и обобщенные, включая средние значения и дисперсии, при

необходимости):
- число животных в начале и в конце исследования;
- число животных и пометов, используемых для каждого метода испытаний;
- идентификационный номер каждого животного и помета, из которого отобрано животное;
- число детенышей в помете, средний вес при рождении в зависимости от пола детенышей:
- массу тела и данные по изменению массы тела, включая массу тела самок и потомства на ста­

дии завершения исследования;
- данные о потреблении пищи и данные о потреблении воды, при необходимости (например, если 

химические вещества вводят с питьевой водой):
- данные по токсической реакции в зависимости от пола животного и уровня дозы, включая при­

знаки токсичности или смертности, включая время и причину смерти, при необходимости;
- характер, степень тяжести, продолжительность, день начала, время суток и дальнейший ход 

подробных клинических наблюдений:
- критерии оценки по каждому показателю развития (массу тела, половое созревание и поведен­

ческий онтогенез) на каждом этапе наблюдения;
- подробное описание результатов всех поведенческих, функциональных, невропатологических, 

нейрохимических, электрофизиологических исследований в зависимости от пола животного, в том чис­
ле отклонения в сторону уменьшения или увеличения от контрольных параметров;

- результаты вскрытия;
- массу мозга;
- любые диагнозы, установленные по неврологическим симптомам и поражениям, в том числе за­

болевания или состояния, наступившие естественным путем;
- изображения примеров выявленных патологий:
- изображения с малым увеличением для оценки гомологии участков, используемых для 

морфометрии.
- данные по адсорбции и метаболизму, включая дополнительные результаты отдельного токсико- 

кинетического исследования, если имеются;
- статистическую обработку результатов, включая статистические модели, используемые для ана­

лиза данных, и результаты, независимо от того, являются ли они статистически значимыми или нет;
- список исследовательского персонала, включая профессиональную подготовку.
Обсуждение результатов:
- информацию о зависимости «доза —  ответ» от пола и группы;
- взаимосвязь любых других токсических эффектов с выводом о наличии нейротоксического по­

тенциала исследуемого химического вещества в зависимости от пола и группы;
- влияние любой токсико-кинетической информации на выводы;
- сходства эффектов с любыми известными нейротоксикантами;
- данные, подтверждающие надежность и чувствительность выбранного метода испытания (т. е. 

положительные и исторические контрольные данные):
- взаимосвязь, если обнаружена, между нейропатологическими и функциональными эффектами;
- максимальную дозу, не вызывающую обнаруживаемого вредного воздействия на здоровье 

(NOAEL) или ориентировочную дозу для спариваемых самок и потомства в зависимости от пола и 
группы.

Выводы:
- обсуждение интерпретации всех данных на основе полученных результатов, в том числе заклю­

чение о том. вызывает ли химическое вещество нейротоксичность в процессе онтогенеза и максималь­
ную дозу, не вызывающую обнаруживаемого вредного воздействия на здоровье (NOAEL).
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Приложение А 
(справочное)

Примеры схем исследования

А.1 Общая схема проведения функциональных,'поведенческих испытаний, оценки нейро патологии и массы 
мозга приведена на рисунке А.1. Схема распределения животных изложена в разделе 5.2 настоящего стандарта 
(PND — послеродовой день).

Рисунок А. 1 — Общая схема исследования функционально-поведенческих, 
ней ропатологических показателей и массы мозга

А.2 Ниже приведены примеры возможных способов распределения животных и сведения данных в таблицу. 
Примеры приведены для иллюстрации того, что распределение подопытных животных в соответствии с разными 
моделями испытаний может быть выполнено несколькими способами.

А.З Пример 1 (см. таблицу А.3.1)
А.3.1 Одну группу из 20 детенышей разного пола'Уровня дозы (т. е. одного самца и одну самку из помета) 

используют для испытания предотьемного поведенческого онтогенеза. Из этих животных 10 детенышей разного 
попа/уровня дозы (т. е. одного самца или одну самку из помета) гуманно умерщвляют в PND 22. Мозг извлекают, 
взвешивают и обрабатывают для патологогистологической оценки. Дополнительно собирают данные по массе моз­
га. используя нефиксированный мозг оставшихся 10 самцов и 10 самок гм каждого уровня дозы.

