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РЕЗЮМЕ
Рассмотрены общие принципы оценки генотоксичности химических веществ. Основное внимание уделено альтернативным методам исследования. 
Обсуждается международный опыт применения альтернативных подходов и перспективы их использования в регуляторных целях.
Материалом для настоящего обзора послужили данные отечественной и зарубежной литературы, а также интернет-ресурсов в области разра-
ботки новых альтернативных методов тестирования химических веществ на генотоксичность. При поиске информации использовали базы данных 
ОЭСР, Scopus, Medline, Google Scholar, РИНЦ, КиберЛенинка.
Оценка генотоксичности химических веществ представляет собой сложившуюся систему, включающую целый арсенал валидированных методов, 
однако в настоящее время не утрачивают актуальности исследования, направленные на совершенствование существующих тестов, создание новых 
технологий, в том числе на основе альтернативных подходов.
В целом можно выделить три направления развития генетической токсикологии, включающих разработку новых методов тестирования на основе 
полногеномного секвенирования и применения технологий редактирования генома; развитие и апробацию количественной системы оценки эффектов 
дополнительно к существующему качественному подходу (мутагенно / не мутагенно) и анализ различных комбинаций методов тестирования на 
генотоксичность с целью выявления батареи тестов, обладающих большей прогностической способностью в отношении канцерогенных эффектов.
Для применения разрабатываемых альтернативных моделей в регуляторных целях необходимо предоставление убедительных доказательств того, 
что получаемые данные являются хорошими предикторами реального ответа организма на воздействие токсикантов (генотоксикантов), тре-
буются валидация методов, стандартизация и гармонизация протоколов исследования, внесение изменений в существующую нормативную базу. 
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ABSTRACT
The review represents the current principles of assessment of chemicals genotoxicity. The main attention is paid to alternative research methods. The international 
experience of the application of alternative approaches and prospects of their use for regulatory purposes are discussed.
The data for this review were collected from the Russian and foreign literature, as well as Internet resources, concerning the development of the new alternative 
methods for testing chemicals for genotoxicity. The OECD database, Scopus, Medline, Google Scholar, RISC, CyberLeninka were used for the information 
retrieval.
Although the evaluation of genotoxicity of chemical substances is the well-established and based on the battery of validated methods, the studies for improving the 
existing tests and developing new technologies, including the alternative approaches, continue unabated up to now.
In general, three trends of development of genetic toxicology can be outlined, including creating of new methods based on the whole-genome sequencing and the 
application of genome editing technologies; implementation of quantitative system of effects assessment in addition to the existing qualitative approach (mutagenic/
non-mutagenic) and testing of various combinations of genotoxicity evaluation methods to identify a battery of tests with a greater predictive activity regarding 
carcinogenic effects.
To use the developed alternative models for regulatory purposes, it is necessary to provide convincing evidence that the data obtained are good predictors of the 
organism’s actual response to the effects of toxicants/genotoxicants, validation of methods, standardization, and harmonization of research protocols, and changes 
to the existing regulatory framework are required.
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Введение
В настоящее время термин «генотоксичность» понимают 

как совокупность предмутационных и мутационных событий, 
индуцированных воздействием факторов окружающей или 
производственной среды, включающую влияние на целост-
ность генетического материала в клетке, изменение структу-
ры, информационного содержания или сегрегации ДНК, что 
приводит к нарушению процессов воспроизводства [1]. Осно-
вополагающие принципы сложившейся концепции оценки 
генотоксичности свидетельствуют о том, что объём и глуби-
на тестирования должны определяться степенью воздействия 
неблагоприятного фактора на человека. При этом максимум 
информации должен быть получен с минимальными затрата-
ми труда и количества животных, а полное тестирование ге-
нотоксичности должно охватывать три конечные точки: ген-
ные, хромосомные и геномные мутации [2].

