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Резюме. Нейротоксические эффекты являются одной из частых причин прекращения доклинических и/или клиниче-
ских исследований лекарственных препаратов. Их доклиническая оценка сложна в связи с широким спектром прояв-
лений и степеней выраженности эффектов. Существующие экспериментальные подходы к оценке нейротоксичности 
громоздки, трудоемки и недостаточно адаптированы к доклиническим исследованиям лекарственных средств на ран-
них этапах разработок. Цель работы — анализ существующих подходов к экспериментальной оценке нейротоксическо-
го потенциала новых лекарственных препаратов с обсуждением необходимости и возможности создания и применения 
интегративных экспресс-тестов на нейротоксичность для ранней оценки перспективности фармакологических раз-
работок. На основании обзора данных литературы и методических документов проведен сравнительный анализ со-
временных подходов к оценке нейротоксичности химических соединений на лабораторных животных. Рассмотрены 
основные проблемы оценки нейротоксичности применительно к новым лекарственным препаратам, сопоставлены 
батарея тестов Ирвина и набор функциональных тестов. Проанализированы вопросы исследования влияния лекар-
ственных препаратов на развитие и становление функций центральной нервной системы в периоды внутриутробного 
и постнатального развития. Констатировано, что существующая практика недостаточна в отношении оценки возмож-
ных негативных влияний на когнитивные функции. Сделана оценка факторов, влияющих на когнитивные функции 
грызунов в ходе исследований. Тесты «Острое угашение исследовательско-ориентировочной реакции» и «Экстрапо-
ляционное избавление» предложены к валидации в качестве возможных экспресс-тестов для выявления совокупно-
сти органических и функциональный нейротоксических нарушений на ранних этапах доклинических исследований 
лекарственных препаратов.
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нитивные исследования; мыши; крысы
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Abstract. Neurotoxic effects are one of the common reasons for discontinuation of preclinical and/or clinical studies. Preclinical 
evaluation of neurotoxic effects is complicated due to a wide range of manifestations and degrees of severity. Current experimental 
approaches to neurotoxicity assessment are cumbersome, laborious and not adapted enough for preclinical studies in the early 
stages of drug development. The aim of the study was to review existing approaches to experimental assessment of neurotoxic 
potential of new drugs and to discuss the need for and feasibility of developing and using integrated rapid neurotoxicity tests for 
early assessment of a pharmacological project’s potential. The authors reviewed scientific literature and guidance documents and 
analysed current approaches to chemical compound neurotoxicity assessment in laboratory animals. The paper analyses the main 
issues of neurotoxicity assessment for new drugs and compares Irwin tests with the functional observation battery. It analyses is-
sues related to assessment of drugs’ effects on the development and maturation of central nervous system functions at pre- and 
postnatal stages. It was determined that the current practice is not sufficient for assessment of potential adverse effects on cogni-
tive functions.  The authors assessed factors affecting cognitive functions of rodents during studies. The “Acute suppression of the 
exploratory and orientation response” and “Extrapolation escape task” tests were proposed for validation as potential rapid tests 
for detection of an array of organic and functional neurotoxic disorders at early stages of preclinical studies.
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Одно из лучших определений понятия «нейро-
токсичность» было дано в монографии С.А. Куцен-
ко: «Нейротоксичность — это свойство химических 
веществ, действуя на организм немеханическим 
путем, вызывать нарушение структуры и/или функ-
ций нервной системы»1. Сходное определение дано 
Агентством по охране окружающей среды США: 
«Нейротоксичность — неблагоприятное изменение 
структуры или функции центральной и/или пери-
ферической нервной системы после воздействия 
химического, физического или биологического 
агента»2.

Оценка нейротоксичности является обязатель-
ной частью доклинических токсикологических ис-
следований безопасности лекарственных средств 
(ЛС)3. Не установленная или неадекватно оцененная 
нейротоксичность препаратов приводит к человече-
ским жертвам. Так, например, можно указать леталь-
ные исходы, связанные с поражениями центральной 
нервной системы (ЦНС) у здоровых добровольцев 
при клиническом исследовании ингибитора гидро-
лазы амидов жирных кислот BIA 10-2474 [1].

Прекращение разработки нового лекарственно-
го препарата4 («новый ЛП») вследствие нежелатель-
ных реакций, связанных с центральной нервной 
системой, является серьезной проблемой для фар-
мацевтических компаний на всех этапах изучения 
эффективности и безопасности лекарственных 
средств [2]. По некоторым оценкам, такие неже-
лательные реакции являются причиной около 34% 
случаев прекращения разработок на стадии клини-
ческих исследований [3]. Примечательно, что доля 
препаратов, по которым разработчиками было при-
нято решение об остановке дальнейшей программы 
на этапе доклинических исследований вследствие 
нейротоксичности, составляет совсем небольшой 
процент (~7%), что иллюстрирует проблематич-
ность раннего выявления нейротоксикантов.

Отмечаемая диспропорция между эксперимен-
тальной оценкой и клиническими манифестациями 
нейротоксичности указывает на то, что часть неже-
лательных нейротоксических реакций невозможно 
спрогнозировать на основе рутинных исследова-
ний. Это ментальные нарушения, головная боль, 
нарушения сна, нарушения мелкой моторики, ней-
ропатии, пристрастие и др. [4–6].

Наиболее общими проблемами эксперимен-
тальной экспертной оценки нейротоксичности 
и тесно сопряженного клинического мониторинга 
лекарственных средств являются:

- отсутствие единообразной шкалы оценки ней-
рогенных патологий и систематизированных све-

дений о нейротоксических эффектах большинства 
классов фармакологических производных;

-  трудности в сегрегации нейротоксичности 
и сходных эффектов, обусловленных собственно 
фармакологическим действием (анестетики, анти-
конвульсанты, антидепрессанты и другие психо-
тропные соединения) или нежелательных реакций, 
вызванных системным действием высокотоксич-
ных соединений (цитостатики, фторхинолоновые 
производные и другие);

- неясность в вопросе оценки степени и обрати-
мости повреждений, поскольку тяжесть возникаю-
щих нарушений варьируется от слабо выраженных 
(степень 1 по шкале Common Terminology Criteria for 
Adverse Events (CTCAE)) до летального исхода (сте-
пень 5 по шкале CTCAE)5.

