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Введение

Под серьезным повреждением глаз, в соответствии с Согласованной на глобальном уровне 
системой классификации и маркировки химической продукции Организации Объединенных Наций 
(СГС ООН) [1] понимают такие повреждения глазных тканей либо такое обусловленное физическими 
причинами существенное ухудшение зрения после воздействия на глаза исследуемой химической про
дукции, которые не могут быть полностью обратимы. Напротив, раздражение глаз, также описанное 
в рамках СГС ООН, обозначает изменения, происходящие в глазах после воздействия на них иссле
дуемой химической продукции, которые являются полностью обратимыми. Исследуемую химическую 
продукцию, вызывающую серьезные повреждения глаз, необходимо относить к классу опасности 1, а 
вызывающую раздражение глаз — к классу опасности 2 в соответствии с классификацией СГС ООН. 
Исследуемая химическая продукция, которая не была классифицирована как способная вызывать раз
дражение или серьезное повреждение глаз, рассматривается как не отвечающая условиям для от
несения ее к классу опасности 1 или 2 (подклассы опасности 2А или 2В) согласно СГС ООН, т. е. как 
продукция, для которой класс опасности согласно СГС ООН отсутствует.

Оценивание проявлений серьезного повреждения/раздражения глаз обычно предполагает ис
пользование для этой цели лабораторных животных (Руководство OECD по проведению испытаний 
(OECD 405); впервые принято в 1981 г., пересмотрено в 1987, 2002 и 2017 гг.) [2]. Выбор наиболее 
подходящего метода исследований, а также реализация положений настоящего стандарта должны осу
ществляться с учетом требований Руководящего документа по интегрированным подходам к исследо
ваниям и оценке (Integrated Approaches on Testing and Assessment — IATA) серьезного повреждения и 
раздражения глаз [3].

Общепризнанно, что в обозримом будущем не следует ожидать появления одного единственного 
метода in vitro, который мог бы полностью заменить метод in vivo Дрейза [2], [18], позволяющий спрог
нозировать весь диапазон серьезного повреждения/раздражения глаз, вызываемого химической про
дукцией различных классов. Тем не менее выверенное сочетание нескольких альтернативных методов 
испытаний, реализуемое в рамках единых (многоуровневых) стратегий исследования, основанных на 
«восходящем»/«нисходящем» подходе, вполне может оказаться способным заменить собой вышеупо
мянутый метод Дрейза [19]. Предполагается, что применение «восходящего» подхода уместно для слу
чаев, когда, исходя из уже имеющейся информации, способность исследуемой химической продукции 
вызывать раздражение глаз, предположительно, в недостаточной степени выражена для присвоения 
ей конкретного класса опасности, в то время как к «нисходящему» подходу следует прибегать в ситуа
циях, когда ее воздействие, по всей вероятности, должно приводить к серьезному повреждению глаз.

Применение методов EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ НСЕ EIT, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и 
МСТТ НСЕТМ EIT рекомендовано для определения химической продукции, не требующей классифи
кации как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз в рамках СГС ООН (класс опас
ности отсутствует согласно СГС ООН) [1] без необходимости проведения дальнейших исследований 
в рамках соответствующей стратегии испытаний на основе «восходящего»/«нисходящего» подхода, 
предложенного Scott et al., например, на ранних этапах реализации «восходящего» подхода либо на 
заключительных этапах реализации «нисходящего» подхода. В то же время методы EpiOcular™ EIT, 
SkinEthic™ НСЕ EIT, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и МСТТ НСЕТМ EIT не предназначены для присво
ения химической продукции класса опасности 1 согласно СГС ООН (серьезное повреждение глаз) или 
класса опасности 2 согласно СГС ООН (раздражение глаз). Разделение химической продукции на эти 
два класса опасности должно обеспечиваться на другом уровне выбранной стратегии исследования [3]. 
Исследуемая химическая продукция, которая идентифицируется как вызывающая раздражающее дей- 
ствие/серьезные повреждения глаз при применении методов EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ НСЕ EIT, 
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT или МСТТ НСЕ™ EIT, в дальнейшем подлежит обязательным иссле
дованиям (in vitro и/или in vivo) для подготовки окончательного заключения о ее классификации (класс 
опасности отсутствует, класс опасности 2 или класс опасности 1 согласно СГС ООН), например, с ис
пользованием методов, установленных в [4], [5], [6], [7] либо в [2].

Настоящий стандарт распространяется на методы испытаний для оценки потенциальной опас
ности для глаз исследуемой химической продукции, исходя из ее способности вызывать цитотоксич
ность при контакте с тканью RhCE, которая определяется посредством использования тетразолиевого 
красителя (ТК) (например, МТТ [3-(4,5-диметилтиазола-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида; тиа- 
золила синего тетразолия бромида; CAS № 298-93-1} для методов VRM1 и VRM2, WST-8 [2-(2-мето- 
кси-4-нитрофенил)-3-(4-нитрофенил)-5-(2,4-дисульфофенил)-2Н-тетразолия, мононатриевой соли;
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CAS № 193149-74-5] для метода LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT или WST-1 [4-[3-(4-йодофенил)-2- 
(4-нитрофенил)-2Н-5-тетразолио]-1,3-бензол дисульфоната; CAS № 150849-52-8] для метода МСТТ 
НСЕ™ EIT) [20]— [22] (см. 4.3). Жизнеспособность тканей RhCE после воздействия испытуемой хими
ческой продукции определяют относительно тканей, обработанных отрицательной контрольной про
бой (% жизнеспособности), и затем прогнозируют потенциальную опасность испытуемой химической 
продукции для глаз.

Стандарты результативности [23] являются пригодными для обеспечения проведения вали
дации новых или модифицированных методов испытаний in vitro, подобных методам, например, 
EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ НСЕ EIT, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и МСТТ HCE™ EIT в соответствии 
с принципами [24], и обеспечивают возможность своевременного внесения соответствующих измене
ний в OECD 492 с целью включения в него этих новых методов. Присоединение к системе взаимного 
признания данных (Mutual Acceptance of Data — MAD) для методов испытаний, успешно прошедших 
валидацию в соответствии со стандартами результативности, гарантируется только при условии, что 
эти методы были одобрены и включены в OECD 492.

VI
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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 ИСПЫТАНИЙ ПО ВОЗДЕЙСТВИЮ ХИМИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ
НА ОРГАНИЗМ ЧЕЛОВЕКА

Методы испытаний с применением реконструированного рогового эпителия человека (RhCE) 
для определения химической продукции, не требующей классификации опасности 

как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз

Methods for studying the effects of chemicals on the human body.
Reconstructed human corneal epithelium (RhCE) test methods to determine chemicals 

not requiring hazard classification as irritating or serious eye damage

Дата введения — 2024—05—01

1 Область применения

1.1 Настоящий стандарт устанавливает методы испытаний in vitro для определения химической 
продукции (веществ и смесей), не требующей классификации и маркировки как вызывающей раздра
жение или серьезное повреждение глаз в соответствии с требованиями СГС ООН [1]. Данные методы 
предусматривают использование так называемого реконструированного эпителия роговицы человече
ского глаза (reconstructed human cornea-like epithelium — RhCE), достоверно имитирующего гистологи
ческие, морфологические, биохимические и физиологические характеристики эпителия роговицы глаза 
человека. Для определения химической продукции, способной вызывать серьезные повреждения глаз, 
существенные для конечных показателей здоровья человека, или не требующей такой классификации, 
могут применяться также четыре альтернативных валидированных метода испытаний in vitro, признан
ные научно обоснованными и изложенные в [4], [5], [6] и [7].

1.2 Все четыре метода испытаний — EpiOcular™, Eye Irritation Test (EIT), SkinEthic™ Human Corneal 
Epithelium (HCE) EIT, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и MCTT HCETM EIT, на которые распространяется 
настоящий стандарт, основаны на использовании в качестве испытательной системы поставляемых на 
рынок моделей тканей RhCE. Для оценки способности химической продукции вызывать раздражение/ 
серьезное повреждение глаз [8]—[15] были проведены валидационные исследования указанных мето
дов испытаний, два из которых (EpiOcular™ EIT и SkinEthic™ HCE EIT) далее по тексту упоминаются 
как валидированные референтные методы испытания (VRM1 и VRM2 соответственно). По результатам 
валидационных исследований и внешней независимой экспертизы [10], [13], [16], [17] сделано заклю
чение о том, что методы EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ HCE EIT, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и MCTT 
HCETM EIT позволяют достоверно определять химическую продукцию (как вещества, так и смеси), 
не требующую классификации и маркировки как вызывающую раздражение и серьезное повреждение 
глаз в соответствии с требованиями СГС ООН [1], и данные методы были рекомендованы как научно 
обоснованные для данной цели. В приложениях А—Е обобщены важнейшие положения предлагаемых 
методов испытаний, а также представлены блок-схемы, иллюстрирующие последовательность дей
ствий, которую следует выбирать при проведении испытаний в зависимости от конкретной ситуации.

2 Термины, определения и сокращения

В настоящем стандарте применены следующие термины и сокращения с соответствующими 
определениями:

Издание официальное
1
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2.1 валидированный метод испытаний (validated test method): Метод испытаний, для которого 
завершены валидационные исследования с целью определения его релевантности (включая точность) 
и надежности для конкретной цели. Важно отметить, что валидированный метод не обязательно обе
спечивает достаточную результативность с точки зрения его точности и надежности для признания его 
пригодным для конкретной цели [24].

2.2 вещество (substance): Химические элементы и их соединения, представленные в естествен
ном состоянии или полученные при выполнении производственного процесса, включая любые добавки, 
необходимые для сохранения стабильности продукта, а также любые примеси, наличие которых обу
словлено применяемым процессом, но исключая любые растворители, удаление которых не сказыва
ется на стабильности вещества или на его составе [1].

2.3 ВЭЖХ (HPLC — High Performance Liquid Chromatography): Высокоэффективная жидкостная 
хроматография.

2.4 воспроизводимость (reproducibility): Согласованность результатов, получаемых при неодно
кратных испытаниях одной и той же химической продукции при применении одного и того же протокола 
(см. термин «надежность») [24].

2.5 восходящий подход (Bottom-Up Approach): Поэтапный подход, применяемый при исследо
вании химической продукции, предположительно не требующей классификации и маркировки как вы
зывающей раздражение или серьезное повреждение глаз, при котором в первую очередь определяется 
химическая продукция, не требующая классификации (отрицательный отклик), для выделения ее из 
числа прочей химической продукции (положительный отклик) [3].

2.6 доля ложноположительных заключений (false positive rate): Доля всей химической продук
ции, дающей отрицательный отклик, которая ошибочно идентифицирована как дающая положительный 
отклик. Это один из показателей результативности метода.

2.7 доля ложноотрицательных заключений (false negative rate): Доля всей химической продук
ции, дающей положительный отклик, которая ошибочно была идентифицирована как дающая отрица
тельный отклик. Это один из показателей результативности метода.

2.8 жизнеспособность тканей (tissue viability): Показатель, определяющий суммарную актив
ность клеточной популяции в реконструированной ткани как ее способность восстанавливать краситель 
МТТ, который в зависимости от измеряемого конечного показателя и применяемого протокола испыта
ний коррелирует с общим числом и/или выживаемостью клеток.

2.9 замещающие испытания (replacement test): Испытания, которые предназначены для замены 
регулярно проводимых испытаний и одобрены для целей выявления опасностей и/или оценки рисков, 
обеспечивают доказанный аналогичный или более высокий уровень защиты здоровья человека, жи
вотных или охраны окружающей среды по сравнению с принятыми методами испытаний независимо от 
условий проведения испытаний и выбора исследуемой химической продукции [24].

2.10 избыточная доза (infinite dose): Количество исследуемой химической продукции, наносимой 
на модель ткани RhCE, превышающее количество, требуемое для полного и равномерного покрытия 
поверхности эпителия.

2.11 испытание (test): Отдельное испытание исследуемой химической продукции, проводимое по 
меньшей мере на двух параллельно обрабатываемых образцах ткани, как установлено соответствую
щими СОП.

2.12 исследуемая химическая продукция (test chemical): Химическая продукция (вещества или 
смеси), которая подвергается испытаниям.

2.13 класс опасности 1 согласно Согласованной на глобальном уровне системе класси
фикации и маркировки химической продукции Организации Объединенных Наций; класс опас
ности 1 согласно СГС ООН (UN GHS Category 1): См. термины «серьезные повреждения глаз» и/или 
«необратимые последствия для глаз».

2.14 класс опасности 2 согласно Согласованной на глобальном уровне системе класси
фикации и маркировки химической продукции Организации Объединенных Наций; класс опас
ности 2 согласно СГС ООН (UN GHS Category 2): См. термины «раздражение глаз» и/или «обратимые 
последствия для глаз».

2.15 класс опасности согласно Согласованной на глобальном уровне системе классифика
ции и маркировки химической продукции Организации Объединенных Наций отсутствует; класс 
опасности согласно СГС ООН отсутствует (UN GHS No Category): Химическая продукция, не удов
летворяющая критериям классификации для химической продукции класса опасности 1 или 2 (подклас
сы опасности 2А или 2В) согласно СГС ООН. Синоним термина «не требует классификации».
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2.16 многокомпонентное вещество (Multi-constituent substance): Вещество, характеризуемое ко
личественным составом, в котором две или более основные структурные составляющие содержатся в 
количестве >10 % (по массе), но <80 % (по массе). Образование многокомпонентного вещества проис
ходит в процессе производства. Различие между смесью и многокомпонентным веществом состоит в 
том, что смесь образуется путем соединения двух или более веществ при отсутствии химической реак
ции. Многокомпонентное вещество, напротив, образуется в результате химической реакции.