Сравнительный анализ сопряжённости данных, полу-
ченных при оценке мутагенной активности и канцероген-
ности, показал, что результаты тестов на генотоксичность 
могут быть использованы и для прогнозирования канцеро-
генного риска. Например, показано, что более 90% химиче-
ских веществ, отнесённых МАИР к канцерогенам I группы, 
генотоксичны [3], 70% соединений, индуцирующих обрат-
ные генные мутации в тест-системе Sallmonella/микросомы, 
являются канцерогенами, выявляемыми в тестах на живот-
ных [4]. Поэтому тесты на генотоксичность в ряде случаев 
рассматривают и как краткосрочные тесты на канцероген-
ность [5‒7].

В целом можно выделить три направления развития ге-
нетической токсикологии, включающих разработку новых 
методов тестирования на основе полногеномного секвени-
рования и применения технологий редактирования генома 
[8, 9]; развитие и апробацию количественной системы оцен-
ки эффектов дополнительно к существующему качественно-
му подходу (мутагенно / не мутагенно) [10] и анализ различ-
ных комбинаций методов тестирования на генотоксичность 
с целью выявления батареи тестов, обладающих большей 
прогностической способностью в отношении канцероген-
ных эффектов [11].

Альтернативные методы анализа как генотоксических, 
так и токсических эффектов основаны на тестах in silico, in 
chemico, in vitro и ex vivo. В настоящем обзоре рассмотрена 
оценка генотоксичности химических веществ с помощью 
альтернативных методов, которые были разработаны за по-
следнее десятилетие.

Материалом для настоящего обзора послужили данные 
отечественной и зарубежной литературы, а также интернет-
ресурсов в области разработки новых альтернативных мето-
дов тестирования химических веществ на генотоксичность. 
При поиске информации использовали базы данных ОЭСР, 
Scopus, Medline, Google Scholar, РИНЦ, КиберЛенинка. По 
теме публикации было найдено свыше тысячи статей. Изу-
чение аннотаций работ показало, что наиболее релевантны-
ми из них были примерно 180 работ. При написании обзора 
использовано 89 публикаций.

Общие принципы оценки генотоксичности 
Первоначальный скрининг in silico и (или) in chemico, 

предшествующий экспериментальной оценке потенциаль-
ной генотоксической активности, является полезным ин-
струментом в случае малого количества синтезированного 
вещества или, при необходимости, определения приоритет-
ности тестирования линейки синтезированных соединений. 
Кроме того, данный подход позволяет идентифицировать 
структурные особенности соединения, опосредующие мута-
генный эффект, и представляет дополнительную информа-
цию о механизмах действия.

Наибольший прогресс в создании и использовании аль-
тернативных методов тестирования достигнут в области 
разработки расчётных моделей с использованием подхода 

«структура – активность» [(Q)SAR], в основе которого ле-
жит прогнозирование в зависимости от структуры вещества, 
его физико-химических и (эко)токсических свойств как на 
качественном, так и на количественном уровнях с помо-
щью методов математической статистики. Международным 
сообществом под эгидой ОЭСР разработано программное 
обеспечение QSAR Toolbox, использование которого пред-
ставляется обоснованным при ранжировании химических 
веществ по степени опасности и при изучении острых и от-
далённых эффектов, в том числе мутагенных. Российским 
регистром потенциально опасных химических и биологиче-
ских веществ разработаны пособия по использованию про-
граммного обеспечения QSAR Toolbox для прогнозирования 
мутагенности и канцерогенности химических веществ, их 
токсических свойств, способности вызывать кожную сенси-
билизацию [12].

Как правило, на начальном этапе экспериментальной 
оценки генотоксичности предусмотрено использование 
методов in vitro [13]. В качестве тест-объектов в моделях  
in vitro используют клетки бактерий, теплокровных живот-
ных и человека. Метод оценки обратных генных мутаций 
на бактериях является одним из наиболее широко исполь-
зуемых и легкореализуемых тестов in vitro [14]. Также рас-
пространены экспериментальные подходы, основанные на 
выявлении генных мутаций с помощью клеток млекопита-
ющих, например, мутаций в гене тимидинкиназы (tk) [15], 
генах гипоксантин-гуанинфосфорибозилтрансферазы (hprt) 
и ксантингуанинфосфорибозилтрансферазы (xprt) [16],  
хромосомных аберраций [17] и индукции микроядер [18]. 
Результаты использования батареи тестов in vitro демонстри-
руют высокую корреляцию с данными о генотоксичности и 
канцерогенности, полученными in vivo на грызунах [19].