Широкий спектр возможных нейротоксических 
эффектов от нарушения звуко- и цветовосприятия 
до замедления физического и умственного разви-
тия, параличей и летальных исходов делает невоз-
можным составление общей описательной стати-
стики. Это обусловливает сложность осуществления 
доклинической оценки лекарственных средств, 
создает проблему полного и адекватного описания 
потенциального нейротоксического действия и экс-
пертизы отношения ожидаемой пользы к возмож-
ному риску применения лекарственного препарата 
[5]. В целом оценка нейротоксических эффектов но-
вых ЛП является нетривиальной задачей из-за воз-
можного многообразия проявлений, неустоявшей-
ся методологии оценки, различий и особенностей 
дизайна эксперимента, трудностей экстраполяции 
данных, полученных на животных, и множества 
других причин.

Цель работы — анализ существующих подходов 
к экспериментальной оценке нейротоксического 
потенциала новых лекарственных препаратов с об-
суждением необходимости и возможности созда-
ния и применения интегративных экспресс-тестов 
на нейротоксичность для ранней оценки перспек-
тивности фармакологических разработок.

СОВРЕМЕННАЯ МЕТОДОЛОГИЯ ОЦЕНКИ НЕЙРОТОКСИЧНОСТИ IN VIVO

Доклинические исследования принято условно 
делить на три составляющих (см., например, [7]):

-  in vitro и in vivo исследования эффективности 
(Pharmacology);

-  исследования острой, хронической и спец-
ифических видов токсичности (Toxicology);

-  in vitro и in vivo исследования влияния лекар-
ственных соединений на дыхательную, сердечно-со-
судистую и нервную системы (Safety Pharmacology).

1	 Куценко С.А. Основы токсикологии. Учебное пособие. СПб.: Медицина; 2004.
2	 Guidelines for neurotoxicity risk assessment (EPA/630/R-95/001F). EPA; 1998.
3	 ICH S7A. Note for safety pharmacology studies for human pharmaceuticals. CPMP/ICH/539/00. EMEA; 2001.
4	 Здесь и далее по тексту статьи под термином «новый лекарственный препарат» подразумеваются как собственно лекарственные пре-
параты, так и лекарственные средства и фармацевтические субстанции.
5	 Common terminology criteria for adverse events (CTCAE). Version 5.0. U.S. Department of Health and Human Services; 2017.
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Комплекс исследований, упомянутый послед-
ним, регулируется документами Международной 
конференции по гармонизации технических требо-
ваний к регистрации лекарственных средств для че-
ловека6.

Спустя почти 20 лет после введения в практи-
ку руководства ICH S7A все еще сосуществуют два 
подхода к наблюдению и измерению нейротоксич-
ности. Это батарея тестов Ирвина (Irwin tests) [8] 
и набор функциональных тестов (НФТ; functional 
observation battery), разработанный позднее Агент-
ством по охране окружающей среды США (United 
States Environmental Protection  Agency, US EPA) 
и описанный в работах В. Мозер и соавт. в конце 
1980-х годов [9–11].

В целом обе батареи тестов сходны и предусма-
тривают оценку четырех групп параметров, оцени-
ваемых «в клетке», «в руках», в экспериментальных 
установках различного назначения (табл.  1) [8, 9, 
12]. Оба способа тестирования рекомендуют выпол-
нять с использованием препаратов сравнения, что-
бы продемонстрировать пригодность условий теста 
и квалификацию исследователя.

Тесты Ирвина предусматривают последова-
тельные наблюдения за животными, позволяющие 
систематически оценить около 50 параметров. Эти 
исследования требуют специальной подготовки 
исследователей, системы контроля качества, при-
менения общей рейтинговой шкалы для каждого 
из выбранных параметров (номинальная, порядко-

вая, интервальная или коэффициентная шкалы), 
проверки путем сбора фактических данных с ис-
пользованием препаратов сравнения для демон-
страции внутренней достоверности (конструктив-
ной и прогнозирующей) и надежности (включая 
надежность между оценками и воспроизводимо-
стью), наблюдений за каждым животным до и по-
сле введения вещества в каждой дозе с тем, чтобы 
каждое животное могло служить собственным кон-
тролем, системного анализа [8]. Модификации ис-
ходной методики С. Ирвина в последующих рабо-
тах касаются прежде всего вида животных (крысы 
vs мыши), выбранного времени проведения тестов 
и набора тестируемых параметров в зависимости 
от задач исследования [12–14].

Набор функциональных тестов и тесты Ирвина 
применительно к задачам доклинических 

исследований безопасности
Принципиальных различий, касающихся на-

бора определяемых параметров, между батареями 
тестов Ирвина и НФТ нет, хотя НФТ несколько 
превосходит тесты Ирвина более детальной оцен-
кой сенсомоторных рефлексов и количественно-
го измерения спонтанной активности [15]. В свою 
очередь, тест Ирвина в авторской интерпретации 
предусматривает использование большего количе-
ства точек регистрации эффектов с учетом времени 
максимального накопления соединения в плазме 
крови (T

max
) [16]. Другие различия касаются деталей 

6	 ICH S7A. Note for safety pharmacology studies for human pharmaceuticals. CPMP/ICH/539/00. EMEA; 2001.
	 ICH S7B. The nonclinical evaluation of the potential for delayed ventricular repolarization (QT interval prolongation) by human pharmaceuti-
cals. CPMP/ICH/423/02. ЕМЕА; 2005.