2.17 многоуровневая стратегия исследования (tiered testing strategy): Стратегия, предусматри
вающая поэтапное проведение исследования, при котором вся существующая информация об иссле
дуемой химической продукции анализируется в определенном порядке, с рассмотрением на каждом 
уровне совокупности имеющихся свидетельств с целью определения достаточности доступной инфор
мации для принятия решения о классификации по степени опасности, перед переходом на следующий 
уровень. Если способность исследуемой химической продукции вызывать раздражение может быть 
подтверждена на основе существующей информации, дальнейшее исследование не требуется [24].

2.18 МТТ (МТТ): 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромид; тиазолил синий те- 
тразолия бромид (CAS № 298-93-1).

2.19 надежность (reliability): Показатель того, что метод испытаний может быть реализован с по
лучением воспроизводимых результатов в рамках одной или различных лабораторий в течение продол
жительного времени при применении одного и того же протокола. Он оценивается путем вычисления 
внутри- и межлабораторной воспроизводимости и внутрилабораторной повторяемости. [24]

2.20 необратимые последствия для глаз (irreversible effects on the eye): См. «серьезные по
вреждения глаз».

2.21 не требует классификации (Not Classified): Химическая продукция, которая не подлежит 
классификации как вызывающая раздражение (класс опасности 2, подклассы опасности 2А или 2В со
гласно СГС ООН) или серьезное повреждение глаз (класс опасности 1 согласно СГС ООН). Синоним 
термина «класс опасности согласно СГС ООН отсутствует».

2.22 нисходящий подход (Top-Down Approach): Поэтапный подход, применяемый для исследо
вания химической продукции, предположительно вызывающей серьезное повреждение глаз, при ко
тором в первую очередь определяется химическая продукция, способная быть причиной серьезного 
повреждения глаз (положительный отклик), для выделения ее из числа прочей химической продукции 
(отрицательный отклик). [3]

2.23 обратимые последствия для глаз (reversible effects on the eye): См. термин «раздражение 
глаз».

2.24 однокомпонентное вещество (мопо-constituent substance): Вещество, характеризуемое ко
личественным составом, в котором одна основная структурная составляющая содержится в количе
стве не менее чем 80 % (по массе).

2.25 ОП (OD — optical density): Оптическая плотность.
2.26 опасность (hazard): Изначально присущее свойство конкретной химической продукции или 

ситуации, заключающееся в их потенциальной способности вызывать деструктивные последствия 
в случаях, когда организм, система или субпопуляция подвергаются их воздействию.

2.27 отрицательная контрольная проба (negative control): Проба, включающая в себя все со
ставляющие исследуемой системы и обрабатываемая с использованием вещества, заведомо не спо
собного давать положительный отклик в данной системе. Данная проба используется параллельно с 
пробами, содержащими исследуемую химическую продукцию, а также другими контрольными пробами 
и служит для определения 100 %-ного уровня жизнеспособности ткани.

2.28 оценивание по совокупности имеющихся свидетельств (weight-of-evidence): Процесс 
рассмотрения преимуществ и недостатков различной имеющейся информации при подготовке и обо
сновании заключения о потенциальной опасности исследуемой химической продукции.

2.29 положительная контрольная проба (positive control): Проба, содержащая все компоненты 
исследуемой системы и обрабатываемая с использованием вещества, заведомо дающего положитель
ный отклик. Чтобы обеспечить возможность учитывать изменчивость во времени отклика, получаемого 
для данной пробы, этот положительный отклик не должен быть слишком завышенным.

2.30 раздражение глаз (eye irritation): Изменения, происходящие в глазах после воздействия на 
их поверхность исследуемой химической продукцией, которые являются полностью обратимыми по ис
течении 21 дня с момента такого воздействия. Синоним терминов «обратимые последствия для глаз» 
или «класс опасности 2 согласно СГС ООН» [1].
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2.31 релевантность (relevance): Характеристика соответствия метода испытаний результату, по
лученному при исследованиях, а также его обоснованности и пригодности для определенных целей 
применения. Данная характеристика указывает пределы, в которых метод испытаний позволяет пра
вильно измерить или спрогнозировать исследуемый биологический эффект. Релевантность включает 
рассмотрение точности (соответствия) метода испытаний [22].

2.32 роговица (cornea): Прозрачная часть передней оболочки глазного яблока, закрывающая ра
дужную оболочку и зрачок и пропускающая лучи света внутрь глаза.

2.33 Согласованная на глобальном уровне система классификации и маркировки хими
ческой продукции Организации Объединенных Наций; СГС (GHS (Globally Harmonized System 
of Classification and Labelling of Chemicals (UN))): Система, предусматривающая классификацию хи
мической продукции (веществ и смесей) в зависимости от характерных видов и уровней физической 
опасности, опасности для здоровья человека или опасности для окружающей среды, с применением 
соответствующих средств информирования, таких как пиктограммы, сигнальные слова, краткая харак
теристика опасности, меры по предупреждению опасности и паспорта безопасности, чтобы обеспечить 
информацией о ее негативном воздействии с целью защиты людей (в том числе сотрудников, работни
ков, перевозчиков, потребителей и представителей аварийных служб) и окружающей среды [1].

2.34 серия испытаний (run): Испытания одной химической продукции или более параллельно 
с отрицательной и положительной контрольными пробами.

2.35 серьезные повреждения глаз (serious eye damage): Развитие повреждений глазных тканей 
либо обусловленное физическими причинами существенное ухудшение зрения после воздействия на 
поверхность глаза испытуемой химической продукцией, которые не являются полностью обратимыми 
по истечении 21 дня с момента такого воздействия. Синоним терминов «необратимые последствия для 
глаз» или «класс опасности 1 согласно СГС ООН» [1].

2.36 смесь (mixture): Смесь или раствор, состоящие из двух или более веществ, в которых они не 
вступают в реакцию друг с другом [1].

2.37 согласованность (concordance): См. точность «точность».
2.38 специфичность (specificity): Доля всей дающей отрицательный результат/неактивной хи

мической продукции, которая была правильно классифицирована при применении соответствующего 
метода испытаний. Этот показатель является мерой точности для метода испытаний, позволяющего 
получать однозначные результаты, и служит важной отправной точкой при оценке релевантности такого 
метода [24].

2.39 стандартные операционные процедуры; СОП (Standard Operating Procedures — SOP): 
Выполняемые в рамках протокола процедуры, письменно оформленные и подробно описывающие, 
каким образом должна быть организована повседневная деятельность в определенной области и каким 
должен быть порядок выполнения операций в лаборатории при проведении конкретных видов исследо
ваний. Их наличие предусмотрено надлежащей лабораторной практикой.

2.40 стандарты результативности (performance standards): Стандарты, основанные на примене
нии валидированного метода испытаний, который признан научно обоснованным, и обеспечивающие 
основу для сравнительной оценки других предлагаемых методов испытаний, подобных ему с механи
стической и функциональной точки зрения. Стандарты устанавливают: (1) важнейшие составляющие 
метода испытаний; (2) минимальный перечень эталонных химических веществ, отобранных из числа 
веществ, которые применялись для подтверждения пригодности валидированного метода испытаний, а 
также (3) сопоставимые уровни надежности и точности по результатам использования валидированного 
метода испытаний, которые предлагаемый метод испытаний должен демонстрировать при его оценке с 
использованием этого минимального перечня эталонных химических веществ [24].

2.41 СО (SD — Standard Deviation): Стандартное отклонение.
2.42 тетразолиевый краситель; ТК (tetrazolium dye (TD)): Соли тетразолия МТТ, WST-8 и WST-1.
2.43 точность (accuracy): Близость результата испытаний, полученного с применением соответ

ствующего метода испытаний, к принятому эталонному значению величины. Точность является пока
зателем результативности метода и одним из аспектов релевантности. Данный термин часто применя
ется как взаимозаменяемый термину «согласованность» (concordance) для указания доли корректных 
результатов, полученных с применением соответствующего метода испытаний [24].

2.44 УВЭЖХ (UPLC): Ультравысокоэффективная жидкостная хроматография.
2.45 формазановый краситель; ФК (Formazan dye (FD)): Пигментообразующий продукт восста

новления МТТ, WST-8 или WST-1.
2.46 химическая продукция (chemical): Вещество или смесь веществ.
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2.47 чувствительность (sensitivity): Доля всей дающей положительный результат/активной хи
мической продукции, которая была правильно классифицирована при применении соответствующего 
метода испытаний. Этот показатель является мерой точности для методов испытаний, позволяющих 
получать однозначные результаты, и служит важной отправной точкой при оценке релевантности таких 
методов [24].

2.48 эталонная химическая продукция (benchmark chemical): Химическая продукция, использу
емая как эталон для сравнения с испытуемой химической продукцией. Эталонная химическая продук
ция должна (1) происходить из стабильного и надежного источника (источников); обладать следующими 
свойствами: (2) структурным и функциональным сходством с классом исследуемой продукции; (3) хо
рошо изученными физико-химическими характеристиками; (4) наличием подтверждающих данных об 
известных воздействиях, а также (5) известным уровнем активности в диапазоне ожидаемого отклика.

2.49 CV (Coefficient of Variation): Коэффициент вариации.
2.50 Dev (Deviation): Отклонение.
2.51 IC50: Концентрация эталонной химической продукции, при которой жизнеспособность ткани 

снижается на 50 % по истечении заданного периода воздействия (например, после обработки в течение 
30 или 60 мин НДС (натрия додецилсульфат)).

2.52 EIT (Eye Irritation Test): Испытание на раздражение глаз.
2.53 ЕТ50: Время воздействия, необходимое для снижения жизнеспособности ткани на 50 % по

сле нанесения эталонной химической продукции с заданным значением концентрации.
2.54 EURL ECVAM (European Union Reference Laboratory for Alternatives to Animal Testing): Рефе

рентная лаборатория по валидации альтернативных методов Европейского союза.
2.55 HCWST (NSWST): Неспецифическое восстановление WST-8 или WST-1.
2.56 НСЕ (Human Corneal Epithelium): Модель эпителия роговицы человеческого глаза SkinEthic™.
2.57 НСМТТ (NSMTT): Неспецифическое восстановление МТТ.
2.58 НСОнежизнеспособных (NSCkj||edy Неспецифическое окрашивание нежизнеспособных тканей.
2.59 НСОжизнеспособных (NSCC|ivjngj: Неспецифическое окрашивание жизнеспособных тканей.
2.60 LLOQ (Lower Limit of Quantification): Нижний предел количественного определения.
2.61 LogP: Логарифм коэффициента распределения октанол — вода.
2.62 RhCE (Reconstructed human Cornea-like Epithelium): Реконструированный эпителий роговицы 

человеческого глаза.
2.63 ULOQ (Upper Limit of Quantification): Верхний предел количественного определения.
2.64 UVCB (substances of Unknown or Variable Composition, complex reaction products or Biological 

materials): Вещества неизвестного или переменного состава, продукты комплексных реакций или веще
ства биологического происхождения.

2.65 VRM (Validated Reference Method): Валидированный референтный метод.
2.66 VRM1: EpiOcular™ EIT, рассматриваемый как валидированный референтный метод 1.
2.67 VRM2: SkinEthic™ НСЕ EIT, рассматриваемый как валидированный референтный метод 2.
2.68 WST: Водорастворимая соль тетразолия.
2.69 WST-1: Водорастворимая соль тетразолия-1 [4-[3-(4-йодофенил)-2-(4-нитрофенил)-2Н-5- 

тетразолио]-1,3-бензол-дисульфонат (CAS № 150849-52-8).
2.70 WST-8: Водорастворимая соль тетразолия-8 [2-(2-метокси-4-нитрофенил)-3-(4-нитрофенил)- 

5-(2,4-дисульфофенил)-2Н-тетразолий, мононатриевая соль (CAS № 193149-74-5).

3 Исходные положения

3.1 В методах настоящего стандарта используются поставляемые на рынок трехмерные моде
ли тканей RhCE, основой для получения которых являются первичные эпидермальные кератиноци- 
ты человека (EpiOcular™ OCL-200), иммортализованные эпителиальные клетки роговицы человека 
(SkinEthic™ НСЕ/S) либо первичные эпителиальные клетки роговицы человека (LabCyte CORNEA- 
MODEL24 и МСТТ НСЕ™). Модели тканей EpiOcular™ OCL-200, SkinEthic™ HCE/S, LabCyte CORNEA- 
MODEL24 и МСТТ НСЕТМ имеют трехмерную структуру, аналогичную структуре эпителия роговицы, 
наблюдаемой in vivo, и выращиваются с использованием клеток соответствующих видов [25]—[28]. Ме
тоды испытаний с использованием данных моделей тканей позволяют непосредственно определять 
цитотоксическое воздействие, связанное с проникновением химической продукции в роговицу и по
вреждением клеток и тканей вследствие дальнейшего контакта с ней, по результатам которых может 
быть сделан вывод о серьезном повреждении/раздражении глаз in vivo. Нарушение жизнедеятельности

5



ГОСТ 34735—2021

клеток может быть вызвано несколькими механизмами действия (см. 4.2), однако именно цитотокси
ческое действие имеет чрезвычайно большое, если не решающее значение для определения общей 
способности химической продукции вызывать серьезное повреждение/раздражение глаз, основными 
признаками которого in vivo обычно являются помутнение роговицы, воспаление радужной оболочки 
и покраснение и/или отек конъюнктивы, вне зависимости от того, какими именно физико-химическими 
процессами была обусловлена подобная реакция.