А.3.2 Другую группу из 20 детенышей разного пола'Уровня дозы (т. е. одного самца и одну самку из помета) 
используют для функциональных/ловеденческих исследований после отъема (подробные клинические наблюде-
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ния, двигательная активность, слуховой испуг и когнитивные функции у молодых животных) и оценки возраста 
полового созревания. Из этой группы 10 животных разного пола/уровня дозы (т. е. одного самца или одну самку 
из помета) вводят в наркоз и фиксируют методом перфузии на завершающей стадии исследования (примерно на 
PND 70). После дополнительной фиксации in situ извлекают мозг и подготавливают его для дальнейшей нейропа- 
тологической оценки.

А.3.3 Для исследования когнитивных функций у особей на молодой взрослой стадии (например, на 
PND 60—70) используют третью группу из 20 детенышей разного пола/уровня дозы (например, одного самца и 
одну самку из помета). Из этой группы животных 10 детенышей разного пола/группы (одного самца или одну самку 
из помета) на завершающей стадии исследования умерщвляют, мозг извлекают и взвешивают.

А.3.4 Оставшихся 20 животных разного пола/группы резервируют для возможных дополнительных испытаний.

Т а б л и ц а  А.3.1

Номер детеныша35 Число 
детенышей 

для испытания
Обследование |'кспытание

m f

1 5 20 го + 20 f 
1 0 m +  10f  
10 m + 10 f

Поведенческий онтогенез
PND 22 масса мозга/нейропатология/морфометрия 
PND 22 масса мозга

2 6 20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
10 m + 10 f

Подробные клинические наблюдения 
Двигательная активность 
Половое созревание 
Моторные и сенсорные функции 
Обучение и память (PND 25)
Масса мозга/нейропатология/морфометрия молодых взрослых живот­
ных -  PND 70

3 7 20 m + 20 f 
10 m + 10 f

Обучение и память (молодых взрослых животных) 
Масса мозга молодых взрослых животных -  PND 70

4 8 — Зарезервированные животные для замены или дополнительных исследований

а* В этом примере из пометов отбирают по 4 самца ( т )  и 4 самки (f). дегенышам-самцам присваивают 
номера с 1 по 4. детенышам-самкам —  с  5 по 8.

А.4 Пример 2 (см. таблицу А.4.1)
А.4.1 Одну группу из 20 детенышей разного пола/уровня дозы (т. е. одного самца и одну самку из помета) 

используют для испытания предотьемного поведенческого онтогенеза. Из этих животных 10 детенышей разного 
пола/уровня дозы (т. е. одного самца или одну самку из помета) гуманно умерщвляют в PND 11. Мозг извлекают, 
взвешивают и обрабатывают для патологогистологической оценки.

А.4.2 Другую группу из 20 детенышей разного пола/уровня дозы (одного самца и одну самку из помета) ис­
пользуют для постотьвмных исследований (подробные клинические наблюдения, двигательная активность, оцен­
ка возраста полового созревания, моторные и сенсорные функции). Из животных этой группы 10 животных разного 
пола/уровня дозы (т. е. одного самца или одну самку из помета) вводят в наркоз и фиксируют методом перфузии на 
завершающей стадии исследования (примерно PND 70). После дополнительной фиксации in situ мозг извлекают, 
взвешивают и обрабатывают для нейропатологической оценки.

А.4.3 Для исследования когнитивных функций у подростков и особей на молодой взрослой стадии отбирают 
10 детенышей разного пола/уровня дозы (например, одного самца или одну самку из помета). Для исследования 
когнитивной функции в PND 23 и на молодой взрослой стадии используют разных животных. По завершении иссле­
дования 10 молодых взрослых особей разного пола/подопытной группы умерщвляют, извлекают мозг и взвешивают.

А.4.4 Оставшихся 20 животных разного пола/группы, не отобранных для исследования, при отьеме умерщ­
вляют и утилизируют.