Таблица 1. Параметры, определяемые в наборе функциональных тестов и тестах Ирвина

Table 1. Parameters assessed in the Functional Observation Battery and Irwin tests

Автономные
Autonomic

Нейромышечные
Neuromuscular

Сенсомоторные
Sensorimotor

Поведенческие
Behavioural

Дефекацияа

Defecationa 
Мочеиспусканиеа

Urinationа 
Позаб

Postureb 
Слюноотделениев

Salivationc

Слезотечениев

Lacrimationc 
Нарушение дыханияв

Respiratory distressc 
Ректальная температураа

Rectal temperatureа 
Масса телаа

Body weightа 
Диаметр зрачка и рефлекс зрачкав

Pupil size and pupil responsec

Пилоэрекцияв

Piloerectionc

Аномальная осанкаб

Abnormal postureb 
Аномальная походкаб

Abnormal gaitb

Тонус телав

Body tonec

Сила захватав

Grip strengthc

Треморв

Tremorc

Судорогив

Convulsionsc 
Каталепсияв

Catalepsyc

Рефлекс Штраубав

Straub tailc

Экзофтальмв

Exophthalmosc

Птозв 
Ptosisc

Реакция на прикосновениев

Touch responsec 
Пальпебральный рефлексв

Palpebral reflexc 
Выпрямительный рефлексв

Righting reflexc

Рефлекс отдергивания хвостав

Tail pinch responsec 
Стартл-рефлексв

Startle responsec 
Рефлекс ушной раковиныв

Pinna reflexc 
Хватательный рефлексв

Grasping reflexc 
Тягловый рефлексв 
Traction responsec

Реакция на взятие на рукиб,в

Hand-held observationsb,c 
Агрессивностьб,в

Aggressivenessb,c 
Спонтанная активностьв

Spontaneous activityc 
Стойкаа

Body positiona

Стереотипияб

Stereotypeb 
Вокализацияа

Vocalizationа 
Активацияб,в

Arousalb,c

Седацияб,в

Sedationb,c

Грумингб,в 
Groomingb,c

Примечание. а — количественные параметры, б — описательные данные, в — балльная или альтернативная («да/нет») оценка.
Note. a—quantitative parameters, b—descriptive data, c—scoring or alternative (“yes/no”) assessment.
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лабораторных протоколов, выполнения последо-
вательности тестов, выбора доз, интервалов между 
временными точками регистрации эффектов, ко-
личества животных в группах, документирования 
и статистической обработки, трактовки результатов 
и некоторых других особенностей [8, 14–16]. Разбор 
этих деталей излишен, поскольку оценка специфи-
ческой и общей фармакологической активности, 
включая исследования токсичности новых ЛП, яв-
ляется самостоятельной научной задачей. Ее реше-
ние осложняется тем, что существуют серьезные 
разногласия относительно достаточности рассма-
триваемых наборов тестов для полноценной оценки 
нейротоксического потенциала с точки зрения экс-
траполяции на человека, и дебатируется, какой под-
ход предпочтительнее [15–18].

Подавляющее большинство зарубежных мето-
дических источников по токсикологии содержат 
упоминания о функциональной батарее тестов, тог-
да как тесты Ирвина упоминаются лишь вскользь. 
В то же время тесты Ирвина [8] и их модификации 
[12–14] и набор функциональных тестов [9, 10, 19] 
остаются двумя наиболее часто используемыми ме-
тодиками наблюдательного неинвазивного тести-
рования нейротоксичности лекарственных средств 
в соответствии с рекомендациями ICH S7A, ко-
торые также оставляют возможность применения 
иных пригодных методик.

В целом чувствительность тестов Ирвина 
или НФТ невелика, на основе их результатов верно 
прогнозируется лишь 19–57% эффектов [20].

В рамках парадигм лекарственной токсико-
логии принципиально важно отметить, что опи-
санные методические подходы были разработаны 
не для целей доклинического исследования без-
опасности лекарственных средств. Тесты Ирвина 
исходно предназначались для обнаружения пси-
хоактивных соединений при исследовании на мы-
шах, тесты НФТ были разработаны для тестиро-
вания нейротоксичности веществ, производимых 
химической промышленностью (в частности, пе-
стицидов) [8, 21].

Обе батареи тестов ориентированы на регистра-
цию внешне проявляемых реакций, также оба под-
хода не предусматривают оценки возможного ней-
ротоксического действия на потомство.

Часть нейротоксических эффектов, отмечаемых 
у животных в рассматриваемых методах, невозмож-
но транслировать на человека. В частности, у крыс 
такими эффектами являются рефлекс Штрауба, 
вертикализация, а также, по данным некоторых ав-
торов, пилоэрекция [22]. Таким образом, проблема 
экстраполяции нейротоксических эффектов далека 
от решения, что не позволяет однозначно прогнози-
ровать возможные нежелательные реакции у чело-
века [23]. Недостатком тестов Ирвина и НФТ явля-
ется невозможность оценки вкусовых, зрительных, 

обонятельных и слуховых дисфункций, изменений 
в структуре сна, а также когнитивных нарушений.

Необходимость критического переосмысления 
практики оценки нейротоксичности лекарственных 
средств неоднократно отмечалась в литературе (см., 
например, [22]).

Общий дизайн эксперимента
Общий протокол нейротоксических исследова-

ний фармакологической безопасности лекарствен-
ных средств проиллюстрирован примером, приве-
денным в таблице 2.

Исследование проводят на самцах и/или сам-
ках крыс или мышей. До начала исследования жи-
вотных акклиматизируют и рандомизируют в экс-
периментальные группы. Статистические расчеты 
помогают определить подходящий размер группы, 
но по умолчанию рекомендуется использовать 
6–10 животных в группе.

Диапазон доз, в которых испытуемое вещество 
применяют в эксперименте, определяют в ходе 
предварительных исследований, с тем чтобы обя-
зательно включить дозу, при которой наблюдается 
наиболее ярко выраженный нейротоксический эф-
фект, а также несколько других доз для оценки до-
зовой зависимости. Как правило, используют пла-
цебо и три уровня доз при однократном введении 
или введении с небольшими интервалами в течение 
суток. Часто практикуют включение дополнитель-
ной группы для забора крови или группы положи-
тельного контроля. Уровни доз выбирают на основе 
предварительных исследований, таких как оценка 
максимальной переносимой дозы или дозы без на-
блюдаемых поведенческих эффектов. Оптимальной 
считается ситуация, когда низкая доза соответствует 
предполагаемой терапевтической дозе для челове-
ка, а высокая вызывает умеренные поведенческие 
и/или физиологические эффекты. Промежуточная 
доза дополнительно характеризует дозовую зависи-
мость. Путь введения должен соответствовать пред-
полагаемому клиническому, когда это возможно, 
или обеспечивать проявления, сходные с ожидае-
мыми у человека или превышающие таковые.