3.2 В рамках валидационных исследований методов испытаний настоящего стандарта было испы
тано большое количество химической продукции, принадлежащей к различным классам, различающей
ся по значению молекулярной массы и LogP, химической структуре и т. д. Базовый перечень химической 
продукции, применявшейся для валидации метода EpiOcular™ EIT, включал 113 наименований хими
ческой продукции, представляющих 95 различных органических функциональных групп, о чем свиде
тельствуют данные анализа с применением программного инструментария QSAR, разработанного [9]. 
В перечень в основном были включены однокомпонентные вещества, однако некоторое количество 
многокомпонентных веществ (включая 3 гомополимера, 5 сополимеров и 10 квазиполимеров) также 
использовалось в валидационных исследованиях. По своему агрегатному состоянию и присвоенно
му классу опасности согласно СГС ООН химическая продукция (113 наименований) распределилась 
следующим образом: 13 жидкостей класса опасности 1, 15 твердых продуктов класса опасности 1, 
6 жидкостей подкласса опасности 2А, 10 твердых продуктов подкласса опасности 2А, 7 жидкостей под
класса опасности 2В, 7 твердых продуктов подкласса опасности 2В, 27 жидкостей и 28 твердых про
дуктов, для которых класс опасности отсутствует [8]. Базовый перечень химической продукции, при
менявшейся для валидации метода SkinEthic™ НСЕ EIT, насчитывал 200 наименований химической 
продукции, представляющей 165 различных органических функциональных групп [9], [11], [12]. Хотя 
большинство позиций в перечне занимали однокомпонентные вещества, некоторое количество много
компонентных веществ (включая 10 полимеров) также было включено в валидационное исследование. 
По своему агрегатному состоянию и присвоенному классу опасности согласно СГС ООН химическая 
продукция (200 наименований) распределилась следующим образом: 27 жидкостей класса опасно
сти 1, 24 твердых продуктов класса опасности 1, 19 жидкостей подкласса опасности 2А, 10 твердых 
продуктов подкласса опасности 2А, 9 жидкостей подкласса опасности 2В, 8 твердых продуктов под
класса опасности 2В, 50 жидкостей и 53 твердых продукта, для которых класс опасности отсутству
ет [11], [12]. Базовый перечень химической продукции, применявшийся для последующей валидации 
метода CORNEA-MODEL24 EIT, насчитывал 30 наименований эталонной химической продукции, пере
численной в стандартах результативности [23] для методов настоящего стандарта. Базовый перечень 
химической продукции, применявшейся параллельно для валидации метода МСТТ НСЕ™ EIT, также 
насчитывал 30 наименований эталонной химической продукции, перечисленной в стандартах результа
тивности [23] для настоящего стандарта.

3.3 Методы настоящего стандарта применимы для испытаний веществ и смесей, которые явля
ются жидкостями, твердыми, полутвердыми и воскоподобными продуктами. Жидкости могут иметь во
дную или неводную основу; твердые вещества могут быть растворимыми или нерастворимыми в воде. 
Твердые вещества по возможности перед испытанием должны быть измельчены до тонкого порош
кообразного состояния; никакой другой предварительной обработки пробы не требуется. Работы по 
валидации методов настоящего стандарта для газов и аэрозолей не проводились. Это означает, что, не
взирая на теоретическую осуществимость испытаний газов и аэрозолей с применением технологий на 
основе RhCE, настоящим стандартом такая возможность не предусмотрена. Перед испытанием смесей 
веществ, сложной для испытаний химической продукции (например, нестабильной) или такой химиче
ской продукции, которая не может быть с уверенностью отнесена к области применения настоящего 
стандарта, в каждом случае следует уточнять, являются ли результаты такого исследования научно 
обоснованными. Изучение данного вопроса не требуется, если необходимость испытаний соответству
ющей смеси веществ установлена действующими требованиями.

3.4 Исследуемая химическая продукция, которая поглощает свет в том же спектральном диа
пазоне, что и формазановый краситель (ФК) в естественном состоянии или после обработки, а также 
исследуемая химическая продукция, которая способна непосредственно восстанавливать витальный 
краситель ТК (до ФК), может препятствовать правильному определению жизнеспособности тканей и 
требует дополнительного использования контрольных проб для внесения соответствующих поправок в 
результаты. Вид контрольных проб может различаться в зависимости от характера помех, создаваемых 
исследуемой химической продукцией, и от применяемой в каждом случае методики количественного 
определения ФК (подробнее см. 7.2.7.2—7.2.7.8).
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3.5 Результаты, полученные на этапе предварительной валидации [29]—[32] и последующей вали
дации [9], [11], [12], [14], [15] методов EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ НСЕ EIT, LabCyte CORNEA-MODEL24 
EIT и МСТТ НСЕ™ EIT, подтверждают возможность их реализации в лабораториях, не обладающих об
ширным опытом подобных работ, а также их высокую внутри- и межлабораторную воспроизводимость. 
Согласно результатам валидационных исследований ожидаемый уровень воспроизводимости, исходя 
из согласованности заключений в случае применения метода EpiOcular™ EIT и согласно данным, полу
ченным для химической продукции 113 наименований, составляет 95 % в пределах одной лаборатории 
и 93 % в пределах нескольких лабораторий. Уровень воспроизводимости, исходя из согласованности 
прогнозных заключений в случае применения метода SkinEthic™ НСЕ EIT и согласно данным, полу
ченным для химической продукции 120 наименований, составляет 92 % в пределах одной лаборатории 
и 95 % в пределах нескольких лабораторий. Уровень воспроизводимости, исходя из согласованности 
прогнозных заключений в случае применения метода LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и согласно дан
ным, полученным для 30 наименований эталонной химической продукции, указанной в стандартах ре
зультативности [23], составляет 96 % в пределах одной лаборатории и 87 % в пределах нескольких ла
бораторий. Уровень воспроизводимости, исходя из согласованности прогнозных заключений в случае 
применения метода МСТТ НСЕ™ EIT и согласно данным для 30 наименований эталонной химической 
продукции, перечисленной в стандартах результативности [23], составляет 93 % в пределах одной ла
боратории и 90 % в пределах нескольких лабораторий.

3.6 Метод EpiOcular™ EIT может применяться для идентификации химической продукции, не 
требующей классификации как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз в рамках 
системы СГС ООН [1]. В соответствии сданными, полученными при проведении валидационных иссле
дований [9], метод EpiOcular™ EIT имеет общую точность на уровне 80 % (для химической продукции 
112 наименований), чувствительность на уровне 96 % (для химической продукции 57 наименований), 
долю ложноотрицательных заключений на уровне 4 % (для химической продукции 57 наименований), 
специфичность на уровне 63 % (для химической продукции 55 наименований) и долю ложноположи
тельных заключений на уровне 37 % (для химической продукции 55 наименований) относительно ре
зультатов, полученных при классификации согласно СГС ООН [1], проведенной по данным испытаний 
на глазу кролика in vivo [2], [18]. Данные испытаний при применении метода EpiOcular™ EIT для 97 жид
ких составов агрохимического назначения подтверждают результативность метода для таких смесей, 
аналогичную полученной при его валидации [33]. По итогам контрольных испытаний на глазу кролика 
in vivo [2], [18] указанные 97 химических составов были классифицированы следующим образом: 21 — 
класс опасности 1,19 — подкласс опасности 2А, 14 — подкласс опасности 2В и 43 — класс опасности 
отсутствует согласно СГС ООН [1]. Исходя из данной информации, полученная общая точность метода 
составляет 82 % (для 97 составов), чувствительность — 91 % (для 54 составов), доля ложноотрица
тельных заключений — 9 % (для 54 составов), специфичность — 72 % (для 43 составов), а доля ложно
положительных заключений — 28 % (для 43 составов) [33].

3.7 Метод SkinEthic™ НСЕ EIT может применяться для идентификации химической продукции, не 
требующей классификации как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз в рамках 
системы СГС ООН [1]. В соответствии сданными, полученными при проведении валидационных иссле
дований [11], [12], метод SkinEthic™ НСЕ EIT имеет общую точность на уровне 84 % (для химической 
продукции 200 наименований), чувствительность на уровне 95 % (для химической продукции 97 наи
менований), долю ложноотрицательных заключений на уровне 5 % (для химической продукции 97 наи
менований), специфичность на уровне 72 % (для химической продукции 103 наименований) и долю 
ложноположительных заключений на уровне 28 % (для химической продукции 55 наименований) отно
сительно результатов, полученных при классификации согласно СГС ООН [1], проведенной по данным 
испытаний на глазу кролика in vivo [2], [18].

3.8 Метод LabCyte CORNEA-MODEL EIT может применяться для идентификации химической про
дукции, не требующей классификации как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз в 
рамках системы СГС ООН [1]. В соответствии с данными, полученными при проведении последующего 
валидационного исследования [14], метод LabCyte CORNEA-MODEL EIT удовлетворяет критериям вос
производимости и воспроизводимой способности, предусмотренным стандартами результативности для 
методов настоящего стандарта [23]. Кроме того, следует отметить, что базой данных, включающей ре
зультаты испытаний химической продукции 139 наименований, располагает разработчик модели ткани.

3.9 Метод МСТТ НСЕ™ EIT может применяться для идентификации химической продукции, не 
требующей классификации как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз в рамках 
системы СГС ООН [1]. В соответствии с данными, полученными при проведении последующих вали-
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дационных исследований [15], метод МСТТ НСЕ™ EIT удовлетворяет критериям воспроизводимости и 
воспроизводимой способности, предусмотренным стандартами результативности для методов настоя
щего стандарта [23]. Дополнительно были проведены испытания химической продукции 141 наимено
вания [15], согласно которым метод МСТТ НСЕ™ EIT имеет общую точность на уровне 86 % (для хи
мической продукции 141 наименования), чувствительность на уровне 99 % (для химической продукции 
80 наименований), долю ложноотрицательных заключений на уровне 1 % (для химической продукции 
80 наименований), специфичность на уровне 69 % (для химической продукции 61 наименования) и 
долю ложноположительных заключений на уровне 31 % (для химической продукции 61 наименования) 
относительно результатов, полученных при классификации согласно СГС ООН [1], проведенной подан
ным испытаний на глазу кролика in vivo [2], [18].

3.10 Доля ложноотрицательных заключений, полученных при применении этих методов испыта
ний с использованием RhCE для веществ или смесей, находится в пределах значения вариабельно
сти, установленного для метода Дрейза in vivo и равного 12 % [34]. Ложноотрицательные заключения 
при применении любого из методов испытаний с использованием RhCE для веществ или смесей в 
данных обстоятельствах не являются критическими, поскольку любая исследуемая химическая про
дукция, воздействие которой приводит к снижению жизнеспособности тканей до уровней, равных или 
меньших, чем установленные предельные значения (см. 7.2.9.1), должна подвергаться дальнейшим ис
пытаниям с применением другого (их) метода (ов) in vitro либо испытываться на подопытных кроликах 
в зависимости от конкретных действующих нормативных требований и с учетом положений Руководя
щего документа по интегрированным подходам к испытаниям и оценке серьезного повреждения глаз 
и раздражения глаз [3]. Данные методы пригодны для испытаний всех видов химической продукции, 
для которой отрицательный результат испытаний должен свидетельствовать, что данная продукция не 
требует классификации по способности вызывать раздражение или серьезное повреждение глаз (класс 
опасности согласно СГС ООН отсутствует). Применение методов EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ НСЕ EIT, 
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и МСТТ НСЕ™ EIT в рамках классификации, отличной от установлен
ной СГС ООН, должно быть согласовано с соответствующими регулирующими органами.

3.11 Недостатком методов настоящего стандарта является то, что они не позволяют разделять 
химическую продукцию, оказывающую раздражающее воздействие (обратимые последствия для глаз), 
т. е. продукцию класса опасности 2, и химическую продукцию, вызывающую серьезные повреждения 
(необратимые последствия для глаз), т. е. продукцию класса опасности 1, а также продукцию с сильным 
(подкласс опасности 2А) и слабым (подкласс опасности 2В) раздражающим воздействием на глаза, как 
это предусмотрено СГС ООН [1]. В подобных случаях требуется проведение дальнейших испытаний с 
соблюдением требований Руководящего документа по интегрированным подходам к исследованиям и 
оценке серьезного повреждения и раздражения глаз [3].

3.12 Термин «исследуемая химическая продукция» в настоящем стандарте применяется для обо
значения объекта испытания и не связан с возможностью применения метода RhCE для испытаний тех 
или иных веществ и/или их смесей.

4 Сущность метода испытаний

4.1 Исследуемую химическую продукцию наносят на поверхность не менее чем двух образцов 
трехмерной модели ткани RhCE и определяют жизнеспособность тканей непосредственно после воз
действия и по истечении следующего за обработкой периода инкубирования. Для получения тканей 
RhCE используют первичные эпидермальные кератиноциты человека, иммортализованные эпители
альные клетки роговицы человека либо первичные эпителиальные клетки роговицы человека, кото
рые культивируют в течение нескольких дней до формирования из них высокодифференцированного 
многослойного плоского эпителия, сходного по строению с эпителием роговицы человеческого глаза. 
Модели тканей RhCE для методов EpiOcular™, LabCyte CORNEA-MODEL24 и МСТТ НСЕ™ должны 
состоять не менее чем из трех слоев жизнеспособных клеток и иметь некератинизированную поверх
ность, формируя таким образом структуру, подобную роговице в методе in vivo [27]. Модель ткани RhCE 
для метода SkinEthic™ НСЕ предполагает наличие не менее четырех слоев жизнеспособных клеток, 
включающих в себя цилиндрические базальные клетки, шиповатые промежуточные клетки и чешуйча
тые поверхностные клетки, аналогично обычному роговичному эпителию человека [26], [35].