Т а б л и ц а  А.4.1

Ноыер детеныша1" Число 
детенышей 

для испытания
Обследоеакие/испытание

ГО г

1 5 20 m + 20 f 
10 m + 10 f

Поведенческий онтогенез
PND 11 масса мозга/невропатология/морфометрия
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Окончание таблицы А  А. 1

Номер детеныша3' Число 
детенышей 

для испытания
Обспедонамне/испытамие

m f

2 6 20 m + 20 f 
20 m + 20 1 
20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
10 m + 10 t

Подробные клинические наблюдения 
Двигательная активность 
Половое созревание 
Моторные и сенсорные функции
Масса мозга/нейропатология/морфометрия молодых взрослых живот­
ных -  PND 70

3 7 10 m +  10 f b> Обучение и память (PND 23}

3 7 10 m +  10f*>) Обучение и память (на молодой взрослой стадии) 
Масса мозга у молодых взрослых особей

4 8 — Животных умерщвляют, тушки утилизируют в PND 21

а| В этом примере из пометов отбирают по 4 самца ( т )  и 4 самки (f). детенышам-самцам присваивают 
номера с 1 по 4. детенышам-самкам — с 5 по 8.

ь> Для когнитивных тестов в PND 23 и на молодой взрослой стадии используют разных детенышей (напри­
мер, четные или нечетные пометы из общего числа 20).

А.5 Пример 3 (см. таблицу А.5.1)
А.5.1 Одну группу из 20 детенышей разного пола/уровня дозы (т. е. одного самца и одной самки из помета) 

исследуют для оценки массы мозга и невропатологии в PND 11. Из этих животных 10 детенышей разного пола/ 
уровня дозы (одного самца или одну самку из помета) гуманно умерщвляют в PND 11, извлекают мозг, взвешивают 
и обрабатывают для патологогистологической оценки. Дополнительно собирают данные по массе мозга, используя 
нефиксированный мозг оставшихся 10 самцов и 10 самок из каждого уровня дозы.

А.5.2 Другую группу из 20 детенышей разного пола/уровня дозы (одного самца и одну самку из помета) ис­
пользуют для оценки поведенческого онтогенеза (двигательной активности) в период после отъема (двигательной 
активности и возраста полового созревания) и испытания когнитивной функции молодого животного.

А.5.3 Другую группу из 20 детенышей разного пола/уровня дозы (одного самца и одну самку из помета) 
используют для испытания моторной и сенсорной функций (слуховой испуг) и проведения подробных наблюде­
ний. Из животных этой группы 10 животных разного пола/уровня дозы (т. е. одного самца и одну самку из помета) 
анестезируют и фиксируют методом перфузии на стадии завершения исследования (примерно в PND 70). После 
дополнительной фиксации in situ мозг извлекают, взвешивают и обрабатывают для невропатологической оценки.

А.5.4 Для исследования когнитивных функций на молодой взрослой стадии отбирают еше 20 детенышей 
разного пола/уровня дозы (например, одного самца и одну самку из помета). Из них 10 животных разного пола/ 
уровня дозы (например, одного самца или одну самку из помета) умерщвляют по завершении исследования, мозг 
извлекают и взвешивают.

Т а б л и ц а  А.5.1

Ноыер детеныша3’ Число 
детенышей 

для испытания
Обслсдовамие.'испы такие

m Г

1 5 10 m + 10 f 
10 m + 10 f

PND 11 масса мозга/нейропатология/морфомегрия 
PND 11 масса мозга

2 6 20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
20 m + 20 f

Поведенческий онтогенез (двигательная активность) 
Двигательная активность 
Половое созревание 
Обучение и память (PND 27)

3 7 20 m + 20 f 
20 m + 20 f 
10 m + 10 f

Слуховой испуг (половое созревание и молодые взрослые животные) 
Подробные клинические наблюдения
Молодые взрослые животные —  масса мозга/нейропатология/морфоме- 
трия -  PND 70

4 8 20 m + 20 f 
10 m + 10 f

Обучение и память (молодые взрослые животные) 
Масса мозга молодых взрослых животных

а> В этом примере из пометов отбирают по 4 самца ( т )  и 4 самки (0. детенышам-самцам присваивают 
номера с 1 по 4. детенышам-самкам — с 5 по 8.
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Приложение ДА 
(справочное)

Сопоставление структуры настоящего стандарта 
со структурой примененного в нем международного документа

Т а б л и ц а  ДА.1

Структура настоящ его стандарта
Структура международного докум ента O ECD Test 

№ 426:2007

Введение (1.) Введение
1.

