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Актуальность. Изучение токсичности химических веществ при ингаляционном 
введении имеет ряд особенностей, вызывающих затруднения при планирова-
нии эксперимента. Параметрами выбора при этом являются: вид эксперимен-
тальных животных, тип ингаляционной установки и способ ингаляции (динами-
ческий или статический).
Цель. Анализ практики применения нормативных требований к проведению 
доклинических исследований токсичности химических веществ при их ингаля-
ционном введении.
Обсуждение. Проведен сравнительный анализ требований международ-
ных и отечественных стандартов (ГОСТ 32542‑2013, ГОСТ 32643-2020, 
ГОСТ 32636‑2020, ГОСТ 32383-2013, ГОСТ 32646-2014) по исследованию инга-
ляционной токсичности химических веществ. Показано, что совершенствова-
ние нормативной правовой базы связано с внедрением правил надлежащей 
лабораторной практики и использованием риск-ориентированного подхода 
к определению классов опасности исследуемых веществ. Отмечено, что класс 
опасности вещества определяют у грызунов без переноса дозовой зависимости 
на человека. Выявлены различия основных правил проведения ингаляционно-
го воздействия в исследованиях на грызунах при изучении острой, подострой, 
субхронической и хронической токсичности. Описаны современные подходы, 
позволяющие оценивать ингаляционную токсичность химических веществ 
и лекарственных средств с помощью тестов in vitro, заменяющих исследования 
на животных.
Выводы. Согласно действующим нормативным документам объектом иссле-
дований ингаляционной токсичности являются крысы/мыши, которые имеют 
анатомические различия с человеком. В качестве альтернативы исследованиям 
на животных разрабатываются и валидируются методы in vitrо, которые требуют 
рассмотрения и утверждения регуляторными органами.

Ключевые слова: ингаляционное введение; острая токсичность; подострая токсичность; субхроническая 
токсичность; хроническая токсичность; надлежащая лабораторная практика
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Scientific relevance. Studies of the inhalation administration of chemicals are as-
sociated with challenges in designing experiments. The parameters to be selected 
include the experimental animal species, the inhalation chamber, and the mode of 
inhalation (dynamic or static).
Aim. This study aimed to analyse the practical application of regulatory require-
ments to non-clinical studies of the inhalation toxicity of chemicals.
Discussion. This review compares the international requirements for studying 
the inhalation toxicity of chemicals and the corresponding Russian standards, in-
cluding GOST 32542-2013, GOST 32643-2020, GOST 32636-2020, GOST 32383-2013, 
and GOST 2646-2014. The improvement of the legal and regulatory framework cor-
relates with adopting the Good Laboratory Practice and the risk-based approach to 
categorising test substances into hazard classes. Hazard classes are determined in 
rodents without dose extrapolation to humans. The authors present the differences 
between the main guidelines on inhalation exposure in rodent studies of acute, sub-
acute, subchronic, and chronic toxicity. The article describes current approaches to 
assessing the inhalation toxicity of chemicals, which allow researchers to replace 
animal studies with in vitro tests.
Conclusions. According to the current regulatory standards, inhalation toxicity is 
studied in rats/mice, which have anatomical differences from humans. As an alter-
native to animal studies, researchers are developing and validating in vitro methods, 
which yet require regulatory review and approval.
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Введение
Исследования токсичности химических веществ, 
поступающих в организм ингаляционным пу-
тем, проводятся в различных сферах деятель-
ности человека для установления предель-
но допустимых концентраций (ПДК) веществ 
в воздухе при строительстве и эксплуатации 
производственных, жилых помещений и транс-
порта, при оценке профессиональных рисков 
для здоровья работников, а также для иссле-
дования токсичности лекарственных средств. 
Проведение таких исследований сопряжено 
с рядом трудностей, связанных с особенностями 
планирования эксперимента и выбором способа 
введения химического вещества лабораторным 
животным (интраназально  — только через сли-
зистую носа, эндотрахеально  — минуя верх-
ние дыхательные пути, ингаляционно — только 

через нос или только через голову, либо путем 
воздействия на всю поверхность тела в каме-
рах), а также с выбором установок для ингаля-
ционного введения, поддерживающих статиче-
ский или динамический способ ингаляции.

В фармацевтической отрасли ингаляционный 
путь введения препаратов является относитель-
но новым, особенно для биотехнологических 
лекарственных препаратов, которые также мо-
гут применяться ингаляционно [1, 2]. Сложности 
в планировании и проведении исследований 
влекут за собой несоответствия в трактовке тер-
минов и определений, а также в интерпретации 
результатов. Например, существуют расхожде-
ния в наименовании исследований токсичности 
в зависимости от их продолжительности. В США 
и странах Европейского союза придерживаются 
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следующей классификации: до 28 сут вклю-
чительно  — подострая токсичность; 29–90 сут 
(3 мес.)  — субхроническая токсичность; свыше 
3 мес.  — хроническая токсичность. В  России 
же используется другая классификация: иссле-
дования продолжительностью менее 28  сут  — 
субхроническая токсичность; свыше 28  сут  — 
хроническая. Различия в терминологии могут 
вводить в заблуждение относительно истинной 
продолжительности исследования при планиро-
вании экспериментов, в также при анализе науч-
ной литературы [2].