4.2 Химически вызванное серьезное повреждение/раздражение глаз, основными признаками ко
торого in vivo обычно являются помутнение роговицы, воспаление радужной оболочки, покраснение 
и/или отек конъюнктивы, представляет собой результат цепочки событий, начинающейся с проник-
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новения химической продукции через роговицу и/или конъюнктиву и заканчивающейся разрушением 
клеток. В повреждении клеток могут быть задействованы различные механизмы, в том числе: лизис 
клеточной мембраны (например, поверхностно-активными веществами, органическими растворителя
ми); коагуляция макромолекул, в частности белков (например, поверхностно-активными веществами, 
органическими растворителями, щелочами и кислотами); омыление жиров (например, щелочами); а 
также алкилирование или иного рода ковалентное взаимодействие с макромолекулами (например, при 
участии отбеливающих средств, пероксидов и алкиляторов) [19], [36], [37]. В то же время доказано, что 
именно цитотоксический аспект имеет чрезвычайно большое, если не решающее значение для опреде
ления общей способности химической продукции вызывать серьезное повреждение/раздражение глаз, 
вне зависимости от того, какими конкретно физико-химическими процессами была спровоцирована по
добная реакция [38], [39]. Более того, потенциальная способность вызывать серьезное повреждение/ 
раздражение глаз в целом определяется размером первичных повреждений [36], коррелирующих с ко
личеством погибших клеток [38], а также с масштабом дальнейших реакций и вероятных последствий 
воздействия [40], [41]. Таким образом, если химическая продукция, способная вызывать самое легкое 
раздражение, как правило, воздействует лишь на поверхностный слой эпителия роговицы, то от хими
ческой продукции со слабой и средней раздражающей способностью страдают главным образом эпите
лий и поверхность стромы, а химическая продукция с сильной раздражающей способностью разрушает 
эпителий, глубоко строму и в отдельных случаях эндотелий роговицы [39], [42]. В основе определения 
жизнеспособности ткани модели RhCE после воздействия нанесенной на ее поверхность химической 
продукции с целью идентификации химической продукции, которая не требует классификации как вы
зывающая серьезное повреждение/раздражение глаз (класс опасности согласно СГС ООН отсутству
ет), лежит предположение, что всякая химическая продукция, при воздействии которой развивается се
рьезное повреждение или раздражение глаз, вызывает цитотоксические реакции в эпителии роговицы 
и/или в конъюнктиве.

4.3 Традиционно жизнеспособность ткани RhCE может быть определена благодаря осуществля
емому жизнеспособными клетками этой ткани процессу ферментного преобразования ТК (МТТ для 
VRM1 и VRM2, WST-8 для LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT или WST-1 для МОТТ НСЕ™ EIT) в ФК 
(синеокрашенный МТТ-формазан либо желтоокрашенный \Л/ЗТ-8ЛЛ/5Т-1-формазан). Для количествен
ного определения синеокрашенного МТТ ФК его вначале необходимо экстрагировать из тканей [20], 
тогда как желтоокрашенные WST-8 ФК или WST-1 ФК не нуждаются в дополнительном экстрагиро
вании, поскольку являются водорастворимыми и для определения их количества непосредственно 
используется раствор красителя, в котором происходило инкубирование тканей при проведении ис
пытания с использованием WST-8 [21] или WST-1 [22] соответственно. К химической продукции, не 
требующей классификации и маркировки согласно СГС ООН (класс опасности отсутствует), относят 
такую химическую продукцию, при воздействии которой жизнеспособность тканей не опускается ниже 
установленного предела (т. е. показатель жизнеспособности должен составлять >60 % для методов 
EpiOcular™EIT и SkinEthic™ НСЕ EITL; >50 % для метода SkinEthic™ НСЕ EITS; >40 % для метода 
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT либо >35 % для жидкостей и >60 % для твердой продукции при при
менении метода МСТТ НСЕ™ EIT) (см. 7.2.9.1).

5 Подтверждение квалификации

5.1 До того как приступить к регулярному применению методов испытаний с использованием RhCE 
для целей технического регулирования, лаборатории должны подтвердить свою техническую компе
тентность, правильно классифицировав химическую продукцию, перечисленную в таблице 1. Данная 
продукция была выбрана из химической продукции, которая использовалась при валидационных ис
следованиях методов VRM1 и VRM2 [9], [11], [12]. Выбор был обусловлен тем, что данная химическая 
продукция:

- представляет различные агрегатные состояния;
- представляет весь диапазон ответных реакций in vivo при серьезном повреждении/раздражении 

глаз на основе достоверных результатов испытаний на глазу кролика [2], [16] и системы классификации 
СГС ООН (т. е. класс опасности 1, подклассы опасности 2А, 2В или класс опасности отсутствует) [1];

- обеспечивает различные основания для классификации при испытаниях in vivo [34], [43];
- относится к классам химической продукции, которая использовалась при валидационных иссле

дованиях [9], [11], [12];
- представляет весь спектр органических функциональных групп [9], [11], [12];

9
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- обладает хорошо изученной химической структурой [9], [11], [12];
- имеет выраженную собственную окраску и/или способна непосредственно восстанавливать ТК;
- обеспечивает получение воспроизводимых результатов при применении методов с использова

нием RhCE при проведении их валидации;
- должным образом была идентифицирована при применении методов с использованием RhCE 

на этапе валидационных исследований;
- охватывает весь диапазон ответных реакций in vitro на основе достоверных данных, полученных 

при применении методов с использованием RhCE (жизнеспособность от 0 % до 100 %);
- является доступной для коммерческого приобретения;
- не требует неоправданных затрат на закупку и/или последующую утилизацию.
В случае когда лаборатория не располагает каким-либо веществом, приведенным в перечне, или 

оно не может быть использовано в силу каких-либо иных уважительных причин, вместо него допуска
ется использовать другое вещество, удовлетворяющее критериям, приведенным выше, например, из 
числа химических веществ, на примере которых проводилась валидация VRM. Для таких отступлений 
от общего правила должны быть убедительные обоснования.

5.2 Рекомендуется, чтобы в рамках проверки квалификации пользователи самостоятельно кон
тролировали барьерные свойства тканей после их получения в соответствии с указаниями разра
ботчика данной модели тканей RhCE (см. 7.1, 7.2.2 и 7.2.5). Это особенно важно в том случае, если 
транспортирование тканей осуществляется на большие расстояния и/или занимает много времени. 
После успешного внедрения в практику соответствующего метода испытаний, а также приобретения 
и подтверждения достаточной квалификации для его применения систематическое проведение таких 
проверок не требуется. Тем не менее, если метод исследования применяется на постоянной основе, 
проверки рекомендуется продолжать и с регулярной периодичностью оценивать барьерные характери
стики используемых тканей.

6 Методика испытаний

Методы EpiOcular™ EIT, SkinEthic™ НСЕ EIT, LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и МСТТ НСЕ™ EIT 
признаны научно обоснованными [10], [13]—[15]; первые два из них также упоминаются по тексту как 
валидированные референтные методы (VRM1 и VRM2 соответственно). Для методов с использовани
ем RhCE разработаны и должны соблюдаться в процессе их внедрения и применения в условиях ла
боратории соответствующие стандартные операционные процедуры (СОП) [44]— [47]. В последующих 
разделах, а также в приложении А описаны основные параметры и процедуры методов испытаний с 
использованием RhCE.
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7 Составляющие методов испытаний с использованием RhCE

7.1 Общие параметры моделей

Для получения трехмерной ткани, подобной эпителию роговицы, должен использоваться соответ
ствующий клеточный материал человека, состоящий из уже начавших дифференцироваться, но еще 
не ороговевших клеток. Модель тканей RhCE выращивается во вставках с пористой синтетической 
мембраной, через которую в клетки попадают питательные вещества. Готовый реконструированный 
эпителий роговицы должен состоять из нескольких слоев жизнеспособных некератинизированных кле
ток. Поверхность эпителиальной ткани RhCE должна находиться на воздухе, чтобы непосредственное 
воздействие на нее исследуемой химической продукции при местном нанесении происходило в тех же 
условиях, что и при их попадании на эпителий роговицы in vivo. Модель ткани RhCE должна обладать 
сформированным функциональным барьером, достаточно устойчивым, чтобы противостоять быстрому 
проникновению эталонных цитотоксических веществ, таких как тритон Х-100 или натрия додецилсуль- 
фат (НДС). Барьерные функции должны быть подтверждены, их оценка может проводиться либо пу
тем определения времени, необходимого для снижения жизнеспособности ткани на 50 % (ЕТ50) после 
нанесения эталонного вещества с известной заданной концентрацией (например, от 50 до 100 мкл 
0,3 %-ного (по объему) раствора тритона Х-100), либо путем определения концентрации, при которой 
эталонное вещество снижает жизнеспособность ткани на 50 % (1С50) по истечении заданного перио
да воздействия (например, после 30 мин обработки 50 мкл НДС или 60 мин обработки 25 мкл НДС) 
(см. 7.2.5).Сдерживающие свойства модели RhCE должны препятствовать проникновению исследуе
мой химической продукции за края жизнеспособных тканей, так как это может снизить достоверность 
моделирования его воздействия на роговицу глаза. Клеточный материал человека, используемый для 
создания модели ткани RhCE, не должен быть контаминирован бактериями, вирусами, микоплазмой 
или грибами. Модели ткани должны контролироваться поставщиком на отсутствие грибов и бактерий.

7.2 Функциональные параметры модели

7.2.1 Жизнеспособность
Для оценки жизнеспособности ткани используют подходящий тетразолиевый краситель (ТК) (а 

именно: МТТ для VRM1 и VRM2, WST-8 для LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT или WST-1 для МСТТ 
НСЕ™ EIT) [19], [21]. Жизнеспособные клетки модели ткани RhCE восстанавливают витальный краси
тель МТТ до синеокрашенного МТТ-формазан преципитата, который затем экстрагируют из этой ткани 
при помощи изопропанола (или иного аналогичного растворителя). Альтернативно жизнеспособные 
клетки ткани RhCE восстанавливают витальный краситель WST-8 или WST-1, превращая его в водо
растворимый желтый формазан. Количество экстрагированного формазанового красителя (ФК) может 
определяться путем измерений поглощения (ОП) или посредством ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии 
[48]. Значение ОП холостого раствора (им может быть растворитель-экстрагент для МТТ, разбавленная 
среда WST-8 для испытаний с использованием WST-8 или разбавленная среда WST-1 для испытаний 
с использованием WST-1) должно быть достаточно низким, т. е. ОП <0,1. Пользователи модели ткани 
RhCE должны следить за тем, чтобы каждая используемая партия материала удовлетворяла действу
ющим критериям отрицательной контрольной пробы. Диапазоны приемлемости значений ОП отрица
тельной контрольной пробы для методов VRM1, VRM2, LabCyte CORNEA-MODEL24 и МСТТ НСЕ™ 
приведены в таблице 2. При использовании метода ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии диапазоны зна
чений ОП отрицательной контрольной пробы, приведенные в таблице 2, следует рассматривать как 
критерии соответствия отрицательных контрольных проб. В отчете об испытаниях должно быть задоку
ментировано, что ткани, обработанные отрицательной контрольной пробой, являются неизменяемыми 
при культивировании (обеспечивают одинаковые показатели жизнеспособности) на протяжении задан
ного периода воздействия при проведении испытаний. Аналогичный порядок должен соблюдаться раз- 
работчиком/поставщиком ткани как часть действий по контролю качества партии материала, хотя при
меняемые критерии при этом могут отличаться от установленных в таблице 2. Диапазон приемлемости 
(верхний и нижний пределы) значений ОП отрицательной контрольной пробы (при контроле качества) 
должен соответствовать указанному разработчиком/поставщиком модели ткани RhCE.
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Та бли ца  2 — Диапазоны приемлемости значений ОП отрицательных контрольных проб (для пользователей 
метода испытаний)

Метод испытаний Нижний допустимый 
предел

Верхний допустимый 
предел

EpiOcular™EIT(OCL-200)-VRM1 (для протоколов, применяемых 
как для жидкостей, так и для твердой продукции) >0,81) <2,8

SkinEthic™НСЕ EIT(HCE/S)-VRM2 (для протоколов, применяемых 
как для жидкостей, так и для твердой продукции) >1,0 <2,5

LabCyteCORNEA-MODEL24EIT (для протоколов, применяемых 
как для жидкостей, так и для твердой продукции) >0,5 <1,6

МСТТ НСЕ™Е1Т (для протоколов, применяемых как для 
жидкостей, так и для твердой продукции) >1,6 <3,0

1) Указанный предел допускает возможность длительных сроков транспортирования/хранения (например, 
>4 дн), поскольку было доказано, что данные обстоятельства не оказывают влияния на результативность мето
дов исследования [44].

7.2.2 Барьерные функции
Модель ткани RhCE должна иметь достаточную толщину и прочность, для того чтобы препятство

вать быстрому проникновению эталонных цитотоксических веществ, по оценке, например, ЕТ50 (тритон 
Х-100) или 1С50 (НДС) (см. таблицу 3). Барьерные функции каждой партии модели ткани RhCE должны 
быть подтверждены разработчиком/поставщиком соответствующей модели ткани после доставки тка
ней конечному пользователю (см. 7.2.5).

7.2.3 Морфология
При гистологическом исследовании любой модели ткани RhCE должно подтверждаться наличие 

в ней структуры, аналогичной структуре эпителия роговицы человеческого глаза (в том числе не менее 
трех слоев жизнеспособных эпителиальных клеток и некератинизированного эпителия). Для трех мето
дов испытаний наличие у моделей тканей соответствующей морфологии подтверждается непосредствен
но разработчиком/поставщиком, следовательно, у пользователя, применяющего эти методы, отсутствует 
необходимость в самостоятельном подтверждении ее соответствия для каждой новой партии.

7.2.4 Воспроизводимость
Результаты испытаний положительных и отрицательных контрольных проб, полученные с приме

нением соответствующего метода, должны обладать долговременной воспроизводимостью.
7.2.5 Контроль качества (КК)
Модель ткани RhCE следует использовать только при условии подтверждения разработчиком/ 

поставщиком соответствия каждой партии модели критериям приемки, в первую очередь требованиям, 
предъявляемым к жизнеспособности (см. 3.11), барьерным функциям (см. 2.1). Диапазон приемлемо
сти (верхний и нижний пределы) для барьерных функций, оцениваемых по ЕТ50 и Ю50 (см. 7.1 и 7.2.2), 
должен устанавливаться разработчиком/поставщиком модели RhCE. Диапазоны приемлемости ЕТ50 
и 1С50, которые используются разработчиком/поставщиком моделей ткани RhCE, применяемых в ме
тодах настоящего стандарта в качестве критерия приемки партии при контроле качества, приведены в 
таблице 3. Разработчиком/поставщиком каждой модели ткани RhCE должен предоставлять пользова
телям метода данные, подтверждающие ее соответствие критериям приемки продукции, для включе
ния этой информации в свои отчеты об испытаниях. Только результаты, полученные с использованием 
образцов моделей тканей, полностью отвечающих этим критериям приемки, могут использоваться для 
достоверного прогнозирования принадлежности к химической продукции, не требующей классифика
ции и маркировки как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз согласно СГС ООН.