Для определённой группы продукции химической про-
мышленности законодательство многих стран также предус-
матривает необходимость исследований на генотоксичность 
in vivo, которые могут быть обязательным самостоятельным 
этапом тестирования или могут проводиться только в слу-
чае обнаружения мутагенной активности вещества в тестах 
in vitro [20‒23]. Наиболее часто используют тесты на индук-
цию мутаций в соматических и половых клетках трансген-
ных животных [24] или хромосомных аберраций в клетках 
костного мозга млекопитающих in vivo [25], ДНК-кометный 
анализ in vivo [26] и (или) микроядерный тест на эритроци-
тах млекопитающих [21, 23, 27]. Тест на индукцию мутаций 
в гене фосфатидилинозитолгликана класса A (Pig-a) на эри-
троцитах млекопитающих, валидированный протокол ко-
торого был опубликован в 2022 г. [28], также является вос-
требованным методом выявления потенциальных мутагенов  
in vivo [29]. Кроме того, существуют методы in vivo, предна-
значенные для выявления мутагенных эффектов в зароды-
шевых клетках, например, тест на индукцию доминантных 
летальных мутаций у грызунов [30] или тест на мутации  
в специфических локусах мышей [31].

Заключение о наличии или отсутствии генотоксической 
активности нового химического вещества формируют на ос-
новании совокупных результатов тестов, предназначенных 
для выявления разных типов индуцированных мутаций на 
генном, хромосомном и геномном уровнях, с использовани-
ем подхода «весомости доказательств», при котором данные, 
полученные в условиях in vivo, имеют приоритет над резуль-
татами in vitro [10].

Хотя, как правило, для ввода и обращения на рынке про-
дукции на основе нового вещества необходим полный цикл 
исследований мутагенности на разных тест-объектах, вклю-
чая животных, в ряде случаев оценка генотоксичности мо-
жет быть ограничена исследованиями in vitro. Это в первую 
очередь относится к оценке безопасности по критерию «му-
тагенность» косметических средств, технических продуктов-
дженериков действующих веществ пестицидов, примесей и 
метаболитов фармацевтических субстанций (с содержанием 
менее 10%), а также химических веществ, производимых  
в количестве менее одной тонны [32‒37].
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риска фотомутагенности и фототоксичности агрохимикатов 
[49]. Показана возможность использования комбинации 
методов на генотоксичность (тест Эймса и ДНК-кометный 
анализ) для прогнозирования канцерогенной активности 
противопаразитарных средств [11]. Для лучшей имитации 
метаболических превращений in vitro, которым могут под-
вергаться тестируемые соединения в организме животных, 
изучают возможность использования новых клеточных ли-
ний гепатоцитов человека, полученных на основе трансфор-
мации фибробластов [50], эмбриональных или плюрипо-
тентных стволовых клеток [51, 52].

С использованием шести линий эмбриональных ство-
ловых клеток мыши, меченных флуорофорами, разрабо-
тана коммерческая высокопроизводительная тест-система 
ToxTracker® на основе проточной цитометрии и анализа 
изображений для одновременного обнаружения in vitro 
нескольких ключевых эффектов, индуцируемых геноток-
сикантами [53, 54]. Применение флуоресцентных репор-
тёрных клеток, объединённых в одном анализе, позволяет 
выявлять агенты, нарушающие клеточный цикл, индуциру-
ющие повреждение ДНК и белков, развитие окислительно-
го стресса, апоптоза, полиплоидии и др. В ходе межлабора-
торных испытаний данная тест-система была валидирована. 
Соответствующее руководство ОЭСР, описывающее мето-
дологию оценки химических веществ, находится в стадии 
разработки [55].