Перед введением испытуемого препарата реги-
стрируют клинические признаки и массу тела жи-
вотных, далее животным вводят ЛС и помещают 
в домашнюю клетку, после чего каждое животное 
наблюдают в выбранные заранее моменты времени 
в соответствии с фармакокинетическими свойства-
ми испытуемого ЛС. Последующие точки обычно 
выбирают в течение 24 ч или более в зависимости 
от периода полувыведения ЛС.

После окончания исследования вновь регистри-
руют общее состояние и массу тела. Наблюдения 
и тесты осуществляют в очередности по мере на-
растания сложности манипуляций, начиная с на-
блюдений «в домашней клетке» и «на руках». Затем 
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животное помещают в чистую смотровую камеру 
(«открытое поле»), где в течение трехминутного ис-
следовательского периода фиксируют необходимые 
параметры. Наконец, проводят наиболее сложные 
процедуры, в том числе изучают ответы на различ-
ные стимулы, измеряют температуру тела и возвра-
щают животное в «домашнюю клетку».

Тесты Ирвина и НФТ могут быть применены 
к дизайнам долгосрочных исследований для оцен-
ки диапазона доз, продолжительности, величи-
ны и обратимости поведения и физиологических 
функций как для первичного скрининга, так 
и для углубленной вторичной оценки нейроток-
сичности, поэтому дизайн исследования (количе-
ство доз и введений) может варьироваться и зави-
сит от цели исследования [16].

ПРАКТИКА И ПЕРСПЕКТИВЫ СОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ ОЦЕНКИ 
НЕЙРОТОКСИЧЕСКИХ ЭФФЕКТОВ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 

НА ДОКЛИНИЧЕСКОМ ЭТАПЕ

Масштабность, регулярность и длительность 
применения разрабатываемого ЛС предъявляют 
особенно строгие требования к его безопасности. 
На определенных этапах разработки и жизненного 
цикла препарата оценка токсичности может быть 
как недостаточной, так и избыточной. При массо-

вом скрининговом исследовании целесообразно 
применять интегративные тесты, позволяющие 
максимально быстро оценить наличие и выражен-
ность нейротоксичности, отсеивая явно непер-
спективные препараты. В свою очередь, новые ЛП, 
прошедшие сито первичного скрининга нейроток-
сичности, к этапу планирования клинических ис-
следований должны быть охарактеризованы мак-
симально полно. Однако и в этом случае важно 
придерживаться принципа необходимости и доста-
точности, прежде всего опираясь на достоверность 
и надежность экстраполяции экспериментальных 
данных на человека. Обоснование и создание ал-
горитма оценки — самостоятельная научная задача 
при изучении каждого конкретного препарата, ко-
торая может решаться любыми методами от in silico 
и in vitro через поведенческие тесты и другие нейро-
физиологические и морфогистологические приемы.

Согласно сложившейся в России практике 
доклинических исследований, первоначальные 
данные о влиянии на нервную систему получают 
при оценке острой токсичности веществ. На воз-
можные нейротоксические эффекты указывают вы-
являемые особенности поведения, характер двига-
тельной активности, наличие и характер судорог, 
нарушения координации движений, неадекват-
ные реакции на раздражители, размер зрачка и ряд 

Таблица 2. Общий дизайн исследования нейротоксичности in vivo с использованием тестов Ирвина или набора функ-
циональных тестов [9, 22]

Table 2. General design of an in vivo neurotoxicity study using Irwin tests or functional observation battery [9, 22]

Элемент дизайна
Design element

Описание
Description

Эксперименталь-
ные группы

Study groups

Количество животных в группе: 6–10; 1–5 уровней доз препарата; группа плацебо и негативный контроль. 
Введение однократное или многократное с небольшими интервалами между введениями

The number of animals per group: 6–10; 1–5 dose levels; placebo group and negative control.  
Single or multiple administration with small intervals between administrations

Временные точки 
проведения тестов

Timepoints for 
testing

Тестирование осуществляется каждые 30 мин после введения препарата до достижения T
max 

(рекомендации 
С. Ирвина) или время для проведения оценки выбирается в индивидуальном порядке на основании фарма-

кокинетических данных (современные рекомендации)
Testing is carried out every 30 min after drug administration until T

max
 (S. Irwin’s recommendations) or another 

timepoint selected individually based on pharmacokinetic data (current recommendations)

Исследуемые 
параметры*

Parameters*

Наблюдение в домашней клетке: поза и признаки необычного поведения, такие как конвульсии, вокализа-
ция, тремор, возбуждение или стереотипия и др.

Home cage observations: posture and signs of bizarre behaviour, such as convulsions, vocalizations, tremors, 
agitation or stereotype, etc.

Реакция на взятие в руки: легкость высвобождения, реакция, тонус тела, слюноотделение, слезотечение или 
пилоэрекция и др.

Hand-held observations: ease of removal, response, body tone, salivation, lacrimation, or piloerection, etc.

Оценка спонтанной активности в открытом поле: спонтанная активность, вертикальная стойка, походка, 
стереотипное поведение; раздражимость, каталепсия, мочеиспускание и дефекация

Spontaneous activity in open field: spontaneous activity, upright position, gait, stereotyped behaviour; 
irritability, catalepsy, urination, and defecation

Оценка автономной активности: реакция на прикосновение, реакция вздрагивания, установочный выпрями-
тельный, пальпебральный и хватательный рефлексы, рефлекс отдергивания хвоста, тепловая ноцицепция, 

атаксия, температура тела, реакция зрачка и др.
Autonomic activity: touch response, startle response, righting reflex, palpebral reflex, grasping reflex, tail pinch 

response, thermal nociception, ataxia, body temperature, pupil response, etc.