Та бли ца  3 — Контроль качества. Критерии приемки партий

Метод испытаний Нижний допустимый 
предел

Верхний допустимый 
предел

EpiOcular™EIT(OCL-200)-VRM1 (100 мкл 0,3 %-ного (по объему) 
тритона Х-100) ЕТ50 = 12,2 мин ЕТ50 = 37,5 мин
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Окончание таблицы 3

Метод испытаний Нижний допустимый 
предел

Верхний допустимый 
предел

SkinEthic™ НСЕ EIT (HCE/S)-VRM2 (обработка 50 мкл НДС 
в течение 30 мин) 1С50 = 1,0 мг/мл 1С50 = 3,2 мг/мл

LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT (обработка 25 мкл НДС 
в течение 60 мин) 1С50 = 1,0 мг/мл 1С50 = 4,0 мг/мл

МСТТ НСЕ™ EIT (50 мкл 0,3%-ного (по объему) тритона Х-100) ЕТ50 = 17,6 мин ЕТ50 = 41,0 мин

7.2.6 Нанесение исследуемой химической продукции и контрольных веществ
7.2.6.1 В каждой серии испытаний для каждой исследуемой химической продукции и каждого кон

трольного вещества используют не менее двух параллельно обрабатываемых образцов ткани. Приме
няют два различных протокола обработки: один для жидкой исследуемой продукции и один для твердой 
исследуемой продукции [44]—[47]. В случае применения какого-либо из двух VRM, а также МСТТ НСЕ™ 
EIT поверхность ткани перед нанесением исследуемой химической продукции смачивают фосфатным 
буферным солевым раствором Дульбекко (ДФБС без Са2+/Мд2+), имитирующим слой влаги, который 
в естественных условиях покрывает человеческий глаз. На первом этапе обработки ткани подверга
ются воздействию соответствующей исследуемой химической продукции и контрольных веществ. В 
соответствии с протоколами обработки, принятыми для обоих VRM и МСТТ НСЕ™ EIT, доза наноси
мой исследуемой химической продукции или контрольного вещества должна быть достаточной для их 
равномерного распределения по поверхности эпителия, не являясь при этом избыточной (см. 7.2.6.2 и 
7.2.6.3, приложение А).

7.2.6.2 Исследуемая химическая продукция, нанесение которой при значениях температуры, не 
превышающих 37 °С, возможно при помощи пипетки (при необходимости может быть использована 
конструкция пипетки с прямым вытеснением), во всех четырех методах испытаний рассматривается 
как жидкая продукция; всю прочую продукцию следует считать твердой (см. 7.2.6.3). В соответствии 
с требованиями методов жидкая исследуемая химическая продукция равномерно распределяется по 
поверхности образца ткани (из расчета не менее 60 мкл/см2) (см. приложение А, [44]—[47]). Следует 
всеми доступными способами избегать проявления капиллярных эффектов (эффектов поверхностно
го натяжения), которыми может сопровождаться нанесение на вставку (на поверхность ткани) малых 
объемов продукции, чтобы обеспечивать правильную дозу по отношению к ткани. Время инкубирова
ния тканей, обработанных жидкой исследуемой продукции, должно составлять 1 мин (метод LabCyte 
CORNEA-MODEL24 EIT), 10 мин (метод МСТТ НСЕ™ EIT) или 30 мин (VRM1 и VRM2) в стандартных ус
ловиях, предусмотренных каждым методом. По окончании заданного периода воздействия жидкую ис
следуемую химическую продукцию и контрольные вещества тщательно удаляют с поверхности образца 
ткани, обильно промывая ее ДФБС без Са2+/Мд2+ при комнатной температуре. В случае применения 
VRM после промывки следует дополнительное ополаскивание погружением при комнатной температу
ре в свежую среду (для окончательного удаления остатков исследуемой продукции, абсорбированной 
тканью) на заданный промежуток времени, продолжительность которого варьируется в зависимости от 
конкретного выбранного VRM. Для VRM1, методов LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и МСТТ НСЕ™ EIT 
после воздействия исследуемой химической продукцией предусматривается дальнейшее инкубирова
ние в свежей питательной среде в стандартных условиях культивирования перед проведением испыта
ния с использованием ТК (см. приложение А, [44]—[47]).

7.2.6.3 Исследуемая химическая продукция, нанесение которой при значениях температуры, не 
превышающих 37 °С, при помощи пипетки не представляется возможным, во всех четырех методах 
рассматривается как твердая продукция. Количество наносимой химической продукции должно быть 
достаточным для сплошного покрытия всей поверхности ткани, т. е. должно использоваться не менее 
чем 33 мг/см2 (приложение А). По возможности исследуемая твердая продукция должна испытываться 
в мелко измельченном состоянии. Ткани, обработанные твердой исследуемой химической продукци
ей, инкубируют в течение заданного промежутка времени (в зависимости от используемого метода) 
в стандартных условиях культивирования (см. приложение А, [44]—[47]). По окончании периода воз
действия твердую исследуемую химическую продукцию и контрольные вещества тщательно удаляют 
с поверхности ткани, обильно промывая ее ДФБС без Са2+/Мд2+ при комнатной температуре. В случае 
применения VRM за данным этапом промывки следует ополаскивание погружением при комнатной
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температуре в свежую среду (для окончательного удаления остатков исследуемой химической продук
ции, абсорбированной тканью) на заданный промежуток времени, продолжительность которого варьи
руется в зависимости от конкретного выбранного VRM, и дальнейшее инкубирование в свежей среде 
в стандартных условиях культивирования перед проведением испытания с использованием ТК (см. 
приложение А, [44]—[47]).

7.2.6.4 В каждую серию испытаний должны включаться отрицательная и положительная контроль
ные пробы для подтверждения того, что показатели жизнеспособности (оцениваемые относительно 
результатов, полученных для отрицательной контрольной пробой) и чувствительности (оцениваемые 
относительно результатов, полученных для положительной контрольной пробы) тканей находятся в 
пределах диапазонов приемлемости, основанных на данных прошлых наблюдений. Параллельно ис
пользуемая отрицательная контрольная проба обеспечивает исходный уровень (100 %-ная жизнеспо
собность ткани) для вычисления относительной жизнеспособности тканей, обработанных исследуемой 
химической продукцией, которая выражается в процентах (% Жизнеспособность^.,.). В качестве поло
жительной контрольной пробы для VRM, а также метода МСТТ НСЕ™ EIT рекомендуется использовать 
чистый метилацетат (CAS № 79-20-9, жидкость, доступен для приобретения, например, у компании 
Sigma-Aldrich, кат. № 45997) для испытаний по протоколам как жидкой, так и твердой химической про
дукции. Для метода LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT в качестве положительной контрольной пробы 
рекомендуется использовать этанол (CAS № 64-17-5) при испытаниях жидкой продукции и лауриновую 
кислоту (CAS № 143-07-7) при испытаниях твердой химической продукции соответственно. Для VRM1 
в качестве отрицательной контрольной пробы рекомендуется использовать ультрачистую Н20  при ис
пытаниях как жидкой, так и твердой химической продукции. Для VRM2 и метода МСТТ НСЕ™ EIT в 
качестве отрицательной контрольной пробы рекомендуется использовать ДФБС без Са2+/Мд2+ при ис
пытаниях как жидкой, так и твердой химической продукции. Для метода LabCyte CORNEA-MODEL24 
EIT в качестве отрицательной контрольной пробы рекомендуется использовать ДФБС без Са2+/Мд2+ 
(CAS № 64-17-5) при испытаниях жидкой химической продукции и не включать отрицательную кон
трольную пробу при испытаниях твердой химической продукции. Все вещества, перечисленные выше, 
ранее использовались в процессе валидации обоих VRM, и для них имеются многочисленные дан
ные предыдущих исследований. Использование других веществ в качестве положительной или отри
цательной контрольной пробы должно быть научно и надлежащим образом обосновано. Испытания 
отрицательных и положительных контрольных проб должны проводиться с соблюдением того же про
то ко л а ^), что и для химической продукции, включенной в серию испытаний (т. е. для жидкой и/или 
твердой химической продукции). После нанесения контрольной пробы обработка должна включать воз
действие, промывку, а также дополнительное ополаскивание погружением в свежую среду и, если тре
буется, инкубацию для контрольных проб, которые испытываются параллельно с жидкой (см. 7.2.6.2) 
или с твердой исследуемой химической продукцией (см. 7.2.6.3) перед проведением испытания с ис
пользованием ТК (см. 7.2.7, [44]—[47]). Одной отрицательной и одной положительной контрольной про
бы достаточно для всей исследуемой химической продукции в таком же агрегатном состоянии (жидкой 
или твердой химической продукции), включенной в ту же серию испытаний.

7.2.7 Определение жизнеспособности тканей
7.2.7.1 В настоящем стандарте в качестве стандартизованного количественного метода [20]—[22] 

определения жизнеспособности тканей должен применяться метод с использованием ТК. Данный метод 
совместим с использованием трехмерных, объемных моделей тканей. Испытание с использованием ТК 
проводят сразу же по завершении всех процедур, выполнение которых предусмотрено после воздей
ствия исследуемой химической продукцией. VRM предусматривают проведение испытаний с использо
ванием МТТ. В соответствии с требованиями VRM образец модели ткани RhCE помещают в 0,3 мл рас
твора с концентрацией МТТ 1 мг/мл и выдерживают в течение (180 ± 15) мин при стандартных условиях 
культивирования. Жизнеспособные клетки модели ткани RhCE восстанавливают витальный краситель 
МТТ до синеокрашенного МТТ-формазан преципитата. Полученный синеокрашенный МТТ-формазан 
преципитат экстрагируют из этой ткани при помощи соответствующего количества изопропанола (или 
аналогичного растворителя) [44], [45]. Образцы тканей, подвергнутые воздействию жидкой исследуе
мой химической продукции, подлежат экстрагированию как из нижней, так и из верхней их части, в то 
время как экстрагирование образцов тканей после нанесения на них твердой и окрашенной жидкой ис
следуемой химической продукции производят только из нижней части образца (чтобы снизить вероят
ность загрязнения изопропанола, используемого для экстрагирования, остаточными количествами ис
следуемой химической продукции, которая может все еще присутствовать на поверхности ткани). Если 
жидкая продукция, нанесенная на образцы ткани, трудно поддается смыванию, экстрагирование также
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производится только из нижней части образцов. Метод LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT предусматри
вает использование WST-8. Согласно методу LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT образец модели ткани 
RhCE помещают в 0,3 мл разбавленного раствора WST-8, приготовленного с соблюдением стандарт
ных операционных процедур [46], и выдерживают в нем в течение 240 мин при стандартных условиях 
культивирования, пока жизнеспособные клетки модели ткани RhCE не восстановят витальный краси
тель WST-8 до желтоокрашенного WST-8-формазана, который растворяется в разбавленном растворе 
WST-8 [46]. В методе МСТТ НСЕ™ EIT используют WST-1. Согласно требованиям метода образец мо
дели ткани RhCE помещают в 0,3 мл разбавленного раствора WST-1, приготовленного с соблюдением 
стандартных операционных процедур [47], и выдерживают в нем в течение 180 мин при стандартных ус
ловиях культивирования, пока жизнеспособные клетки модели ткани RhCE не восстановят витальный 
краситель WST-1 до желтоокрашенного WST-1-формазана, который растворяется в разбавленном рас
творе WST-1 [47]. Параллельно испытываемые отрицательная и положительная контрольные пробы 
должны подвергаться процедурам обработки, аналогичным для исследуемой химической продукции. В 
соответствии с требованиями VRM1 и VRM2 оценка количества экстрагированного МТТ-формазана мо
жет быть получена либо путем измерений поглощения (ОП) на длине волны 570 нм с использованием 
фильтра, имеющего полосу пропускания не более ±30 нм, либо посредством ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектро- 
фотометрии (см. 7.2.7.8) [10], [48]. Согласно методам LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT и МСТТ НСЕ™ 
EIT количество экстрагированного WST-S/WST-1-формазана может быть непосредственно определен
но без необходимости проведения экстрагирования либо путем измерений поглощения (ОП) на длине 
волны 450 нм с использованием фильтра, имеющего полосу пропускания не более ±30 нм, либо по
средством ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии (см. 7.2.7.8).