Для обеспечения достоверности результатов 
доклинических исследований лекарственных 
средств и для гармонизации отечественных 
требований с международными, в первую оче-
редь с изложенными в документах Организации 
экономического сотрудничества и развития 
(Organisation for Economic Co-operation and 
Development, OECD) в Российской Федерации 
как национальный стандарт с 1 марта 2010 г. 
утверждены правила надлежащей лаборатор-
ной практики (Good Laboratory Practice, GLP)1. 
Однако в реестре Росаккредитации на сего-
дняшний день зарегистрировано только 14  ис-
пытательных лабораторий, работающих в со-
ответствии с методическими рекомендациями 
OECD2.

Цель работы  — анализ практики применения 
нормативных требований к проведению докли-
нических исследований токсичности химиче-
ских веществ при их ингаляционном введении.

Нормативные правовые акты
Исследования острой, подострой, субхрониче-
ской и хронической токсичности при ингаля-
ционном введении в лабораториях, аккреди-
тованных по GLP, проводятся в соответствии 

с протоколами OECD3 № 403, 412, 413 и 452 со-
ответственно. В Российской Федерации анало-
гичные требования для проведения этих видов 
исследований изложены в межгосударствен-
ных стандартах, которые действуют в странах 
Евразийского экономического союза, а также 
в Таджикистане и Молдове, что определяет воз-
можность дальнейшего экспорта и импорта про-
дукции:
1)  ГОСТ 32542-20134 используют при проведе- 
нии испытаний химической продукции для коли-
чественной оценки риска в соответствии с согла-
сованной на глобальном уровне системой клас-
сификации и маркировки химических веществ 
(СГС)5;
2)  ГОСТ 32643-20206 и ГОСТ 32636-20207 исполь-
зуют для определения токсичности исследуемо-
го химического вещества при ингаляционном 
поступлении в организм в результате повторно-
го воздействия продолжительностью 28 и 90 сут 
соответственно, а также для количественной 
оценки риска при вдыхании газов, паров и аэро-
золей наноматериалов;
3)  ГОСТ 32383-20138 используют для определе-
ния максимальной дозы, не вызывающей явного 
нежелательного эффекта (no-observed-adverse-
effect level, NOAEL), что может быть использо-
вано для установления критерия безопасности 
исследуемого вещества для человека (рекомен-
дуется проведение комбинированного исследо-
вания хронической токсичности и канцероген-
ности);
4)  ГОСТ 32646-20149 используют в качестве до-
полнения к ГОСТ 32542-2013 для проведения 
частных процедур тестирования газов, паров 
и аэрозолей.

Пересмотр указанных стандартов и внесение 
в них изменений были связаны с необходи-
мостью проведения испытаний аэрозольных 

1	 ГОСТ 33044-2014. Принципы надлежащей лабораторной практики. (OECD Guide 1:1998, IDT). 
2	 Реестр испытательных лабораторий (центров), соответствующих принципам надлежащей лабораторной практики. 

https://fsa.gov.ru/infrastructure/nadlezhashchaya-laboratornaya-praktika-v-rossii/reestr-ispytatelnykh-laboratoriy-tsentrov-
sootvetstvuyushchikh-printsipam-nadlezhashchey-laboratorno/

3	 OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4 Health Effects. https://doi.org/10.1787/20745788
4	 ГОСТ 32542-2013. Основные требования к проведению испытаний по оценке острой токсичности при ингаляци-

онном поступлении. Соответствует международному документу OECD Test No. 403:2008 Acute inhalation toxicity.  
https://doi.org/10.1787/9789264070608-en

5	 https://unece.org/ru/ghs-rev5-2013
6	 ГОСТ 32643-2020. Токсичность подострая ингаляционная: 28-дневное исследование. Модифицирован по отношению  

к международному документу OECD Test No. 412:2018 Subacute inhalation toxicity: 28-day study. https://doi.org/10.1787/ 
9789264070783-en 

7	 ГОСТ 32636-2020. Субхроническая ингаляционная токсичность: 90 дневное исследование. Модифицирован 
по отношению к международному документу OECD Test No. 413:2018 Subchronic inhalation toxicity: 90-day study.  
https://doi.org/10.1787/9789264070806-en

8	 ГОСТ 32383-2013. Изучение хронической токсичности при ингаляционном поступлении. Соответствует международному 
документу OECD Test No. 452:2008 Chronic toxicity studies. https://doi.org/10.1787/9789264071209-en