* Оценка приведенных параметров, ранжированных с использованием подробной категориальной или балльной шкалы оценок, про-
водится в условиях слепого метода и занимает 5–8 мин на одно животное
* Evaluation of the parameters ranked using a comprehensive categorical or scoring scale, is carried out under blinding conditions and takes 
5–8 min per animal
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других показателей7. Наиболее значимыми инте-
гральными нейрогенными симптомами в этих ис-
следованиях являются рефлекс Штрауба, парезы 
и паралич. Их выявление указывает на сомнитель-
ные перспективы дальнейшей разработки.

Следующим этапом является оценка хронической 
токсичности. Более длительная продолжительность 
наблюдения за животными по сравнению с острым 
экспериментом позволяет оценить степень выражен-
ности возможных нейротоксических эффектов, их 
динамику и обратимость. Кроме того, при использо-
вании нескольких уровней доз возможно описать до-
зовую зависимость наблюдаемых нарушений.

Результаты гистологических и морфологиче-
ских исследований, выполняемых в хроническом 
эксперименте, позволяют с высокой надежностью 
выявлять грубые органические нарушения ЦНС, 
но не изменения, приводящие к нарушениям ког-
нитивных функций у взрослых, развития и станов-
ления ЦНС и сопряженных когнитивных функций 
у потомства.

На этапе хронических исследований в прак-
тике из поведенческих тестов используют только 
тест «Открытое поле» [24]. В рутинном варианте 
тест позволяет надежно регистрировать синдромы 
неврологического дефицита, исследовательскую 
активность, тревожность и эмоциональность ис-
пытуемых животных в «фармакогенетических» 
вариантах с заданной освещенностью, оценить 
стресс-устойчивость, а в специальных модифика-
циях позволяет также регистрировать угашение 
исследовательско-ориентировочной деятельности. 
Предполагается, что этот тест достаточен для вы-
явления возможных функциональных нейротокси-
ческих нарушений по показателям эмоционально-
сти, двигательной и исследовательской активности 
животных8 [25, 26]. В то же время применение теста 
в классическом токсикологическом варианте [27] 
не отвечает на вопрос о влиянии исследуемого ве-
щества на когнитивные функции [28, 29].

Таким образом, проблему должной оценки ког-
нитивных функций сегодня не решает ни развер-
нутая оценка нейротоксичности в тестах Ирвина 
или НФТ, ни современная рутинная практика до-
клинических исследований на взрослых животных.

Регистрация нейротоксических эффектов 
у потомства

В доклинических исследованиях влияния ЛС 
на пре- и постнатальное развитие потомства внима-
ние фокусируют на невынашивании беременности, 
тератогенных эффектах, недоношенности и дефици-

те массы тела новорожденных, задержках развития. 
Методы их определения подробно изложены в ме-
тодических документах9. Для оценки влияния на об-
учение и память потомства (когнитивные функции) 
рекомендуются тесты «Пассивное избегание с отри-
цательным (болевым) подкреплением» и «Активное 
избегание с отрицательным (болевым) подкреплени-
ем». Тест «Открытое поле» в этой части токсикологи-
ческих исследований используют для исследования 
эмоционально-двигательного поведения и станов-
ления параметров физического развития потомства, 
хотя подразумевается, что его результаты могут также 
характеризовать нейротоксичность10.

На фоне такой практики рутинных исследований 
все более накапливаются сведения о том, что нейро-
когнитивные нарушения часто возникают у детей, 
матери которых получали ту или иную лекарствен-
ную терапию11 [30, 31]. В обзоре, посвященном оцен-
ке безопасности моно- и политерапии более 5000 бе-
ременных противоэпилептическими препаратами 
первого (карбамазепин, клобазам, клоназепам, это-
суксимид, фенобарбитал, фенитоин, примидон, 
вальпроат) и нового поколений (габапентин, ламо-
триджин, леветирацетам, окскарбазепин, вататрин, 
топирамат), показано, что их применение приводит 
к задержке когнитивного развития, аутизму, дис-
праксии, а также к синдрому дефицита внимания 
с гиперактивностью, задержке речи и психомоторно-
го развития, судорогам у новорожденных и социаль-
ным нарушениям [32].

Продемонстрирована связь между пренаталь-
ным приемом парацетамола и повышенным риском 
развития у потомства расстройств аутистического 
спектра и синдрома дефицита внимания и гиперак-
тивности у детей, а также снижения уровня интел-
лекта [33]. Использование селективных антидепрес-
сантов ингибитора обратного захвата серотонина 
для терапии тревожных расстройств во время бе-
ременности приводит к различным нейрокогни-
тивным и социально-поведенческим отклонениям 
в развитии детей [34, 35]. Пренатальное воздействие 
половых стероидных гормонов приводит к повы-
шенному риску развития расстройств аутистиче-
ского спектра и аффективных расстройств у де-
тей, а также влияет на их сексуальную ориентацию 
и когнитивные способности [36]. В работе P. Grand-
jean и P.J. Landrigan указано, что от 10 до 20% детей 
имеют отклонения в развитии, связанные с влияни-
ем экзогенных факторов, в том числе ЛП [37]. Наи-
более часто это нарушения обучаемости, сенсорные 
нарушения, задержки развития, аутизм, гиперак-
тивность с дефицитом внимания [38, 39].

7	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Часть I. М.: Гриф и К; 2012.
	 Derelanko MJ, Hollinger MA, eds. Handbook of toxicology. CRC Press; 2002.
8	 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Часть I. М.: Гриф и К; 2012.
9	 Там же.
10	Там же.
11	Куценко СА. Основы токсикологии. Учебное пособие. СПб.: Медицина; 2004.
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Подобное положение актуализирует поиск но-
вых подходов, на что направлены многочисленные 
фундаментальные исследования, рассматривающие 
подходы к тестированию нейронных сетей, оцен-
ке рабочей и долговременной памяти, внимания, 
исполнительных функций, включая когнитивную 
гибкость in vivo. Однако к настоящему моменту в до-
ступной литературе отсутствуют удовлетворитель-
ные предложения по методическому обеспечению 
оценки нейротоксических и особенно нарушений 
когнитивных функций у потомства.