7.2.7.2 Оптические свойства исследуемой химической продукции или ее химическая активность 
по отношению к соответствующему ТК (МТТ для VRM1 и VRM2, WST-8 для метода LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT или WST-1 для метода МСТТ НСЕ™ EIT) могут стать причиной искажения результатов 
количественных измерений ФК, что приведет к неверной оценке жизнеспособности тканей, а следова
тельно, к заниженной оценке ее способности вызывать разражение глаз. Исследуемая химическая про
дукция может затруднять количественные измерения ФК, создавая помехи за счет непосредственного 
восстановления ею ТК до окрашенного ФК (синеокрашенного МТТ-формазана или желтоокрашенного 
WST-S/WST-1-формазана) и/или за счет своей мешающей окраски, если полоса оптического погло
щения этой химической продукции в естественном состоянии или вследствие проведенной обработки 
находится в том же диапазоне ОП, что и у ФК (т. е. около 570 нм для МТТ-формазана; около 450 нм 
для WST-8/WST-1^opM a3aHa). Потенциальную способность химической продукции непосредственно 
восстанавливать ТК и/или изменять окраску (только в случае окрашенной химической продукции) сле
дует проверять либо перед проведением испытаний (для VRM1, VRM2 и метода LabCyte CORNEA- 
MODEL24 EIT), либо при получении заключений об отсутствии раздражающей способности (для метода 
МСТТ НСЕ™ EIT). Если мешающая окраска имеет место, необходимо предусмотреть использование 
дополнительных контрольных проб для выявления потенциальных помех, вызываемых соответству
ющей исследуемой химической продукцией (см. 7.2.7.3—7.2.1.1 и приложения В—D). Это особенно 
важно в тех случаях, когда какую-либо исследуемую химическую продукцию не удается полностью уда
лить с поверхности образца ткани RhCE при промывании или когда она проникает в роговицеподобный 
эпителий и, следовательно, находится в модели ткани при проведении испытаний на жизнеспособность 
с использованием ТК. Для исследуемой химической продукции, область поглощения света у которой 
находится в том же диапазоне, что и у ФК (в естественном состоянии или после обработки), для которой 
не пригодны измерения поглощения (ОП) ФК в связи с выраженной мешающей окраской, т. е. высоким 
уровнем поглощения на длине волны (570 ± 30) нм (при работе с МТТ-формазаном) или (450 ± 30) нм 
(при работе с WST-S/WST-1-формазаном), для количественных определений ФК могут применяться ме
тоды ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии (см. 7.2.7.7 и 7.2.7.8) [10], [48]. Подробное описание, как обна
ружить и скорректировать непосредственное восстановление ТК, и помехи, создаваемые окрашенной 
продукцией, содержится в СОП для соответствующих методов исследования [44]—[47]. В дополнение 
к этому блок-схемы, наглядно поясняющие порядок выявления продукции, которая способна непосред
ственно восстанавливать ТК и/или обладает мешающей окраской, и содержащие указания для VRM1, 
VRM2, методов LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT, приведены в приложениях В—D соответственно.

7.2.7.3 Для выявления потенциальных помех, связанных с поглощением исследуемой химической 
продукцией света в том же волновом диапазоне, что и у ФК (в естественном состоянии или после обра
ботки), и принятия решения о необходимости проведения дополнительного контроля исследуемую хи
мическую продукцию добавляют в воду и/или изопропанол и оставляют для инкубирования при комнат-
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ной температуре на достаточный промежуток времени (см. приложение А, [44]—[47]). Если исследуемая 
химическая продукция в смеси с водой и/или изопропанолом существенно поглощает свет в диапазоне 
(570 ± 20) нм в случае применения VRM1 (см. приложение В) или если при смешивании исследуемой 
химической продукции с водой был получен окрашенный раствор в случае применения VRM2 (см. при
ложение С), метода LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT (см. приложение D), то эта химическая продукция, 
предположительно, может вызывать затруднения при выполнении измерений поглощения (ОП) ФК, по
этому для нее должны в дальнейшем выполняться проверки для оценки влияния окрашивания либо 
применяться альтернативные методы ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии, позволяющие обойтись без 
таких дополнительных проверок (см. 1 .2 .1.1 и 7.2.7.8 и приложения В-Е) [44]—[47]. Если выполняются 
измерения поглощения (ОП), каждая создающая помехи исследуемая химическая продукция должна 
наноситься параллельно не менее чем на два жизнеспособных образца ткани, полностью воспроиз
водя на них процесс испытаний, с тем исключением, что на этапе, предусматривающем их обработку 
ТК, вместо раствора ТК следует использовать неактивную среду, обеспечивая таким образом контроль 
неспецифического окрашивания в жизнеспособных тканях (НСОжизнеспособных) [44]—[47]. Контроль 
НСОжизнеспособных должен проводиться параллельно с испытаниями окрашенной исследуемой химиче
ской продукции, а в случае многократных испытаний, независимый контроль НСОжизнеспособных необ
ходимо включать в каждое отдельное испытание (серию испытаний) в связи с необходимостью учиты
вать изменчивость биологических характеристик, свойственную жизнеспособным тканям. Фактическое 
значение показателя жизнеспособности ткани определяют как разность значения жизнеспособности (в 
процентах), полученного на жизнеспособных тканях, которые подвергались воздействию создающей 
помехи химической продукции и выдерживались в растворе МТТ или WST-8/WST-1 (% Жизнеспособ
н о с ти ^ ), и значения показателя неспецифического окрашивания (в процентах), полученного на жиз
неспособных тканях, которые подвергались воздействию создающего помехи вещества, но выдержи
вались в неактивной среде, не содержащей МТТ или WST-8/WST-1, в серии испытаний параллельно с 
испытаниями, результаты которых предполагается скорректировать (% НСОжизнеспособных). Таким об
разом, фактическая жизнеспособность ткани = [% Жизнеспособность^^ -  [% НСОжизнеспособных].

7.2.7.4 Для выявления исследуемой химической продукции, непосредственно восстанавливаю
щей МТТ или WST-8/WST-1, каждую исследуемую химическую продукцию помещают в свежеприготов
ленный раствор ТК. После добавления соответствующего количества исследуемой химической продук
ции в раствор ТК полученную смесь инкубируют в течение приблизительно 3 или 4 ч при стандартных 
условиях культивирования (см. приложения В—D, [44]—[47]). Если раствор, содержащий ТК и иссле
дуемую химическую продукцию (или суспензия нерастворимой исследуемой химической продукции), 
приобретает синюю/пурпурную (в случае с раствором МТТ) или желтую/оранжевую (в случае с раство
ром WST-8/WST-1) окраску, исследуемую химическую продукцию признают способной непосредствен
но восстанавливать МТТ и переходят к следующей функциональной проверке, которая проводится на 
нежизнеспособных тканях модели RhCE и выполняется независимо от того, какой метод в дальнейшем 
планируется применять: измерения поглощения (ОП) или ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрию. Эта до
полнительная функциональная проверка предусматривает использование нежизнеспособных тканей, 
в которых имеет место лишь остаточный метаболизм, но которые при этом могут поглощать и удержи
вать исследуемую химическую продукцию таким же образом, как и жизнеспособные ткани. Нежизнеспо
собные ткани для VRM1 и МСТТ НСЕ™ EIT получают, подвергая образцы воздействию низких тем
ператур («замораживание»). Нежизнеспособные ткани для VRM2 получают путем продолжительного 
инкубирования образцов (например, в течение не менее чем (24 ± 1 ч)) в воде («воздействие воды»). 
Нежизнеспособные ткани для метода LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT получают, подвергая образцы 
воздействию температур на уровне минус 80 °С или ниже в течение двух периодов времени длитель
ностью по 30 мин каждый («замораживание»). Каждую способную восстанавливать ТК исследуемую 
химическую продукцию параллельно наносят не меньше чем на два образца нежизнеспособной ткани и 
полностью воспроизводят на них процесс испытаний для контроля неспецифического восстановления 
ТК (НСМТТ или HCWST) [44]—[47]. Для каждой исследуемой химической продукции должно быть до
статочно только одного контроля НСМТТ или HCWST, независимо от общего числа независимых испы- 
таний/серий. Фактическое значение показателя жизнеспособности ткани определяют как разность зна
чения жизнеспособности, полученного на жизнеспособных тканях, которые подвергались воздействию 
исследуемой химической продукции, способной восстанавливать ТК (% Жизнеспособность^^.), и зна
чения показателя неспецифического восстановления ТК (в процентах), полученного на нежизнеспособ
ных тканях, которые подвергались воздействию этой же восстанавливающей ТК химической продукции, 
вычисленных относительно результата испытаний отрицательной контрольной пробы, проводившихся
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в серии испытаний параллельно с испытаниями, результаты которых предполагается скорректировать 
(% НСМТТ или % HCWST). Таким образом, фактическая жизнеспособность ткани = [% Жизнеспособ
н о с т ь ^ ] -  [% НСМТТ или % HCWST].

7.2.7.5 В случае исследуемой химической продукции, способной создавать помехи определению 
жизнеспособности по причине свойственной ей окраски (см. 7.2.7.3) и одновременно непосредственно 
восстанавливать ТК (см. 7.2.7.4), при измерениях поглощения (ОП) в дополнение к контролю НСМТТ 
или HCWST и НСОжизнеспособных, рассмотренной выше, требуется проведение контрольных испытаний 
третьего вида. Такая необходимость обычно возникает при испытаниях темноокрашенной химической 
продукции, поглощающей свет в диапазоне (570 ± 30) нм (например, сине-, пурпурно- и черноокра- 
шенной), что затрудняет работу с МТТ-формазаном, или светлоокрашенной исследуемой химической 
продукции, поглощающей свет в диапазоне (450 ± 30) нм (например, желто- и оранжевоокрашенной), 
что затрудняет работу с WST-8/WST-1^opM a3aHOM, поскольку свойственная ей окраска затрудняет 
оценку способности непосредственно восстанавливать МТТ или WST-8/ WST-1, как указано в 7.2.7.4. 
В связи с этим проведение контроля НСМТТ или HCWST согласно общему правилу требуется наря
ду с контролем НСОжизнеспособных. Химическая продукция, при испытании которой одновременно про
водится контроль НСМТТ или HCWST и НСОжизнеспособнь|Х, может поглощаться и удерживаться как 
живыми, так и нежизнеспособными тканями. Соответственно, в данном случае контроль НСМТТ или 
HCWST может не только давать поправку на потенциальное непосредственное восстановление ТК 
исследуемой химической продукцией, но и на помехи от неспецифического окрашивания, вызванно
го поглощением и удержанием этой исследуемой химической продукции нежизнеспособными тканя
ми. Это может привести к удвоению поправки на неспецифическое окрашивание, поскольку контроль 
НС О ЖИзнеспособных Уже предполагает получение отдельной поправки на окрашивание вследствие по
глощения и удержания исследуемой химической продукции жизнеспособными тканями. Для исключе
ния вероятного применения двойной поправки на неспецифическое окрашивание должна применяться 
третья разновидность контроля, позволяющего проследить за окрашиванием нежизнеспособных тка
ней (НСОнежизнеспособных)(см. приложения В—D) [44]—[47]. Согласно этой дополнительной процедуре 
контроля исследуемую химическую продукцию параллельно наносят не менее чем на два образца не
жизнеспособной ткани и полностью воспроизводят на них процесс испытаний, с тем исключением, что 
на этапе, предусматривающем их обработку ТК, вместо раствора ТК используют неактивную среду. Для 
каждой исследуемой химической продукции достаточно только одного контроля НСОнежизнеспособных, 
независимо от числа независимых испытаний/серий, однако его следует проводить параллельно с кон
тролем НСМТТ или HCWST и на образцах ткани из одной и той же партии. Фактическое значение по
казателя жизнеспособности ткани определяют как разность значения жизнеспособности (в процентах), 
полученного на жизнеспособных тканях, которые подвергались воздействию исследуемой продукции 
(% Жизнеспособность^^), и % НСМТТ или % HCWST, а также % НСОжизнеспособных, суммируемую со 
значением показателя неспецифического окрашивания (в процентах), полученным на нежизнеспособ
ных тканях, которые подвергались воздействию создающей помехи химической продукции, но выдер
живались в среде, не содержащей ТК, вычисленное относительно результата испытаний отрицатель
ной контрольной пробы, проводившихся в серии испытаний параллельно с испытаниями, результаты 
которых предполагается скорректировать (% НСОнежизнеспособных). Таким образом, фактическая жизне
способность ткани = [% Жизнеспособность^] -  [% НСМТТ или % HCWST] -  [% НСОжизнеспособнь|х] + 
+ [ /о НСОнежизнеспосО0НЫХ].