Ещё одной высокопроизводительной коммерческой 
платформой для выявления нескольких генотоксических 
эффектов (двуцепочечных разрывов ДНК, клеточной гибе-
ли, митотических клеток и полоплоидизации) на основе про-
точной цитометрии является тест-система Multiflow®, кото-
рая была апробирована в нескольких лабораториях [56, 57].  
В работе [58] сообщалось о применении искусственного ин-
теллекта для повышения её прогностической способности.

Технологии машинного обучения были использованы 
при анализе изображений конфокальной микроскопии по-
сле специфического окрашивания различных клеточных 
структур: кинетохоров для выявления анеугенности и кла-
стогенности, двуцепочечных разрывов (yH2AX), парилиро-
вания ДНК (поли-АДФ-рибозилирования) [59].

За последнее десятилетие использование трёхмерных 
(3D) тканевых структур в тестировании на генотоксичность 
также неуклонно растёт. Наибольший прогресс достигнут в 
разработке надёжных протоколов на основе эквивалентов 
тканей кожи, дыхательных путей и печени [60‒63].

Например, разработан и валидирован в лабораториях 
США, ЕС и Китая микроядерный тест на основе 3D-модели 
кожи человека EpiSkin™ [64]. Также предложена тест-система 
на основе 3D-сфероидов клеток печени HepG2 для учёта ин-
дукции микроядер в условиях цитокинетического блока, ко-
торая апробирована на модельных промутагенах: бенз(a)пи-
рене, 2-амино-1-метил-6-фенилимидазо-(4,5-b)-пиридине. 
При этом частота индуцированных микроядер при одина-
ковых концентрациях, выявляемая в 3D-сфероидах, была в 
два раза выше по сравнению с эффектами, наблюдаемыми в 
2D-монослое [61].

Для оценки (гено)токсичности при ингаляционном 
пути поступления токсикантов разрабатывают модели на 
основе тканевых эквивалентов слизистой оболочки дыха-
тельных путей человека, которые остаются стабильными в 
культуре в течение нескольких месяцев [65]. В настоящее 
время доступны две коммерческие тест-системы на основе 
реконструированных 3D-моделей дыхательных путей че-
ловека: MucilAir™ производства Epithelix Sàrl (Швейцария) 
и EpiAirway™ производства MatTek Corporation (США). С 
помощью этих тест-систем показана возможность выявле-
ния ДНК-повреждающего действия метилметансульфона-
та, циклофосфамида и 4-нитрохинолон-N-оксида в ДНК-
кометном анализе [66, 67].

С использованием технологий редактирования генома 
CRISPR/Cas9, TALEN и ZFN консорциумом лабораторий, 

Оценка генотоксичности химических веществ представ-
ляет собой сложившуюся систему, включающую целый ар-
сенал валидированных методов, однако в настоящее время 
не прекращаются исследования, направленные на совер-
шенствование существующих тестов, создание новых техно-
логий, в том числе на основе альтернативных подходов.

Современные тенденции развития альтернативных 
методов исследования

Анализ литературных данных показывает, что в насто-
ящее время прослеживается устойчивая тенденция мак-
симального сокращения количества животных в медико-
биологических экспериментах и замены их использования 
альтернативными моделями (принцип 3R) [38]. Предлага-
емые альтернативные методы помогают не только решать 
этические задачи, связанные с тестированием на живот-
ных, но и значительно сократить сроки исследований но-
вых веществ (факторов), получить экономический эффект,  
в некоторых случаях выявить токсические эффекты на кле-
точном или субклеточном уровнях, а также выяснить меха-
низм действия токсиканта. В меморандуме EPA от 10.09.2019 г.  
заявлена цель: сократить использование лабораторных жи-
вотных на 30% к 2025 г. и отказаться от их применения в экс-
периментах к 2035 г. [39].