Важно подчеркнуть, что отечественные про-
токолы исследований нейротоксичности у потом-
ства нуждаются в гармонизации с международными 
требованиями. Введение новых ЛП самкам крыс 
не должно ограничиваться только сроком беремен-
ности, но и распространяться на период молочного 
вскармливания потомства. Этот период у крыс соот-
ветствует позднему пренатальному и раннему пост-
натальному становлению ЦНС у человека12.

ОБОБЩЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ ИССЛЕДОВАНИЙ 
НЕЙРОТОКСИЧНОСТИ В ПРАКТИКЕ ДОКЛИНИЧЕСКИХ 

ИССЛЕДОВАНИЙ

Очевидно, что ни одна батарея тестов as is не мо-
жет быть использована для составления полноцен-
ного заключения о влиянии фармакологически 
активного соединения на нервную систему и исчер-
пывающего прогноза возникновения нежелатель-
ных реакций у человека. Отсюда возникает необхо-
димость комплексной оценки с учетом результатов 
гистологических, морфологических и иных инстру-
ментальных методов исследования.

Традиционно используемые в исследованиях 
индикаторы нейротоксических эффектов можно 
сгруппировать в несколько групп13 [40]:

- структурные или нейропатологические: изме-
нения массы мозга, морфологические и гистологи-
ческие нарушения;

- нейрохимические: нарушения процессов син-
теза, высвобождения, поглощения, распада нейро-
трансмиттеров; нарушения в механизме передачи 
сигналов, повреждения мембраносвязанных фер-
ментов, регулирующих нейрональную активность;

-  нейрофизиологические: изменение скорости, 
амплитуды или рефрактерного периода нервной 
проводимости; изменение латентности или ампли-
туды сенсорного вызванного потенциала; измене-
ние электроэнцефалографической картины;

- поведенческие и неврологические: увеличение 
или снижение двигательной активности, измене-
ние тактильных, зрительных, слуховых, вкусовых 
или обонятельных ощущений; нарушение коорди-
нации движений, слабость, паралич, аномальные 

движения или осанка, тремор; отсутствие или сни-
жение частоты возникновения, степени или латент-
ности сенсомоторных безусловных рефлексов; из-
менение величин силы захвата, разгибания задних 
конечностей; изменения поведения, нарушения 
процессов обучения, памяти и внимания.

Главным условием качественного анализа дан-
ных является интеграция определенных нейроток-
сических показателей в общую фармако-токсиколо-
гическую картину данных о препарате. Полученные 
данные следует интерпретировать в свете всей полу-
ченной фармакологической и токсикологической 
информации, опираясь на сегрегацию токсических 
и фармакологических эффектов.

Обоснованное заключение о нейротоксиче-
ском потенциале в большинстве случаев не требу-
ет совокупного учета всех перечисленных показа-
телей. В случае если нейротоксических эффектов 
не наблюдали ни в одном из исследований, вхо-
дящих в комплекс общепринятых доклинических 
исследований лекарственного препарата, то до-
полнительного специфического исследования ней-
ротоксичности не требуется. Напротив, если хотя 
бы в каком-то эксперименте наблюдались нейро-
генные нарушения, дальнейшее обсуждение стоит 
вести более внимательно. В случае если наблюда-
емые эффекты хорошо соотносятся с какой-либо 
изученной неврологической патологией, при этом 
они краткосрочны, обратимы и имеют четкую дозо-
вую зависимость, то можно не проводить дополни-
тельные исследования нейротоксичности.

В том случае если обнаруженные нарушения 
при использовании исследуемого вещества в до-
зах, соотносимых с терапевтическими, необратимы, 
следует признать, что дальнейшая разработка не-
целесообразна, поскольку купировать повреждения 
нейронной сети практически невозможно, и по этой 
причине невозможно обеспечить безопасность при-
менения даже высокотаргетного ЛС [41].

В промежуточном случае, когда нейротоксиче-
ские эффекты являются обратимыми, но они дли-
тельны по времени и наблюдаются для уровней доз, 
сопоставимых с терапевтическими, или отсутствует 
дозовая зависимость эффекта, целесообразно про-
вести дополнительное углубленное исследование 
нейротоксичности. Обязательным показанием 
к углубленному исследованию нейротоксичности 
считают механизм действия, реализуемый посред-
ством влияния на элементы нервной системы14 [42].

При интерпретации результатов поведенческих 
тестов следует учитывать, что их показатели могут 
быть существенно искажены вследствие многих при-
чин [43], например особенностей конструкции ис-
пользуемой установки, вида и генотипа животных, 

12	OECD Guideline for the testing of chemicals. Developmental neurotoxicity study. OECD; 2007.
13	Guidelines for neurotoxicity risk assessment. EPA/630/R-95/001F. US EPA; 1998.
14	Williams PL, James RC, Roberts SM, eds. Principles of toxicology: environmental and industrial applications. 2nd ed. John Wiley & Sons; 2000.
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остаточных явлений после фиксаций и/или преды-
дущей наркотизации животных, их недостаточной 
адаптации, стадии эстрального цикла, а также из-за 
посторонних запахов, шумов, в том числе в диапазо-
нах, недоступных для восприятия человеком [24].

Вследствие чрезвычайного разнообразия 
и сложности функций нервной системы, от контро-
ля вегетативных до когнитивных функций, крайне 
сложно предложить интегрирующий доклиниче-
ский тест, охватывающий весь спектр неврологиче-
ских и поведенческих эффектов. Можно лишь по-
лагать, что этот тест будет основан на исследовании 
in vivo, поскольку рассмотрение любого токсическо-
го эффекта в отсутствие нейроэндокринной регуля-
ции a priori является неполным и неадекватным. Эта 
позиция нашла отражение в рекомендациях ICH, 
подчеркивающих необходимость регистрации эф-
фектов на «функциональном» уровне, а не на уровне 
функции рецептора15.