7.2.7.6 Важно иметь в виду, что помехи, обусловленные неспецифическим восстановлением ТК 
и неспецифическим окрашиванием, могут приводить к повышению значений ОП пробы (при измере
ниях поглощения), а помехи, обусловленные неспецифическим восстановлением ТК, — к увеличению 
площади пика ФК пробы (при применении методов ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии) до уровней, 
выходящих за пределы линейного диапазона спектрофотометрического оборудования. По этой при
чине при использовании моделей RhCE для каждой лаборатории важной задачей является опреде
ление линейного диапазона ОП/площади пика применяемого для испытаний спектрофотометриче
ского оборудования с помощью МТТ-формазана (CAS № 57360-69-7), доступного для приобретения, 
например, у компании Sigma-Aldrich (кат.№ М2003), WST-8-формазана (CAS № 193149-76-7), доступ
ного для приобретения, например, у компании Dojindo Molecular Technologies, или WST-1-формазана 
(CAS № 150849-53-9), доступного для приобретения, например, у компании Toronto Research Chemicals 
(кат. № 1718750).
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1.2.7.1 Результаты измерений поглощения (ОП), выполняемых при помощи спектрофотометра, 
являются пригодными для оценки исследуемой химической продукции, способной непосредственно 
восстанавливать ТК и/или обладающей мешающей окраской, только в том случае, если наблюдаемая 
интерференция при определении ФК не характеризуется высокими значениями (т. е. значения ОП проб 
после воздействия на них исследуемой химической продукцией без внесения поправок на непосред
ственное восстановление ТК и/или неспецифическое окрашивание не выходят за пределы линейного 
диапазона спектрофотометра). Вместе с тем результаты испытаний химической продукции, для кото
рой получены значения % НСМТТ или % HCWST и/или % НСОжизнеспособных >60 % (VRM1 и VRM2 при 
испытаниях жидкой продукции и метод МСТТ НСЕ™ EIT при испытании твердой продукции), >50 % 
(VRM2 при испытании твердой продукции), >40 % (метод LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT) или >35 % 
(метод МСТТ НСЕ™ EIT при испытании жидкой продукции) относительно результата, полученного для 
отрицательной контрольной пробы, следует использовать с осторожностью, поскольку с точки зрения 
обоих VRM данные значения являются пороговыми для различения классифицируемой и некласси- 
фицируемой химической продукции (см. 7.2.9.1). С другой стороны, поглощение (ОП) не может быть 
измерено, если интерференция при определении ФК характеризуется высокими значениями (т. е. не
скорректированные значения ОП для испытуемых проб выходят за пределы линейного диапазона спек
трофотометра). Окрашенная химическая продукция или продукция, приобретающая окраску при кон
такте с водой или изопропанолом, которая создает существенные помехи при измерениях поглощения 
(ОП) в процессе определения ФК, может оцениваться посредством ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии 
(см. приложения В—Е), поскольку ВЭЖХ/УВЭЖХ обеспечивают разделение исследуемой продукции и 
ФК перед количественным определением последнего. Это означает, что в случае применения ВЭЖХ- 
УВЭЖХ-спектрофотометрии необходимость контроля НСОжизнеспособных или НСОнежизнеспособных от
сутствует независимо от того, какая именно химическая продукция испытывается. Необходимость 
контроля НСМТТ или HCWST напротив сохраняется, если исследуемая химическая продукция предпо
ложительно способна непосредственно восстанавливать ТК (как описано в 7.2.7.4). Проведение контро
ля НСМТТ или HCWST также требуется, если химическая продукция имеет окраску (собственную или 
проявляющуюся при контакте с водой), которая затрудняет оценку ее способности непосредственно 
восстанавливать ТК в соответствии с 7.2.7.4. Если для количественного определения ФК применяются 
методы ВЭЖХ/УВЭЖХ-спектрофотометрии, значение жизнеспособности тканей (в процентах) вычис
ляют как отношение площади пика ФК, полученного на жизнеспособных тканях после воздействия на 
них исследуемой химической продукцией, к площади пика ФК, полученного для параллельно испы
тываемой отрицательной контрольной пробы (в процентах). Для исследуемой химической продукции, 
способной непосредственно восстанавливать ТК, фактическое значение показателя жизнеспособности 
определяют как разность % Жизнеспособность^.^ и % НСМТТ или % HCWST в соответствии с заклю
чительным положением 7.2.7.3. Следует также иметь в виду, что если химическая продукция, которая 
способна непосредственно восстанавливать ТК и помимо этого обладает мешающей проведению ана
лиза окраской, задерживается в тканях после обработки и восстанавливает ТК настолько интенсив
но, что уровень ОП (при измерениях ОП) или площади пиков (при применении метода УВЭЖХ/ВЭЖХ- 
спектрофотометрии) для испытуемых проб выходят за пределы линейного диапазона используемого 
спектрофотометра, подготовить достоверную оценку степени ее опасности при применении методов с 
использованием RhCE не представляется возможным, хотя вероятность наличия подобной продукции 
на практике чрезвычайно мала.

7.2.7.8 Методы ВЭЖХ/УВЭЖХ могут использоваться для количественного определения ФК при 
испытаниях любых видов химической продукции (окрашенной, неокрашенной, восстанавливающей и 
не восстанавливающей ТК) [10], [48]. Существует большое разнообразие ВЭЖХ/УВЭЖХ спектрофо
тометрических систем, в связи с чем аналитические условия, обеспечиваемые системами, которые 
находятся в распоряжении у конкретных пользователей, едва ли могут быть во всех случаях полностью 
идентичными. С учетом данного обстоятельства до начала использования выбранной системы для це
лей количественного определения ТК в пробах необходимо убедиться в ее соответствии критериям при
емлемости, установленным для стандартного набора квалификационных параметров, основанным на 
положениях руководства по валидации биоаналитических методов в промышленности, которое было 
разработано американским Управлением по санитарному надзору за качеством пищевых продуктов и 
медикаментов [48], [49]. Данные ключевые параметры и действующие для них критерии приемлемости 
приведены в приложении Е. Если спектрофотометрическая система ВЭЖХ/УВЭЖХ обеспечивает со
блюдение критериев согласно приложению Е, она признается пригодной для выполнения количествен
ных определений ФК в аналитических условиях, предусмотренных настоящим стандартом.
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7.2.8 Критерии приемлемости
В каждой серии испытаний с использованием тканей RhCE из партий, успешно прошедших кон

троль качества (см. 7.2.5), образцы тканей, обработанные отрицательной контрольной пробой, должны 
демонстрировать значения ОП, отражающие фактическое состояние этих тканей после их транспор
тирования и получения, а также прохождения всех этапов, предусмотренных протоколом испытаний, и 
не выходящие за установленные пределы, известные по предыдущим наблюдениям, указанные в та
блице 2 (см. 7.2.1). Ткани, обработанные положительной контрольной пробой, т. е. метилацетатом (для 
VRM1, VRM2 и метода МСТТ НСЕ™ EIT), этанолом (для метода LabCyte CORNEA- MODEL24 EIT при 
испытаниях жидкой продукции) или лауриновой кислотой (для метода LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT 
при испытаниях твердой продукции), должны характеризоваться средним показателем жизнеспособно
сти <50 % по отношению к тканям, обработанным отрицательной контрольной пробой, при применении 
VRM1 для жидкой или твердой химической продукции, <30 % (для жидкой продукции) или <20 % (для 
твердой продукции) — в случае применения VRM2, <35 % — в случае применения метода МСТТ НСЕ™ 
EIT и <40 % — в случае применения метода LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT, что отражает способность 
этих тканей предсказуемым образом реагировать на воздействие раздражающей химической продук
ции в условиях, предусмотренных соответствующим методом испытаний [44]—[47]. Вариабельность 
образцов тканей, параллельно обрабатываемых исследуемой химической продукцией и контрольными 
веществами, должна находиться в допустимых пределах (т. е. разность значений жизнеспособности 
двух параллельно обрабатываемых образцов ткани должна составлять менее 20 % либо стандартное 
отклонение (СО) трех параллельно обрабатываемых образцов ткани не должно превышать 18 %). Если 
результаты испытаний отрицательной или положительной контрольных проб, включенных в серию ис
пытаний, выходят за пределы диапазона приемлемости, такую серию рассматривают как несоответ
ствующую установленным требованиям и испытания проводят повторно. Если вариабельность парал
лельно обрабатываемых исследуемой химической продукцией образцов тканей выходит за указанные 
пределы, испытание должно рассматриваться как несоответствующее установленным требованиям и 
исследуемая химическая продукция должна испытываться заново.

7.2.9 Интерпретация результатов и модель построения прогнозов
7.2.9.1 Значения ОП/площади пиков, полученные для параллельно обрабатываемых образцов 

тканей каждой исследуемой химической продукцией, должны использоваться для вычисления средне
го арифметического значения жизнеспособности в процентах (среднего арифметического для испытуе
мых образцов тканей) по отношению к результату, полученному для отрицательной контрольной пробы 
и принятому равным 100 %. Предельные значения жизнеспособности тканей (в процентах) для иден
тификации химической продукции, не требующей классификации как вызывающей раздражение или 
серьезное повреждение глаз (класс опасности согласно СГС ООН отсутствует), приведены в таблице 4. 
Интерпретацию полученных результатов следует осуществлять следующим образом:

- исследуемую химическую продукцию признают не требующей классификации и маркировки 
в рамках СГС ООН (класс опасности отсутствует), если среднее арифметическое значение жизнеспо
собности тканей (в процентах) после воздействия и последующего инкубирования больше (>) уста
новленного предельного значения жизнеспособности (в процентах), приведенного в таблице 4. В этом 
случае проведение дальнейших испытаний с применением других методов не требуется;

- если среднее арифметическое значение жизнеспособности тканей (в процентах) после воздей
ствия на них исследуемой химической продукцией и последующего инкубирования меньше или равно 
(<) установленному предельному значению жизнеспособности (в процентах), прогнозирование не пред
ставляется возможным, исходя из отдельно взятого результата, как указано в таблице 4. Это связано 
с тем, что в случае, если результат признается положительным, применяемые методы не позволяют 
принять окончательное решение об отнесении химической продукции к классу опасности 1 или классу 
опасности 2 согласно СГС ООН (см. 3.11). Кроме того, для методов испытаний с использованием RhCE 
отмечена довольно высокая доля (в процентах) ложноположительных результатов (см. 3.6—3.9). В лю
бом случае для целей дальнейшей классификации исследуемой химической продукции необходимо 
располагать дополнительной информацией, как предусмотрено соответствующим руководящим доку
ментом IATA [3].
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Та бли ца  4 — Модели построения прогнозов в соответствии с классификацией СГС ООН

Метод испытания Класс опасности отсутствует Прогнозирование не представляется 
возможным

EpiOcular™EIT
(для жидкой и твердой продукции)

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани >60 %

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани <60 %

SkinEthic™HCE EIT 
(для жидкой продукции)

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани >60 %

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани <60 %

SkinEthic™HCE EIT 
(для твердой продукции)

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани >50 %

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани <50 %

LabCyteCORNEA-MODEL24EIT 
(для жидкой и твердой продукции)

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани >40 %

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани <40 %

МСТТ НСЕ™Е1Т 
(для жидкой продукции)

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани >35 %

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани <35 %

МСТТ НСЕ™Е1Т 
(для твердой продукции)

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани >60 %

Среднее арифметическое значение 
жизнеспособности ткани <60 %

7.2.9.2 Одного испытания, в котором параллельно было использовано не менее двух образцов 
ткани, должно быть достаточно для исследуемой химической продукции, если получен однозначный 
результат. Тем не менее, если полученные результаты носят пограничный характер, в том числе ког
да результаты определений не согласуются и/или среднее арифметическое значение жизнеспособ
ности тканей (в процентах) соответствует (60 ± 5) % (VRM1 и VRM2 для жидкой продукции и метод 
МСТТ НСЕ™ EIT для твердой продукции), (50 ± 5) % (VRM2 для твердой продукции), (40 ± 5) % (метод 
LabCyte CORNEA-MODEL24 EIT) или (35 ± 5) % (метод МСТТ НСЕ™ EIT для жидкой продукции), целе
сообразно принять решение о проведении второго испытания, а также третьего — в случае расхожде
ния результатов первых двух испытаний.

Эталонная химическая продукция может быть использована для оценивания потенциальной спо
собности неизвестной исследуемой химической продукции вызывать серьезное повреждение/ раздра
жение глаз или для оценивания относительной офтальмологической токсичности классифицируемой 
химической продукции в пределах заданного диапазона положительного отклика.

8 Данные и отчеты об испытаниях

8.1 Данные

Информацию об отдельных результатах испытаний параллельно используемых образцов ткани 
в серии испытаний (например, значения ОП площади пиков для ФК и вычисленные значения жизнеспо
собности тканей (в процентах) для исследуемой химической продукции и контрольных проб, а также 
итоговое прогнозное заключение, подготовленное после применения метода с использованием RhCE) 
представляют в табличной форме для каждой исследуемой химической продукции и при необходимо
сти включают в нее данные, полученные при проведении повторных испытаний. Кроме того, следует 
приводить среднее арифметическое значение жизнеспособности тканей (в процентах) и разность зна
чений жизнеспособности тканей двух параллельно обрабатываемых образцов (если количество об
рабатываемых образцов п = 2) или СО (если количество обрабатываемых образцов п > 3) для каждой 
исследуемой химической продукции и контрольной пробы. Любые помехи, наблюдаемые при количе
ственном определении ФК и обусловленные исследуемой химической продукцией, т. е. способность не
посредственно восстанавливать ТК и/или наличие мешающей окраски, должны быть отражены в отчете 
об испытаниях для каждой исследуемой химической продукции.

8.2 Отчет об испытаниях

Отчет об испытаниях должен включать в себя следующую информацию:
Исследуемая химическая продукция.
Однокомпонентное вещество:
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- идентификационные данные химической продукции, а именно название (ня) по IUPAC или CAS, 
регистрационный номер (номера) CAS, коды SMILES или InChl, структурную формулу и/или другие от
личительные признаки;

- сведения об агрегатном состоянии, летучести, показателе pH, значении LogP, молекулярной 
массе, классе химических веществ, а также по возможности других значимых физико-химических ха
рактеристиках;

- сведения о степени чистоты, характеристика примесей, если подготовка такой характеристики 
возможна и практически целесообразна, и т. п.;

- способ обработки перед началом испытаний, если такая обработка проводилась (например, по
догрев, измельчение);

- сведения об условиях хранения и стабильности вещества, если таковые имеются.
Многокомпонентное вещество, UVCB и смеси:
- как можно более полное описание вещества, например все доступные сведения о химических 

обозначениях (см. выше), степени чистоты, о количественных долях и соответствующих физико-хими
ческих характеристиках (см. выше) его составляющих;

- сведения об агрегатном состоянии, а также по возможности других значимых физико-химических 
характеристиках;

- сведения о степени чистоты, характеристика примесей, если подготовка такой характеристики 
возможна и практически целесообразна, и т. п.;

- способ обработки перед началом испытаний, если такая обработка проводилась (например, по
догрев, измельчение);

- сведения об условиях хранения и стабильности, если таковые имеются.
Вещества для положительной и отрицательной контрольных проб:
- идентификационные данные, а именно название (я) по IUPAC или CAS, регистрационный номер 

(номера) CAS, коды SMILES или InChl, структурную формулу и/или другие отличительные признаки;
- сведения об агрегатном состоянии, летучести, молекулярной массе, классе химических веществ, 

а также по возможности других значимых физико-химических характеристиках;
- сведения о степени чистоты, характеристика примесей, если подготовка такой характеристики 

возможна и практически целесообразна, и т. п.;
- способ обработки перед началом испытаний, если такая обработка проводилась (например, по

догрев, измельчение);
- сведения об условиях хранения и стабильности вещества, если таковые имеются;
- обоснование выбора вещества отрицательной контрольной пробы, отличного от рекомендован