1 Область применения (— ) —

2 Общие положения (2.— 4.) Общие положения
2.1 2.
2.2 3.
2.3 4.

3 Правила исследований (5.. 6.) Правила исследований
3.1 5
3.2 6.

4 Подготовка к исследованию (7.— 10.) Подготовка к исследованию
4.1 Выбор видов животных Выбор видов животных 

7.

4.2 Условия содержания и кормления Условия содержания и кормления
4.2.1 8.
4.2.2 9.

4.3 Подготовка животных Подготовка животных 
10.

5 Процедура испытаний (11.—21.) Процедура
5.1 Число и пол животных Число и пол животных
5.1.1 11.
5.1.2 12.

5.2 Распределение животных для функциональных и Распределение животных для функциональных и по-
поведенческих испытаний, определения массы мозга веденческих испытаний, определения массы мозга и
и нейролатологических оценок нейролатологических оценок
5.2.1 13.
5.2.2 14.
5.2.3 15.

5.3 Режим введения доз Дозирование
5.3.1 16.
5.3.2 17.
5.3.3 18

5.4 Введение доз Введение доз
5.4.1 19.
5.4.2 20.
5.4.3 21.
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Продолжение таблицы ДА. 1

Структура настоящ его стандарта
Структура м еждународного докум ента O ECD Test 

№ 426.2007

6 Результаты наблюдений (22.— 45.)
6.1 Наблюдения за самками
6.1.1 
6.1.2
6.1.3
6.1.4
6.1.5
6.1.6

Наблюдения 
Наблюдения за самками 
22.
23.
24.
25.
26.
27.

6.2 Наблюдения за потомством
6.2.1
6.2.2 
6.2.3

Наблюдения за потомством 
28.
29.
30.

6.3 Показатели физического развития
6.3.1
6.3.2
6.3.3

Показатели физического развития
31.
32.
33.

6.4 Поведенческий онтогенез Поведенческий онтогенез 
34.

6.5 Двигательная активность Двигательная активность 
35.

6.6 Моторные и сенсорные функции Моторные и сенсорные функции 
36.

6.7 Испытания на обучение и память Испытания на обучение и память 
37.

6.8 Патологоанатомичвское исследование
6.8.1
6.8.2

Патологоанатомическое исследование
38.
39.

6.9 Подготовка образцов тканей Подготовка образцов тканей 
40.

6.10 Нейропатологические исследования
6.10.1
6.10.2
6.10.3

Нейропатологические исследования
41.
42.
43.

6.10.4 44.

6.11 Анализ зависимости «доза — ответ» при нейро- 
патологических изменениях

Анализ зависимости «доза — ответ» при невропатоло­
гических изменениях 
45.

7 Данные и отчетность (46.—50.) 
7.1 Данные

Данные и отчетность
Данные
46.

7.2 Оценка и интерпретация результатов
7.2.1
7.2.2
7.2.3

Оценка и интерпретация результатов
47.
48.
49.
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Окончание таблицы ДА. 1

Структура настоящ его стандарта
Структура международного докум ента OECO Test 

Ne 426:2007

7.3 Отчет об исследовании Отчет об исследовании 
50.

* Библиография

Приложение А Примеры схем исследования Приложение 1

Приложение ДА Сопоставление структуры настояще­
го стандарта со структурой примененного в нем меж­
дународного документа

—

Библиография —

* Библиография размещена после всех приложений.

П р и м е ч а н и е  — После заголовков разделов настоящего стандарта приведены в скобках номера ана­
логичных им параграфов международного документа.
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