Тесты для выявления когнитивных нарушений 
у взрослых животных и потомства

Зарегистрированными лекарственными сред-
ствами становятся не более 1–2% из нескольких 
тысяч соединений, составляющих основу фарма-
кологического поиска. Ранний отсев потенциально 
непригодных соединений, позволяющий умень-
шить временные и финансовые затраты на докли-
нические исследования, приведет к значительному 
прогрессу в создании новых ЛС [44].

Первичный нейротоксический скрининг эф-
фективен в отношении веществ, вызывающих гру-
бые нарушения. Они манифестируют через пока-
затели, перечисленные в таблице  1, и могут быть 
зарегистрированы еще на стадии оценки острой 
токсичности. В практике рутинных исследований 
существует проблема оценки когнитивных наруше-
ний. Отсюда возникает задача поиска и разработки 
дополнительных экспресс-тестов, позволяющих 
с минимальными затратами сделать заключение 
о нейротоксическом потенциале нового ЛП во всех 
возможных проявлениях, включая влияние на ког-
нитивные функции, память и обучение.

Для выявления нейротоксических эффектов 
лекарственных средств при достаточном обосно-
вании может быть использован любой из извест-
ных тестов. В рамках текущей задачи учета когни-
тивных нарушений и на основании опыта работы 
ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Заку-
сова» в качестве приоритетных для верификации 
пригодности в качестве тестов экспресс-оценки 
нейротоксических эффектов с акцентом на когни-
тивные функции можно использовать все тесты, 
широко используемые в экспериментальной ней-
рофармакологии.

Прежде всего это тест «Открытое поле», один 
из наиболее известных и широко распространенных 
поведенческих тестов [27]. Другие возможные тесты 
(табл. 3) базируются на реакции животных на некий 
ключевой болевой или пищевой раздражитель, обя-
зательно ассоциирующийся с определенным услов-
но-рефлекторным или обстановочным (контексту-
альным) фактором. Для выполнения большинства 
этих тестов требуются дорогостоящее оборудование 
и квалифицированный персонал.

В ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова» разработаны и внедрены в эксперименталь-
ную практику два метода, потенциально пригодные 
для верификации в качестве тестов экспресс-оцен-
ки нейротоксических эффектов новых ЛП, а имен-
но тест острого угашения исследовательско-ориен-
тировочной реакции и тест «Экстраполяционное 
избавление».

Тест «Острое угашение исследовательско-ори-
ентировочной реакции». Угашение исследова-
тельско-ориентировочной реакции относится 
к категории неассоциативного обучения. Его обо-
значают также как «негативное обучение», по-
скольку оно сводится не к приобретению нового 
навыка, а к ослаблению существовавшей реакции. 
Одной из наиболее простых и воспроизводимых 
форм «негативного обучения» является угашение 
двигательной активности как следствие ослабле-
ния исследовательско-ориентировочной реакции 
в результате оценки животным окружающей об-
становки как не имеющей биологического зна-
чения. Важным отличием этой формы поведения 
от ассоциативного обучения с отрицательным 
подкреплением является полное отсутствие фак-
тора инвазивности.

Влияние веществ на угашение исследовательско-
ориентировочной реакции ранее изучали в экспери-
ментах на одиночном животном (мышь или крыса), 
помещаемом на короткий срок (3–5 мин) в откры-
тое поле; повторное помещение животного в эти же 
условия осуществляли на период от 5 до 7 сут16.

В отличие от экспериментов, в которых 
для оценки угашения используют повторные экс-
перименты, в методике острого угашения применя-
ют однократную, но более длительную — в течение 
30  мин  — регистрацию двигательной активности. 
Этот срок достаточен для оценки развития угаше-
ния в одном сеансе [52].

Регистрацию двигательной активности осу-
ществляют с помощью автоматизированного обору-
дования. Исследования проводят на группе (обыч-
но из 10 мышей), что позволяет уменьшить влияние 
индивидуальных различий в исходной двигательной 
активности и реакции на исследуемый препарат. 

15	ICH S7A. Note for safety pharmacology studies for human pharmaceuticals. CPMP/ICH/539/00. EMEA; 2001
16	Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Часть I. М.: Гриф и К; 2012.
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Доклинические исследования нейротоксических свойств новых лекарственных препаратов in vivo
Preclinical in vivo Neurotoxicity Studies of Drug Candidates

Другим важным достоинством групповой реги-
страции является то, что в этом случае оценивают 
не только окружающую обстановку, но и «парт
неров» по группе. Любое вещество, улучшающее 
внимание и кратковременную память, независи-
мо от его химической структуры, будучи введено 
до регистрации двигательной активности, досто-
верно ускоряет развитие «острого угашения», тогда 
как вещества, ухудшающие эти виды когнитивных 
функций, замедляют его развитие. Замедление раз-
вития угашения может служить признаком ней-
ротоксического действия изучаемого соединения. 
Простота исполнения теста и информативность 
делают его пригодным для широкого применения 
в токсикологической практике.

Тест «Экстраполяционное избавление». Поведе-
ние в тесте «Экстраполяционное избавление» рас-
сматривается как действие, направленное на по-
иск способов выбраться из аверсивной среды [53]. 
Тестирование в установке «Экстраполяционное 
избавление» позволяет определить способность 
животного искать пути преодоления острой стреcс-
ситуации. В методических документах этот тест рас-
сматривается в качестве одного из методов исследо-
вания новых ЛП17.

Экспериментальная установка состоит из вну-
треннего цилиндра из прозрачного пластика, вмон-
тированного во внешнюю емкость (бак) с закре-
пленной на стенке лестницей. Бак заполняют водой 
(t = 21–23 °С) так, чтобы цилиндр погружался в воду 
на 2 см. Крыс помещают в цилиндр и наблюдают 
за их поведением в течение 2 мин, регистрируя ла-
тентное время до подныривания под край цилин-
дра и время до нахождения лестницы на краю бака 
(время плавания). Методика является чувствитель-
ной к фармакологическим [54, 55] и генетическим 
[56] факторам, а также к токсическим воздействи-
ям, в частности она была успешно использована 
для оценки нейротоксического воздействия этано-
ла и табачного дыма на животных в зависимости 
от пола испытуемых [57].