9	 ГОСТ 32646-2014. Острая ингаляционная токсичность — метод определения класса острой токсичности (метод АТС). 
Соответствует международному документу OECD Test No. 436:2008 Acute inhalation toxicity — Acute toxic class method.  
https://doi.org/10.1787/9789264076037-en 

https://fsa.gov.ru/infrastructure/nadlezhashchaya-laboratornaya-praktika-v-rossii/reestr-ispytatelnykh-laboratoriy-tsentrov-sootvetstvuyushchikh-printsipam-nadlezhashchey-laboratorno/
https://fsa.gov.ru/infrastructure/nadlezhashchaya-laboratornaya-praktika-v-rossii/reestr-ispytatelnykh-laboratoriy-tsentrov-sootvetstvuyushchikh-printsipam-nadlezhashchey-laboratorno/
https://doi.org/10.1787/9789264070783-en
https://doi.org/10.1787/9789264070783-en
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частиц, включая наноматериалы. Исследования 
токсичности наноматериалов в Российской 
Федерации регламентированы ГОСТ 32643-2020 
и ГОСТ 32636-2020, а также ГОСТ Р ИСО 10808-
201510.

Практика применения требований 
нормативных документов 
при проведении исследований
Результаты анализа научной литературы 
за последние 5 лет показали, что на террито-
рии Российской Федерации проводится ма-
лое количество исследований ингаляционной 
токсичности согласно принятым ГОСТ [3–5]. 
Большинство отечественных авторов планиру-
ют и проводят эксперименты, не используя при-
нятые в Российской Федерации рекомендации 
[6–8]. Это может быть связано со сложностями 
при введении паров, газов и аэрозолей, при вы-
боре способа введения и типа ингаляционной 
камеры, а также при валидации метода. По этой 
причине в России встречаются исследования 
с использованием в качестве альтернативного 
способа эндотрахеального введения химиче-
ских веществ как наиболее просто осуществи-
мого при отсутствии специальной ингаляцион-
ной техники. Однако данный метод введения, 
используемый для суспензий или относительно 
крупнодисперсных аэрозолей, не в полной мере 
отражает естественный процесс поступления 
веществ в организм через органы дыхания и мо-
жет использоваться только на предварительной 
стадии исследований [9]. При этом в странах 
OECD большинство исследований ингаляци-
онной токсичности, несмотря на сложность та-
ких исследований, выполняется в соответствии 
с принятыми стандартами [10–13].

Основные принципы проведения исследований 
ингаляционной токсичности, особенности ме-
тода и детальное описание процедуры пред-
ставлены в ГОСТ 32542-2013. Согласно этому 
документу исследование рекомендуется про-
водить на молодых здоровых линейных крысах. 
Допустимо использовать другие виды живот-
ных при обосновании их выбора. Важным эта-
пом при изучения острой токсичности является 
выбор вида исследования: традиционный про-
токол, согласно которому группы животных по-
вергаются воздействию вещества в предельной 

концентрации, и протокол Концентрация×Время 
(протокол C×t). Выбор вида исследования зави-
сит от его целей. Так, согласно традиционному 
протоколу группы животных подвергают воз-
действию вещества в предельной концентрации 
или в серии концентраций поэтапно в заранее 
установленный, составляющий менее 24 ч про-
межуток времени, в камерах, предназначенных 
для воздействия через всю поверхность тела. 
Протокол C×t применяют для оценки токсично-
сти вещества в одной концентрации (тест на пре-
дельно допустимую концентрацию) или в серии 
концентраций при различной продолжительно-
сти времени. Такой подход позволяет воздей-
ствовать на животных веществом в различных 
концентрациях. Испытания данного вида прово-
дят в камере, предназначенной для воздействия 
через нос (голову)11.

Для обеспечения воздействия исследуемого 
вещества на все важные области трахеоброн-
хиального дерева необходимо определить 
размер частиц аэрозолей и паров, которые мо-
гут конденсироваться и превращаться в аэро-
золь. Рекомендуется использование аэрозоля 
с масс‑медианным аэродинамическим диамет-
ром (mass median aerodynamic diameter, MMAD) 
частиц в диапазоне от 1 до 4 мкм с геометри-
ческим стандартным отклонением (geometric 
standard deviation, GSD) в диапазоне от 1,5 до 3,0.

При изучении острой токсичности опираются 
на получение данных фактической (аналитиче-
ской) концентрации, которая представляет со-
бой количество исследуемого препарата в зоне 
дыхания животного в ингаляционной камере. 
Эту концентрацию определяют, используя ад-
сорбционный и химический методы, метод не-
посредственной оценки, а также неспецифи-
ческие методы (гравиметрический, капельный 
анализ). Указанный в документе гранулометри-
ческий состав аэрозолей должен определяться 
не менее двух раз за 4 ч выдержки при помощи 
каскадного импактора или другого инструмента 
(например, аэродинамического спектрометра)12.