ных в приложении А, при необходимости;
- обоснование выбора вещества положительной контрольной пробы, отличного от рекомендован

ных в приложении А, при необходимости;
- ссылки на результаты прошлых испытаний отрицательных и положительных контрольных проб, 

подтверждающие пригодность критериев приемлемости, использованных для серий испытаний.
Информация о лице/организации, осуществлявших финансирование, и лаборатории, проводив

шей испытания:
- наименование/имя и адрес организации/лица, осуществлявших финансирование, лаборатории, 

где проводились испытания, а также имя руководителя исследования.
Использованная модель ткани RhCE и применявшийся протокол исследования (с соответствую

щим обоснованием выбора, при необходимости).
Условия испытаний в соответствии с применяемым методом:
- сведения об использованной модели ткани RhCE, включая номер партии;
- сведения о длине волны и полосе пропускания (при необходимости), использованных для количе

ственного определения ФК, и линейном диапазоне средства измерений (например, спектрофотометра);
- описание метода, используемого для количественного определения ФК;
- описание спектрофотометрической системы ВЭЖХ/УВЭЖХ, если такая система использовалась.
Полный объем сопроводительной информации о конкретной используемой модели тканей RhCE,

включая сведения о ее характеристиках. Эта информация, в частности, должна включать данные, ка
сающиеся:

- контроля качества с точки зрения жизнеспособности (поставщиком);
- контроля жизнеспособности в условиях, предусмотренных методом испытаний (пользователем);
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- контроля качества с точки зрения эффективности барьерных функций ткани (для положитель
ных и отрицательных контрольных проб);

- морфологии ткани (если таковые имеются);
- других видов контроля качества (КК) модели ткани RhCE (если таковые имеются);
- ссылки на данные прошлых наблюдений за характеристиками модели ткани RhCE. Эта инфор

мация должна включать, но не ограничиваться сведениями, касающимися приемлемости результатов 
КК со ссылкой на накопленные данные соответствующей партии ткани;

- сведения о наличии у испытательной лаборатории достаточной квалификации до начала регу
лярного применения соответствующего метода испытаний, подтвержденной с использованием химиче
ских веществ согласно рекомендованному списку для проверки квалификации.

Критерии приемлемости результатов испытаний:
- средние значения, полученные для положительных и отрицательных контрольных проб, и диа

пазоны приемлемости, основанные на данных прошлых наблюдений;
- допустимая вариабельность характеристик образцов ткани, на которые наносились положитель

ные и отрицательные контрольные пробы;
- допустимая вариабельность характеристик образцов ткани, на которые наносилась исследуе

мая химическая продукция.
Порядок испытаний:
- подробное описание применяемой методики испытаний;
- используемая дозу исследуемой химической продукции и контрольных веществ;
- длительность и температура воздействия химической продукцией, ополаскивания погружением 

и периодов инкубирования образцов (при необходимости);
- описание любых изменений методики испытаний;
- результаты контроля для исследуемой химической продукции, способной непосредственно вос

станавливать ТК и/или имеющей мешающую окраску (при необходимости);
- количество образцов ткани, параллельно использованных для испытаний каждой исследуемой 

химической продукции и контрольных веществ (положительной контрольной пробы, отрицательной 
контрольной пробы), а также контроля НСМТТ, HCWST, НСОжизнеспособных и НСОнежизнеспособных (при 
необходимости).

Результаты:
- представление в табличной форме данных для каждой исследуемой химической продукции и 

контрольных веществ в каждой серии испытаний (в том числе для повторных испытаний, если прово
дились) и для всех параллельно испытанных образцов, включая значения ОП или площади пиков ФК, 
значения жизнеспособности ткани (в процентах), среднее арифметическое значение жизнеспособно
сти ткани (в процентах), разность значений жизнеспособности параллельно обрабатываемых образцов 
ткани или СО, а также окончательное прогнозное заключение;

- в случае необходимости также — результаты контроля химической продукции, способной не
посредственно восстанавливать ТК и/или имеющей мешающую окраску, включая значения ОП или 
площади пика ФК, ^  НСМТТ или ^  HCWST, ^  НСОжизнеспосО0НЫХ, /о НСОнежизнеспосодных, разность 
значений жизнеспособности параллельно обрабатываемых образцов ткани или СО, окончательно 
скорректированное значение жизнеспособности ткани (в процентах), а также окончательное прогноз
ное заключение;

- результаты, полученные для исследуемой химической продукции и контрольных веществ с точки 
зрения их соответствия критериям приемлемости для испытания и серии испытаний;

- описание прочих явлений, наблюдавшихся в ходе испытаний, например, окрашивание тканей 
при испытаниях химической продукции, имеющей собственную окраску.

Рассмотрение результатов.
Выводы.
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Приложение В 
(обязательное)

Блок-схема для наглядного представления процесса выявления веществ, способных 
непосредственно восстанавливать МТТ и/или обладающих мешающей окраской, 

и дальнейших операций с ними согласно СОП для VRM1

Предварительная проверка 
на специфическое окрашивание
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Приложение С 
(обязательное)

Блок-схема для наглядного представления процесса выявления веществ, способных 
непосредственно восстанавливать МТТ и/или обладающих мешающей окраской, 

и дальнейших операций согласно СОП для VRM2

Предварительная проверка 
на неспецифическое окрашивание
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Приложение D 
(обязательное)

Блок-схема для наглядного представления процесса выявления веществ, способных 
непосредственно восстанавливать WST и/или обладающих мешающей окраской, 

и дальнейших операций с ними согласно СОП для LABCYTE CORNEA-MODEL24 EIT

Предварительная проверка 
на неспецифическое окрашивание
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Приложение Е 
(обязательное)

Ключевые параметры и критерии приемлемости для признания спектрофотометрической 
системы ВЭЖХ/УВЭЖХ пригодной для количественного определения МТТ-формазана,

экстрагируемого из моделей тканей RhCE

Табли ца  Е.1 — Параметры и критерии приемлемости для признания спектрофотометрической системы ВЭЖХ/ 
УВЭЖХ пригодной для количественного определения МТТ-формазана

Параметр Протокол выполнения измерений согласно 
руководству FDA[43], [45] Критерии приемлемости

Избирательность Исследование изопропанола, холостой пробы на основе 
жизнеспособных тканей (изопропанолового экстракта 
из жизнеспособных тканей RhCE, не подвергавшихся 
какой-либо обработке), холостой пробы на основе 
нежизнеспособных тканей (изопропанолового экстракта 
нежизнеспособных тканей RhCE, не подвергавшихся 
какой-либо обработке) и красителя (например, 
метиленового синего)

Площадьпомехи < 20 % 
от Площади11001)

Прецизионность Контроль качества (т. е. растворы МТТ-формазана кон
центрацией 1,6; 16 и 160 мкг/мл) в изопропаноле (л = 5)

CV< 15% или <20% 
для LLOQ

Точность Контроль качества с использованием изопропанола 
(п = 5)

% Dev < 15 % 
или < 20 % для LLOQ

Влияние матрицы Контроль качества с холостой пробой на основе жизне
способных тканей (л = 5)

85 % < %Влияние ма
трицы <115%

Перенос (следы 
предыдущей пробы)

Анализ изопропанола после анализа стандартного рас
твора для ULOQ2)

Площадьпомехи < 20 % 
от ПлощадИ|_10а

Воспроизводимость 
(в течение дня)

3 отдельные кривые градуировки (для 6 последователь
но разбавленных 1 : 3 растворов МТТ-формазана в изо
пропаноле, начиная с ULOQ, т. е. 200 мкг/мл). Контроль 
качества с использованием изопропанола (л = 5)

Градуировочные кривые: 
% Dev < 15 % 

или < 20 % для LLOQ. 
Контроль качества: % 

Dev < 15 % и CV< 15 %
Воспроизводимость 
(в разные дни)

День 1: 1 калибровочная кривая и контроль качества с 
использованием изопропанола (л = 3).
День 2: 1 калибровочная кривая и контроль качества с 
использованием изопропанола (л = 3).
День 3: 1 калибровочная кривая и контроль качества с 
использованием изопропанола (л = 3)

Краткосрочная стабиль
ность МТТ-формазана в 
экстракте тканей RhCE

Холостые пробы для контроля качества на основе жиз
неспособных тканей (л = 3) анализируют в день приго
товления и спустя 24 ч хранения при комнатной темпе
ратуре

% Dev < 15 %

Долгосрочная 
стабильность МТТ- 
формазана в экстракте 
ткани RhCE (при 
необходимости)

Холостые пробы для контроля качества на основе жиз
неспособных тканей (л = 3) анализируют в день приго
товления и спустя несколько дней хранения при темпе
ратуре 20 °С

% Dev < 15 %

1) LLOQ: (Lower Limit of Quantification) — нижний предел количественного определения, который должен 
соответствовать от 1 % до 2 % показателя жизнеспособности тканей, т. е. 0,8 мкг/мл.

2) ULOQ (Upper Limit of Quantification) — верхний предел количественного определения, который дол
жен соответствовать не менее чем двухкратному значению максимальной предполагаемой концентрации 
МТТ-формазана в изопропаноловых экстрактах для отрицательных контрольных проб (~70 мкг/мл для VRM), 
т. е. 200 мкг/мл.
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Приложение ДА 
(справочное)

Сопоставление структуры настоящего стандарта со структурой международного документа

Табли ца  ДА. 1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа

Разделы Пункты Перечисления Пункты Перечисления

Введение 1,2, 5, 6, 7 —
1 1.1 — 3 —

1.2 — 4 —
2 — — 8 —

2.1 — Приложение 1 —
2.2 — Приложение 1 —
2.3 — Приложение 1 —
2.4 — Приложение 1 —
2.5 — Приложение 1 —
2.6 — Приложение 1 —
2.7 — Приложение 1 —
2.8 — Приложение 1 —
2.9 — Приложение 1 —
2.10 — Приложение 1 —
2.11 — Приложение 1 —
2.12 — Приложение 1 —
2.13 — Приложение 1 —
2.14 — Приложение 1 —
2.15 — Приложение 1 —
2.16 — Приложение 1 —
2.17 — Приложение 1 —
2.18 — Приложение 1 —
2.19 — Приложение 1 —
2.20 — Приложение 1 —
2.21 — Приложение 1 —
2.22 — Приложение 1 —
2.23 — Приложение 1 —
2.24 — Приложение 1 —
2.25 — Приложение 1 —
2.26 — Приложение 1 —
2.27 — Приложение 1 —
2.28 — Приложение 1 —
2.29 — Приложение 1 —
2.30 — Приложение 1 —
2.31 — Приложение 1 —
2.32 — Приложение 1 —
2.33 — Приложение 1 —
2.34 — Приложение 1 —
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Продолжение таблицы ДА. 1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа

Разделы Пункты Перечисления Пункты Перечисления

2.35 — Приложение 1 —
2.36 — Приложение 1 —
2.37 — Приложение 1 —
2.38 — Приложение 1 —
2.39 — Приложение 1 —
2.40 — Приложение 1 —
2.41 — Приложение 1 —
2.42 — Приложение 1 —
2.43 — Приложение 1 —
2.44 — Приложение 1 —
2.45 — Приложение 1 —
2.46 — Приложение 1 —
2.47 — Приложение 1 —
2.48 — Приложение 1 —
2.49 — Приложение 1 —
2.50 — Приложение 1 —
2.51 — Приложение 1 —
2.52 — Приложение 1 —
2.53 — Приложение 1 —
2.54 — Приложение 1 —
2.55 — Приложение 1 —
2.56 — Приложение 1 —
2.57 — Приложение 1 —
2.58 — Приложение 1 —
2.59 — Приложение 1 —
2.60 — Приложение 1 —
2.61 — Приложение 1 —
2.62 — Приложение 1 —
2.63 — Приложение 1 —
2.64 — Приложение 1 —
2.65 — Приложение 1 —
2.66 — Приложение 1 —
2.67 — Приложение 1 —
2.68 — Приложение 1 -
2.69 — Приложение 1 —
2.70 — Приложение 1 —

3 3.1 — 9 —
3.2 — 10 —
3.3 — 11 —
3.4 — 12 —
3.5 — 13 —
3.6 — 14 —
3.7 — 15 —
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Окончание таблицы ДА. 1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа

Разделы Пункты Перечисления Пункты Перечисления

3.8 — 16 —

3.9 — 17 —

3.10 — 18 —

3.11 — 19 —

3.12 — 20 —

4 4.1 — 21 —

4 .2 — 22 —

4.3 — 23 —

5 5.1 — 24 —

5.2 — 25 —

6 — — 26 —

7 7.1 — 27 —

7.2.1 — 28 —

7.2 .2 — 29 —

7 .2 .3 — 30 —

7.2 .4 — 31 —

7 .2 .5 — 32 —

7.2 .6 .1 — 33 —

7 .2 .6 .2 — 34 —

7 .2 .6 .3 — 35 —

7 .2 .6 .4 — 36 —

7.2 .7 .1 — 37 —

1 .2 .7 .2 — 38 —

7 .2 .7 .3 — 39 —

1 .2 .1  А — 40 —

1 .2 .1 .5 — 41 —

7 .2 .7 .6 — 42 —

1 .2 .1 .1 — 43 —

7 .2 .7 .8 — 44 —

7.2 .8 — 45 —

7.2.9 .1 — 46 —

7.2.Э .2 — 47 —

8 8.1 — 48 —

8.2 — 49 —

Приложение А — Приложение 2 —

Приложение В — Приложение 3 —

Приложение С — Приложение 4 —

Приложение D — Приложение 5 —

Приложение Е — Приложение 6 —
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Поправка к ГОСТ 34735—2021 Методы испытаний по воздействию химической продукции на 
организм человека. Методы испытаний с применением реконструированного рогового эпителия 
человека (RhCE) для определения химической продукции, не требующей классификации 
опасности как вызывающей раздражение или серьезное повреждение глаз
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