Представляется, что тестирование нейроток-
сичности новых ЛП в тестах «Острое угашение 
исследовательско-ориентировочной реакции» 
и «Экстраполяционное избавление» может создать 
необходимую информационно-методическую базу 
для экспрессной оценки влияния ЛС на когнитив-
ные функции.

ОСОБЕННОСТИ ТЕСТИРОВАНИЯ КОГНИТИВНЫХ ФУНКЦИЙ 
У ВЗРОСЛЫХ ЖИВОТНЫХ

Достоверность биологического эксперимента 
определяется воспроизводимостью, дозовой и/или 
временной зависимостью наблюдаемых эффектов. 
В экспериментах по изучению когнитивных функ-

ций для получения достоверных данных и их адек-
ватной интерпретации важно учитывать целый ряд 
факторов, способных повлиять на регистрируемые 
эффекты и их показатели.

Влияние межвидовых и внутривидовых различий 
на когнитивные способности грызунов

При оценке влияния ЛС на гиппокамп-зависи-
мое пространственное обучение необходимо при-
нимать во внимание межвидовые различия, по-
скольку мыши и крысы решают пространственные 
задачи неодинаково. Так, крысы Long-Evans и мыши 
C57BL/6 выполняют сходным образом задания «на 
суше», но по-разному решают задачи в плаватель-
ном бассейне [58]. Это наблюдение подтверждают 
сравнительные исследования самцов крыс Wistar 
и мышей C57BL/6 в водном лабиринте Морриса: 
крысы более успешны в запоминании местополо-
жения скрытой платформы, поскольку используют 
пространственную память, тогда как у мышей за-
действованы непространственные ориентиры, ука-
зывающие на различные подходы к выполнению 
задач пространственного обучения [59]. Кроме того, 
выявлены различия между линиями одного и того 
же вида, в частности мыши BALB/cA и C57BL/6 
демонстрировали разные способности к обучению 
в водном лабиринте при сходных когнитивных по-
казателях «на суше» [60].

Таким образом, эти различия подчеркивают 
необходимость учета различий в пространствен-
ном обучении между видами и линиями животных 
при оценке нейротоксического влияния ЛС на ког-
нитивные способности.

Влияние пола грызунов на когнитивные способности
Существуют выраженные половые различия 

на уровне нейрогенеза и активации новых нейро-
нов в ответ на гиппокамп-зависимые когнитивные 
задачи у грызунов. Половые различия могут ва-
рьировать, поскольку существуют задачи и выбор 
стратегии поведения, зависящие от пола животных, 
а также различия в отделах гиппокампа, находя-
щихся под влиянием процесса пространственного 
обучения. Исследования на грызунах [61, 62] про-
демонстрировали, что самцы и самки по-разному 
реагируют на различные стратегии обучения 
при выполнении задач пространственной навига-
ции. Стратегия места определяется гиппокампом, 
в то время как ответная реакция или стратегия ре-
агирования управляется стриатумом [63]. Самки 
крыс предпочтительнее используют стратегии реа-
гирования, в то время как самцы крыс для решения 
тех же задач предпочитают использовать стратегию 
места [62]. Это подчеркивает важность использова-
ния разнополых животных для изучения поведенче-
ских характеристик при изучении новых ЛП.

17	Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Часть I. М.: Гриф и К; 2012.
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Влияние нутриентов на обучение и память у грызунов
Ограничение белка в корме уменьшало дефицит 

рабочей памяти в Y-лабиринте у мышей [64] и, на-
оборот, высокобелковая диета ухудшала формирова-
ние памяти у самцов крыс линии Wistar в водном ла-
биринте Морриса [65]. Большинство исследований, 
связанных с изучением влияния пищевых аминокис-
лот на когнитивные процессы, сосредоточены на изу
чении триптофана, предшественника серотонина, ко-
торый является нейротрансмиттером, регулирующим 
обучение, память и настроение [66]. При содержании 
крыс на диете с дефицитом триптофана в течение 
первых двух постнатальных месяцев у них наблюда-
лось нарушение функций памяти при исследовании 
в водном лабиринте Морриса [67, 68].

Чрезмерная и продолжительная диета с высо-
ким содержанием жиров сдерживает развитие памя-
ти у грызунов и повреждает гиппокампальные ней-
роны у многих линий мышей и крыс [69, 70].

Таким образом, при оценке нейротоксического 
действия новых потенциальных ЛС на когнитивные 
функции у грызунов необходимо учитывать харак-
теристики кормов, предлагаемых лабораторным 
животным.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В силу сложившейся практики доклинических 
исследований и логистики проведения разнона-
правленных экспериментов в ходе их выполнения 
оценка нейротоксичности новых ЛП выполняется 
на разных этапах исследования: при определении 
острой и хронической токсичности, репродуктив-
ной токсичности, фармакологической безопас-
ности, зачастую не только разными исследовате-
лями, но также в разных учреждениях. Подобная 
разрозненность затрудняет интерпретацию и экс-
траполяцию пула экспериментальных данных, 
крайне важных с точки зрения перспектив раз-
рабатываемых новых лекарственных препаратов. 
Более того, подобное положение зачастую при-
водит к слишком позднему заключению об отсут-
ствии перспективности дальнейшей разработки, 
что влечет за собой неоправданные экономиче-
ские потери и приводит к неудачам на клиниче-
ских этапах исследований.

При всей значимости сложившейся системы 
оценки нейротоксичности приведенные выше ма-
териалы свидетельствуют о необходимости более 
глубокого понимания нюансов исследовательской 

и экспертной деятельности в области оценки ней-
ротоксичности, а также разработки интегративного 
теста, позволяющего с высокой вероятностью от-
казываться от лекарственных средств, вызывающих 
как структурные, так и функциональные, в том чис-
ле когнитивные, нарушения. Возможно, при соот-
ветствующей верификации на эту роль в экспресс-
исследованиях смогут претендовать тесты «Острое 
угашение исследовательско-ориентировочной ре-
акции» и «Экстраполяционное избавление».
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