Перед основным исследованием острой токсич-
ности проводят предварительное исследование, 
результаты которого используют для оценки 
эффективности изучаемого препарата и выбо-
ра уровня концентрации для экспозиции. Далее 

10	ГОСТ Р ИСО 10808-2015. Наноаэрозоли для оценки токсичности при ингаляционном поступлении в организм. Контроль 
характеристик. Указано, что для предотвращения выброса наноаэрозоля в окружающую среду испытания проводят в спе-
циальном закрытом помещении, оборудованном вытяжной вентиляцией согласно OECD Guidance document on inhalation 
toxicity studies. Series on testing and assessment No. 39:2009. https://one.oecd.org/document/env/jm/mono(2009)28/rev1/en/pdf

11	ГОСТ 32542-2013. Основные требования к проведению испытаний по оценке острой токсичности при ингаляционном 
поступлении.

12	Там же.
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проводят поэтапное исследование по протоко-
лу C×t.

В отличие от отечественных стандартов тесты 
OECD № 412, 413 и 452 содержат более деталь-
ные указания по проведению исследования, 
включающие измерение массы тела лабора-
торных животных, учет потребления ими пищи 
и воды, оценку функции легких, изучение осо-
бенностей возникающей патологии, проведение 
бронхоальвеолярного лаважа (БАЛ), офтальмо-
логического исследования, макроскопии орга-
нов и тканей, гистологического исследования.

Исследования подострой, субхронической и хро-
нической токсичности не предполагают исполь-
зования различных видов протоколов, из-за чего 
возникает проблема выбора модели экспозиции 
и типа ингаляционных камер. По умолчанию 
в этих исследованиях должна использоваться 
интраназальная модель. Такой метод предпочти-
телен для изучения жидких и твердых аэрозолей 
и паров, которые могут конденсироваться в фор-
ме аэрозолей. При этом допускается воздействие 
через всю поверхность тела лабораторного жи-
вотного с последующим обоснованием использо-
вания этого метода в отчете исследования. Выбор 
ингаляционных камер зависит от эксперимента, 
например при проведении исследования по изу-
чению подострой токсичности должны исполь-
зоваться динамические ингаляционные камеры. 
Использование статических камер, в которых от-
сутствует воздушный поток, не допускается13.

Сравнительный анализ действующих рекомен-
даций по проведению исследований различных 
видов ингаляционной токсичности представлен 
в таблице 1. При пересмотре документов было 
рекомендовано соблюдать новые нормативы 
для возможности проведения исследования 
аэрозолей с частицами нанодиапазона и повы-
шения способности к осаждению исследуемого 
вещества в легких: MMAD частиц должен быть 
не более 2 мкм, а GSD — от 1 до 3 (табл. 1).

Также при пересмотре ГОСТ 32643-2020 и ГОСТ 
32636-2020 были учтены принципы гуманно-
го обращения с животным. Рекомендовано 
при планировании исследования отдавать пред-
почтение тем вариантам процедуры, которые 
предполагают использование минимального ко-
личества животных.

В публикациях [14–16] отражены измене-
ния, произошедшие при пересмотре тестов 
OECD №  412 и 413, касающиеся общего плана 

проведения исследования и агрегатного состо-
яния исследуемого вещества (газ, пар, жидкий 
аэрозоль или твердый аэрозоль). Отмечены 
особенности организации исследования, в том 
числе введение новых стандартных операци-
онных процедур, проведение бронхоальвео-
лярного анализа жидкости, измерение нагрузки 
на легкие, измерение MMAD, а также измерение 
размера частиц в реальном времени, контроль 
концентрации наноразмерного материала в ка-
мере ингаляционного воздействия. Авторы от-
метили, что введение новых правил для оценки 
тяжести воспаления легких и легочной нагруз-
ки противоречит политике OECD, и предлагают 
пересмотреть новые требования. По новым пра-
вилам изучение состава жидкости, полученной 
в результате проведения БАЛ, для всех иссле-
дуемых химических веществ следует выпол-
нять путем разделения легких для гистопато-
логии и БАЛ. Для измерения легочной нагрузки 
должно исследоваться целое легкое, что подра-
зумевает введение в эксперимент дополни-
тельных животных. В результате количество жи-
вотных в тесте № 412 увеличивается с 40 до 120, 
а в тесте № 413 — с 80 до 160. Использование 
большего количества животных требует обнов-
ления или добавления еще одной ингаляцион-
ной камеры, портов для экспонирования, увели-
чивает стоимость исследования и противоречит 
принципам гуманного обращения с животными. 
По результатам анализа авторами была пред-
ставлена схема проведения исследования лег-
ких, учитывающая анатомические особенности 
лабораторных крыс и позволяющая снижать ко-
личество животных при изучении токсичности. 
Для проведения гистоморфологических иссле-
дований и оценки результатов БАЛ предложено 
извлекать правое легкое, а доля левого легкого 
может использоваться для измерения легочной 
нагрузки. Данная схема была проверена в иссле-
дованиях с растворимыми наночастицами сере-
бра и нерастворимыми наночастицами золота. 
Было показано, что наночастицы равномерно 
распределялись в долях легких крыс [14–16].