Результаты оценки с помощью альтернативных подходов 
могут быть приняты национальными регуляторными орга-
нами, как это сделано в США, Канаде и странах Европей-
ского союза [40, 41]. Согласно Регламенту (ЕС) № 1907/2006 
о регистрации, оценке, разрешении и ограничении хими-
ческих веществ (REACH), возможно использование соот-
ветствующей информации об аналогах для прогнозирования 
свойств целевого соединения. Во избежание дублирования 
данных и повторного тестирования на позвоночных животных 
одного и того же вещества, регистрируемого разными заяви-
телями, ECHA разработана система повторной оценки [42].  
В рамках данной системы держателю регистрационного досье 
следует предоставлять данные о веществе по запросу потенци-
ального владельца регистрации аналогичного вещества [40].  
Например, результаты исследования генотоксичности ами-
ноэтилпиперазина в тест-системе ToxTracker на основе 
стволовых клеток мыши были приняты ECHA для оценки 
мутагенности соединения N, N-4-триметилпиперазин-1-
этиламина [43].

Ведущими организациями в области разработки и ва-
лидации альтернативных методов тестирования являются 
Европейское общество токсикологов по альтернативным 
методам (ESTIV), Европейский центр по валидации аль-
тернативных методов (ECVAM), Итальянская ассоциация 
токсикологов in vitro (CELLTOX), Межведомственный ко-
ординационный комитет по валидации альтернативных ме-
тодов США (ICCVAM), Японский центр валидации альтер-
нативных методов (JaCVAM), Организация экономического 
содружества и развития (ОЭСР). В Российской Федерации 
разработкой альтернативных методов исследования токсич-
ности занимаются отдельные научно-исследовательские 
коллективы [44‒46].

Количество химических веществ, для которых отсут-
ствуют или ограничены экспериментальные токсиколо-
гические данные, велико, поэтому для определения при-
оритетов оценки риска и (или) получения информации об 
их потенциальной опасности активно развиваются новые 
интегрированные подходы, основанные на методологиях 
с высокой производительностью без использования лабо-
раторных животных (new approach methodologies, или non-
animal approaches (NAMs)) [47, 48]. NAMs не обязательно 
базируются на вновь разработанных методах, скорее, новым 
является их применение для принятия нормативных реше-
ний или для замены традиционных тестов.

Так, Raiane R. Diniz с соавт. предложена модель, вклю-
чающая совокупность методов in silico и in vitro, для оценки 
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in vitro предложило ступенчатый подход с использованием 
нескольких альтернативных методов. Первый этап вклю-
чает прогнозирование биодоступности и генотоксичности 
исходного соединения in silico с учётом порога токсиколо-
гической опасности. Далее проводят серию исследований 
in vitro для выявления всех потенциальных генотоксических 
эффектов, включая тест Эймса (Ames II), учёт поврежде-
ний ДНК и индукции окислительного стресса (CometChip® 
и MultiFlow®), микроядерный тест (MicroFlow®) и анализ 
транскрипционных биомаркёров с помощью платфор-
мы TGx-DDI. Далее рассчитывают реперные (пороговые) 
концентрации (benchmark concentration) и проводят экс-
траполяцию данных для расчёта доз in vivo с помощью про-
граммного обеспечения PROAST и платформы IVIVE соот-
ветственно [80].

Таким образом, в многочисленных исследованиях 
подтверждена обоснованность концепции на основе со-
вокупности тестов in silico, in chemico, in vitro и ex vivo, 
показана её потенциальная применимость для идентифи-
кации опасности и приоритизации химических веществ, 
повышения значимости доказательств или для заполне-
ния пробелов в данных, полученных при тестировании 
на животных [11, 41, 77, 81‒84]. Хотя центральная роль в 
NAM-концепции отведена методам in vitro, полагают, что 
методы in silico и in chemico можно применять для оцен-
ки физико-химических и метаболических параметров 
соединения и его метаболитов, прогнозирования про-
должительности их жизни и (или) механизмов действия 
и потенциальных неблагоприятных эффектов [85‒88]. 
NAM-подход не только эффективен при оценке безопас-
ности химических факторов, но и, как полагают, имеет 
особое значение в разработке и гармонизации методов 
тестирования на генотоксичность наноматериалов, по-
скольку предоставляет дополнительную информацию  
о механизмах их действия [67, 89].