Различия способов интерпретации результа-
тов исследования ингаляционной токсичности 
химического вещества для грызунов согласно 
документам OECD представлены в таблице 2. 
Следует отметить, что большое значение в про-
токолах уделено анализу пригодности частиц 
для вдыхания, полученной аналитической кон-
центрации и анализу вероятного механизма 
действия исследуемого вещества.

13	ГОСТ 32643-2020. Токсичность подострая ингаляционная: 28-дневное исследование.
	 ГОСТ 32636-2020. Субхроническая ингаляционная токсичность: 90 дневное исследование.
	 ГОСТ 32383-2013. Изучение хронической токсичности при ингаляционном поступлении.

molchan
Выделение
скобки тоже курсивом

molchan
Выделение
90-дневное
(добавить дефис)



6

Analysis of requirements for inhalation toxicity studies of chemicals
Verner A.O., Ustinova T.M., Kon’shakov Yu.O., Vengerovich N.G.

Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения.
Регуляторные исследования и экспертиза лекарственных средств. 2023

Проведение теста OECD № 452 позволяет полу-
чить данные о профиле токсичности исследуе-
мого вещества у животных, которые можно ис-
пользовать в качестве предварительной оценки 
его безопасности для человека. Кроме того, 
на основании полученных данных могут быть 
инициированы дополнительные исследования 
репродуктивной токсичности, иммунотоксич-
ности, нейротоксичности или канцерогенности. 
Следует учитывать, что при прогнозировании 
результатов воздействия исследуемого веще-
ства на человека необходимо учитывать меж-
видовую изменчивость и возможное отсут-
ствие релевантности. Протокол исследования 
№ 452 достаточно длителен и трудоемок для вы-
полнения, но содержит допущение о сокращении 

срока исследования до шести или девяти меся-
цев, что регламентируется целями и задачами 
исследования. В случае сокращения срока ис-
следования необходимо предоставить обосно-
вание необходимости такого сокращения.

Европейское партнерство по альтернативным 
подходам к тестированию на животных (European 
Partnership for Alternative Approaches to Animal 
Testing, EPAA) совместно с Межведомственным 
центром по оценке альтернативных токсико-
логических методов (NTP (National Toxicology 
Program) Interagency Center for the Evaluation of 
Alternative Toxicological Methods, NICEATM) про-
водит семинары, посвященные исследованиям 
ингаляционной токсичности наноматериалов 

Таблица 1. Сравнительный анализ рекомендаций по проведению исследований ингаляционной токсичности

Table 1. Comparison of recommendations on inhalation toxicity studies

Основные характеристики
Main characteristics

Вид исследования:
Study type:

острая токсичность14

acute inhalation toxicity14
подострая токсичность15

subacute inhalation toxicity15 
субхроническая токсичность16

subchronic inhalation toxicity16

Вид животных
Animal species

Предпочтительно крысы
Preferably, rats

Количество животных 
в группе
Number of animals per group Не регламентировано

Not standardised

Каждая группа не менее чем 5 ♂ и 5 ♀
At least 5 ♂ and 5 ♀ per group

Сроки проведения 
эксперимента
Timing of the experiment

28 сут
28 days

90 сут
90 days

Модель экспозиции
Exposure model

Традиционный протокол — 
воздействие через всю 

поверхность тела;
протокол C×t — воздей-
ствие только через нос

Traditional protocol: whole-
body exposure; C×t protocol: 

nose-only exposure

Интраназально или в камерах.
Для жидких и твердых аэрозолей и паров, способных 

конденсироваться с образованием аэрозолей, — только 
интраназальное воздействие

Intranasal administration or inhalation chambers. Liquid and 
solid aerosols and vapours capable of forming aerosols are stud-

ied using intranasal administration only.

Ингаляционные камеры
Inhalation chambers

Динамические 
или статические

Dynamic or static chambers

Только динамические
Dynamic chambers only

Предельные концентрации
Limit concentrations

Газы — 20000‰; пары — 20 мг/л; аэрозоли — 5 мг/л
Gases: 20000‰; vapours: 20 mg/L; aerosols: 5 mg/L

Гранулометрический состав 
исследуемого препарата
Particle size distribution of the 
test medicinal product

MMAD от 1 до 4 мкм;
GSD от 1,5 до 3,0
MMAD: 1–4 μm;  

GSD: 1.5–3.0

MMAD не более 2 мкм;
GSD — от 1,0 до 3,0

MMAD: not more than 2 μm;
GSD: 1.0–3.0

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. C — концентрация исследуемого вещества; t — время воздействия; MMAD — масс‑медианный аэродинамический 
диаметр частиц; GSD — геометрическое стандартное отклонение.
Note. C, concentration of the test substance; t, time of exposure; MMAD, mass median aerodynamic diameter; GSD, geometric standard 
deviation.

14	 ГОСТ 32542-2013. Основные требования к проведению испытаний по оценке острой токсичности при ингаляционном 
поступлении. (OECD Test No. 403:2008 Acute inhalation toxicity).

15	ГОСТ 32643-2020. Токсичность подострая ингаляционная: 28-дневное исследование. (OECD Test No. 412:2018 Subacute 
inhalation toxicity: 28-day study).

16	ГОСТ 32636-2020. Субхроническая ингаляционная токсичность: 90 дневное исследование. (OECD Test No. 413:2018 
Subchronic inhalation toxicity: 90-day study).
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и острой системной токсичности, рассматривает 
текущие методы тестирования острой токсично-
сти, а также подходы, которые помогут сокра-
тить и (или) заменить исследования острой инга-
ляционной токсичности у млекопитающих20 [17].

Исследования острой ингаляционной токсич-
ности проводятся только на крысах или мышах 
в соответствии с рекомендациями OECD, тесты 
№ 403 и 433, результаты которых могут ока-
заться необъективными из-за различия строе-
ния и функционировании дыхательных путей 
у различных видов животных, что затрудняет 
выводы о потенциальной опасности вдыхаемых 

соединений для человека. На сегодняшний день 
не существует альтернативной модели in vitro, 
которая могла бы быть принятой регуляторными 
органами для замены исследования ингаляци-
онной токсичности на животных. В руководстве 
EPAА указано, что NOAEL, полученная для ис-
следуемого вещества в других исследованиях, 
должна быть скорректирована для проведе-
ния исследований ингаляционной токсичности 
до эквивалентной концентрации с учетом дан-
ных об анатомических и видовых различиях, 
например минутного объема дыхания, частоты 
дыхания и др. [18].

Таблица 2. Основные критерии для интерпретации результатов исследования ингаляционной токсичности согласно рекомен-
дациям Организации экономического сотрудничества и развития

Table 2. Main criteria for the interpretation of inhalation toxicity study results according to guidelines issued by the Organisation for 
Economic Co-operation and Development

Протокол исследования № 40317

Study protocol No. 40317
Протоколы исследования № 412 и 41318

Study protocols No. 412 and No. 41318
Протокол исследования № 45219

Study protocol No. 45219

Вдыхаемые частицы 
должны быть пригодны 
для ингаляционного 
применения, особенно если 
не соблюдены требования 
к размеру частиц.
Должны быть указаны:
•	 последовательность 

использованных 
методов определения 
номинальной и фактической 
концентрации вещества;

•	 зависимость фактической 
концентрации 
от номинальной;

•	вероятная причина гибели 
животных и возможный 
механизм действия 
исследуемого вещества 
(определяющий общее 
или локальное влияние 
на организм)

The particles should be fit 
for inhalation administration, 
especially if the particle-size 
criteria could not be met.
The following should be specified:
•	Sequence of methods used to 

determine the nominal and 
analytical concentrations;

•	 Relationship of the analytical 
and nominal concentrations;

•	 Probable cause of death and 
predominant mode of action 
(systemic versus local)

Должны быть оценены:
•	 пригодность аэрозольных частиц для вдыхания 

с учетом их размера, особенно если норматив 
MMAD не может быть выполнен;

•	сопоставимость методов, используемых 
для определения аналитических и номинальных 
концентраций исследуемого вещества;

•	 зависимость аналитических и номинальных 
концентраций;

•	вероятная причина гибели животных 
и возможный механизм действия вещества

•	 (системное или локальное).
•	Следует определить:
•	органы-мишени;
•	 значения стандартной концентрации или NOAEC 

и LOAEC;
•	возможные осложнения, которые могут повлиять 

на результаты исследования;
•	методологию определения легочной нагрузки (по 

необходимости)
The following should be addressed:
•	 Respirability of aerosol particles in terms of their size, 

especially if the MMAD standard could not be met;
•	Consistency of methods used to determine analytical 

and nominal concentrations of the test substance;
•	 Relationship of the analytical and nominal 

concentrations;
•	 Probable cause of death and predominant mode of 

action (systemic versus local).
•	The following should be determined:
•	Target organs;
•	 BMC or NOAEC and LOAEC;
•	 Potential complications, which may affect the study 

results;
•	 Methodology of post-observation lung burden 

determinations (if necessary)