Заключение
В настоящее время данные, полученные на животных, 

часто имеют больший вес при оценке токсикологической 
(в том числе генотоксической) опасности, чем результаты, 
полученные альтернативными методами, хотя анализ мно-
жества данных свидетельствует о пригодности таких методов 
как дающих достаточно точные доказательства неблагопри-
ятного воздействия на различные мишени.

Для применения разрабатываемых альтернативных мо-
делей в регуляторных целях необходимо предоставление 
убедительных доказательств того, что получаемые данные 
являются хорошими предикторами реального ответа ор-
ганизма на воздействие токсикантов (генотоксикантов). 
Также требуется валидация методов, стандартизация и гар-
монизация протоколов исследований, внесение изменений  
в существующую нормативную базу.

возглавляемым Национальным институтом медицинских 
наук Японии (NIHS), получено 135 мутантных линий клеток 
ТК6 путём нокаута определённых генов, белковые продукты 
которых участвуют в репарации, репликации, рекомбинации 
ДНК. Отдельные мутантные линии клеток ТК6 продемон-
стрировали чувствительность или толерантность к опре-
делённому мутагену. По мнению авторов, использование 
мутантных культур ТК6 будет способствовать выяснению 
механизмов поддержания стабильности генома [68].

ДНК-аддукты рассматривают в качестве идеальных био-
маркёров для оценки воздействия генотоксиканта на ор-
ганизм человека и контроля воздействия потенциальных 
канцерогенных и генотоксичных соединений, а также для 
разработки мероприятий по оценке риска [69, 70]. Развитие 
МАЛДИ масс-спектрометрии послужило толчком к возник-
новению нового направления оценки ДНК-повреждающего 
действия токсикантов, а именно «аддуктомики», позволя-
ющей на молекулярном уровне исследовать образование, 
устойчивость и репарацию аддуктов химических соединений 
с ДНК [71].

Например, в работе Hemeryck с соавт. было иденти-
фицировано 90 аддуктов ДНК in vitro с помощью масс-
спектрометрии высокого разрешения. Показана примени-
мость 12 аддуктов в качестве генотоксических биомаркёров 
при прогнозировании риска развития колоректального рака, 
связанного с потреблением красного мяса [72]. В дру-
гом исследовании сообщалось об использовании масс-
спектрометрии с количественным изотопным разведением 
основного аддукта для идентификации и количественного 
определения аддуктов ДНК ацилфульвена или иллудина S  
в клеточных линиях рака толстой кишки [73].

Одним из активно развивающихся направлений для 
обнаружения ранних биомаркёров генотоксического дей-
ствия in vitro является транскрипционное профилирование 
[74‒76]. Например, Li с соавт. на основе анализа транс-
крипционной активности генов при действии 28 веществ  
с известной генотоксической активностью на лимфобласто-
идные клетки ТК6 разработали панель транскриптомных 
биомаркёров 65 генов (TGx-28.65), позволяющих выявить 
ДНК-повреждающую активность химических факторов. Ав-
торами также предложена схема тестирования соединений, 
индуцирующих хромосомные нарушения, с помощью па-
нели TGx-28.65. Такая схема, вероятно, позволит избежать 
длительных и дорогостоящих исследований с учётом высо-
кой доли ложноположительных результатов, характерных 
для метода оценки хромосомных аберраций [77, 78].

Для выявления негенотоксичных гепатоканцерогенов 
предложен классификатор, разработанный на основе оцен-
ки транскрипционной сигнатуры 54 генов, активность кото-
рых проанализирована при краткосрочной экспозиции из-
вестными канцерогенами в экспериментах in vivo [79].

Министерство здравоохранения Канады в рамках соз-
дания эффективной схемы оценки на генотоксичность  
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