Должны быть указаны:
•	 зависимость
•	«концентрация — ответ»;
•	влияние механизма 

действия;
•	 рассмотрение возможности 

моделирования 
эксперимента;

•	накопление 
и использование базы 
данных ретроспективного 
контроля;

•	 значимость полученных 
данных для человека

The following should be specified:
•	Concentration–response 

relationship;
•	 Influence of the mode of action;
•	 Discussion of any modelling 

approaches;
•	 Historical control data 

accumulation and use;
•	 Relevance of the data obtained 

for humans

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. MMAD — масс‑медианный аэродинамический диаметр частиц; NOAEC — максимальная доза, не вызывающая явного 
нежелательного эффекта; LOAEC — минимальная доза, не вызывающая явного нежелательного эффекта.
Note. MMAD, mass median aerodynamic diameter; BMC, benchmark concentration; NOAEC, no-observed-adverse-effect concentration; 
LOAEC, lowest-observed-adverse-effect concentration.

17	OECD Test No. 403: Acute inhalation toxicity. https://doi.org/10.1787/9789264070608-en
18	OECD Test No. 412: Subacute inhalation toxicity: 28-day study. https://doi.org/10.1787/9789264070783-en 
	 OECD Test No. 413: Subchronic inhalation toxicity: 90-day study. https://doi.org/10.1787/9789264070806-en 
19	OECD Test No. 452: Chronic toxicity studies. https://doi.org/10.1787/9789264071209-en
20	https://www.thepsci.eu/acute_inhalation_toxicity
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Для изучения местного токсического действия 
при ингаляционном введении важны следую-
щие параметры: характер оседания исследуе-
мого вещества на поверхности органов дыхания 
и пути его выведения из организма. С одной 
стороны, осаждение вдыхаемых веществ зави-
сит от динамики воздушного потока, которая 
различна у животных и человека из-за анато-
мических различий как верхних, так и нижних 
дыхательных путей. С другой стороны, на кли-
ренс вещества влияют объем тканей, типы кле-
ток, состав и распределение слизи, биохимиче-
ские механизмы активации дыхательных путей 
и ферментозависимые процессы.

Легкие крысы имеют моноподиальный характер 
ветвления дыхательных путей, тогда как у чело-
века имеют симметричное разветвление. Таким 
образом, у человека в области бифуркации тра-
хеи происходит скопление частиц исследуемо-
го вещества, что невозможно воспроизвести 
на моделях грызунов. Кроме того, диаметр ды-
хательных путей у крысы меньше, чем у чело-
века. В результате вдыхание нерастворимого 
твердого аэрозоля может приводить к закупорке 
дыхательных путей крыс и, как следствие, к ги-
бели самих животных при исследовании пре-
парата в высоких дозах, даже если соединение 
не токсично для человека.

Опубликованы результаты использования двух 
альтернативных методов in vitro, подходящих 
для определения острой ингаляционной ток-
сичности. Первая тест-система представляет 
собой 3D-модель мукоцилиарной ткани in vitro — 
EpiAirwayTM, состоящую из нормальных челове-
ческих эпителиальных клеток трахеи/бронхов, 
культивируемых на границе раздела воздух–
жидкость (air–liquid interface, ALI). Модель, вос-
производящая характерную для человека струк-
туру ткани и клеточную морфологию и имеющая 
высокую однородность, состоит из базальных 
эпителиальных клеток, структурированных 
при помощи кератина 5+, бокаловидных клеток, 
продуцирующих слизь, функциональных плот-
ных соединений и пульсирующих ресничек21 
[19]. Подтверждение чувствительности тест-
системы было показано при ее использовании 
для прогнозирования токсичности 59 химиче-
ских веществ. Предварительно класс токсич-
ности этих веществ был определен в исследо-
ваниях на животных. Использование модели 
EpiAirwayTM позволило идентифицировать хи-
мические вещества, относящиеся к I–II классам 
токсичности по СГС с чувствительностью 100% 
и специфичностью 43,1% [20]. Согласно данным 

поисковой базы PubMed за последние 5 лет, 
авторы исследований широко применяли мо-
дель EpiAirwayTM для скрининга лекарственных 
средств, проявляющих активность против виру-
са SARS-CoV-2, однако полученные результаты 
требовали подтверждения в дополнительных ис-
следованиях [21–23]. Так, например, была пока-
зана эффективность митоксантрона для ингиби-
рования инфекции SARS-CoV-2 с дозозависимым 
снижением вирусной нагрузки как через 24  ч, 
так и через 96 ч после инфицирования [24].

Другая тест-система in vitro представляет со-
бой органотипическую модель ткани первичных 
трахеобронхиальных эпителиальных клеток че-
ловека (normal human bronchial epithelial cells, 
NHBE), имеющих in vivo подобную структуру 
и функции. Данная тест-система формируется 
in situ путем дифференцировки клеток NHBE 
на границе ALI, созданной на полупроницаемой 
мембранной подложке (например, Transwell®, 
Millipore®, Millicell®). Апикальная поверхность 
культуры ALI подвергается воздействию окружа-
ющего воздуха, который насыщает кислородом 
эпителиальные клетки и способствует клеточ-
ной дифференцировке. В этих двухфазных усло-
виях культивирования клетки NHBE пролифери-
руют и дифференцируются в поляризованную 
псевдомногослойную тканеподобную структу-
ру, напоминающую эпителий дыхательных пу-
тей, с реснитчатыми клетками, перемежающи-
мися бокаловидными клетками, обращенными 
к апикальной стороне, и базальными клетками, 
распространяющимися вдоль базолатеральной 
мембраны. Наличие обращенной к воздуху по-
верхности позволяет проводить исследования 
in vitro, имитирующие воздействие на органы че-
ловека. Однако этот метод требует дальнейшей 
стандартизации и валидации [25].

В работе [26] использование тест-системы 
in vitro было предложено при исследовании 
фиброза легкого, вызванного воздействием 
многослойными углеродными нанотрубками. 
Использование этой модели имело ряд пре-
имуществ: имитировало легкое человека, поз-
воляло упростить расчет дозы, а также прово-
дить параллельное тестирование сокультур 
для оценки сопоставимости результатов. Метод 
ALI рассматривается регуляторными органами 
для использования в практике доклинических 
исследований, и данная тест-система, возмож-
но, будет применяться наряду с обязательным 
90-дневным исследованием ингаляционной 
токсичности. В результате можно будет осуще-
ствлять оценку фибриногенного потенциала 

21	http://www.mattek.com/mattekproduct/epiairway/
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исследуемых наночастиц с использованием 
двух тест-систем in vitro и in vivo [26].

Сравнение трех тест-систем (ALI, клеточная ли-
ния альвеолярного эпителия человека (A549) 
и мышиные макрофаги) проводили на образцах 
газообразных выбросов при сжигании древеси-
ны. Было показано, что воздействие аэрозолей 
in vitro и in vivo вызывало противоположный 
порядок повреждений ДНК. Опыты in vitro яв-
лялись более чувствительными тест‑системами. 
При их использовании было выявлено, что га-
зообразная фракция выбрасываемых аэрозо-
лей вызывала неблагоприятные токсические 
эффекты. Однако авторами поддерживается 
проведение параллельных экспериментов in 
vitro и in vivo для оценки сопоставимости ре-
зультатов исследования аэрозолей, при этом 
предпочтение отдается альтернативным кле-
точным методам [27].

Таким образом, в настоящее время для иссле-
дования ингаляционной токсичности успешно 
применяют методы in vitro, однако используе-
мые тест-системы еще не приняты регуляторны-
ми органами для полной замены исследований 
на животных.

Заключение
Проведенный анализ основных нормативных 
правовых документов по исследованию острой, 
подострой и хронической ингаляционной ток-
сичности показал, что данные документы осно-
ваны на риск-ориентированном подходе, подра-
зумевающем количественную оценку риска, 
связанного с воздействием на организм химиче-
ских веществ при их вдыхании. При этом в отече-
ственных стандартах не уделяется внимание 

вопросу расчета экспозиционных и поглощен-
ных доз для газов, паров и аэрозолей, что необ-
ходимо для оценки эффективности лекарствен-
ных препаратов при обосновании выбора 
подходящего для медицинского применения 
ингалятора.

Основной задачей исследования токсичности 
химических веществ при ингаляционном вве-
дении является определение предельной кон-
центрации химического вещества, токсичной 
для грызунов, согласно традиционному прото-
колу, а также протоколу Концентрация×Время 
(C×t), позволяющему оценить среднюю леталь-
ную концентрацию (LC50) и нелетальную порого-
вую концентрацию (LC01) вещества. Протокол C×t 
позволяет проводить количественную оценку 
риска и определять класс токсичности в соот-
ветствии с согласованной на глобальном уровне 
системой классификации и маркировки химиче-
ских веществ.

Отмечено, что предпочтительным объектом ис-
следований во всех рассмотренных норматив-
ных правовых документах определены крысы/
мыши, которые имеют анатомические различия 
с человеком. При этом класс токсичности ве-
щества определяют у грызунов без переноса 
дозовой зависимости на человека. Изучение 
хронической токсичности по ГОСТ 32383-2013 
позволяет оценить значимое влияние исследу-
емого вещества на человека, однако процедура 
исследования является трудозатратной и дли-
тельной (продолжительность 12 мес.). В каче-
стве альтернативы исследованиям на животных 
разрабатываются и валидируются методы in 
vitrо, которые требуют рассмотрения и утвер-
ждения регуляторными органами.
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