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Генотоксические поражения рассматриваются не только как причина наслед-
ственной и онкологической патологий, но и как наиболее общий фактор, игра-
ющий существенную роль в этиопатологии сердечно-сосудистых, нейродеге-
неративных заболеваний, репродуктивных потерь, бесплодия и старения. Это 
определяет необходимость тщательного контроля за распространением по-
тенциальных генотоксикантов, в том числе среди лекарственных средств (ЛС), 
как группы соединений, направленно и регулярно используемых человеком. 
Оценка генотоксичности является неотъемлемым элементом в системе докли-
нических исследований безопасности ЛС. Цель работы — анализ современно-
го состояния и возможных путей решения методологических и регуляторных 
проблем в области генотоксикологии для надлежащего проведения доклиниче-
ских исследований безопасности лекарственных средств. В работе обобщены 
сведения о фундаментальных представлениях, составивших базу для развития 
современной генетической токсикологии, рассмотрена история развития иссле-
дований, направленных на выявление мутагенных, кластогенных и анеугенных 
эффектов. Проанализированы регуляторные аспекты генотоксикологических 
исследований ЛС, рассмотрены вопросы совершенствования стратегии прове-
дения тестирования на генотоксичность. Представлены сведения о тестах на ге-
нотоксичность, регламентированных для ЛС, рекомендации по выбору взаимо-
заменяемых тестов в зависимости от особенностей конкретного исследования. 
Проведен сравнительный анализ преимуществ и недостатков тестов. Подчерк-
нуто, что исследование каждого ЛС является самостоятельной научной задачей. 
Обсуждены вопросы интерпретации и трактовки результатов, предиктивность 
генотоксикологических исследований для прогноза потенциальной канцеро-
генности. Даны предложения по совершенствованию стратегии оценки гено-
токсичности ЛС, в частности рассмотрены возможности ее частичного совме-
щения с исследованиями по общей токсичности. Подчеркнута необходимость 
разработки методов регистрации генотоксических событий в генеративных 
клетках, оценены перспективы внедрения новых тестов, рассмотрены направ-
ления фундаментальных и поисковых исследований в области лекарственной 
генотоксикологии.

Ключевые слова: лекарственные средства; генотоксичность; канцерогенность; мутагенность; доклиниче-
ские исследования

Для цитирования: Дурнев А.Д., Жанатаев А.К. Актуальные аспекты генетической токсикологии лекарствен-
ных средств. Ведомости Научного центра экспертизы средств медицинского применения. Регуляторные 
исследования и экспертиза лекарственных средств. 2022;12(1):90–109. https://doi.org/10.30895/1991-2919-
2022-12-1-90-109

4.0

А.Д. Дурнев  , 
А.К. Жанатаев  

РЕЗЮМЕ

© А.Д. Дурнев, А.К. Жанатаев, 2022

PRECLINICAL STUDIES

https://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.30895/1991-2919-2022-12-1-90-109&domain=pdf&date_stamp=2022-04-09
https://orcid.org/0000-0003-0218-8580
https://orcid.org/0000-0002-7673-8672


91The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2022. Vol. 12, No. 1

Актуальные аспекты генетической токсикологии лекарственных средств
Дурнев А.Д., Жанатаев А.К.

Relevant Aspects of Drug Genetic Toxicology

	 Zakusov Institute оf Pharmacology, 
8 Baltiyskaya St., Moscow 125315, Russian Federation

	 Andrey D. Durnev; addurnev@mail.ru

Genotoxic lesions are not only a cause of genetic pathologies and cancer, but also 
the most common and significant factor of the etiopathology of cardiovascular and 
neurodegenerative disorders, reproductive losses, infertility, and aging. This requires 
careful monitoring of the use of potential genotoxicants including medicinal products 
(MPs), which are a group of compounds intentionally and routinely used by humans. 
Genotoxicity assesment is highly essential in preclinical drug safety studies. The aim 
of the study was to analyse the current situation and reveal possible ways of ad-
dressing methodological and regulatory issues in genotoxicology to enable proper 
conduction of drug safety preclinical studies. The article summarises basic concepts 
of the modern genetic toxicology development and highlights the history of re-
search aimed at identifying mutagenic, clastogenic, and aneugenic effects. The au-
thors analyse regulatory aspects of genotoxicological studies of MPs and consider 
issues of improving the strategy for genotoxicity testing. The paper gives inform-
ation about the genotoxicity tests approved for MPs, recommendations for inter-
changeability of tests in relation to particular study characteristics. The authors 
carried out a comparative analysis of the tests’ pros and cons with an emphasis 
that the study of each MP is a separate scientific task. They discuss interpretation 
of results and prediction of MP carcinogenic potential in genotoxicological studies. 
Recommendations are given for the optimisation of the MP genotoxicity assessment 
strategy, considering its partial integration into general toxicity studies. The article 
stresses the urgent need to develop registration methods for genotoxic events in 
germ cells, assesses the prospects of new tests, and reviews new trends in drug 
genotoxicology fundamental research.
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Введение 
Оценка генотоксических свойств является обя-
зательным этапом доклинического исследова-
ния лекарственных средств (ЛС). Эта позиция 
разделяется всеми национальными регулятор-
ными органами и поддержана международными 
организациями, деятельность которых направ-
лена на совершенствование и гармонизацию 
доклинических исследований: Организацией 
экономического сотрудничества и развития 
(Organisation for Economic Co-operation and 
Development, OECD), Международным советом 
по гармонизации технических требований к ле-
карственным средствам для медицинского при-
менения (International Council for Harmonisation 
of Technical Requirements for Pharmaceuticals 
for Human Use, ICH), Всемирной организацией 
здравоохранения, Управлением по контролю 
за качеством продуктов питания и лекарствен-

ных средств (Food and Drug Administration, FDA) 
и др. Новые фундаментальные представления 
о механизмах и закономерностях генотокси-
ческих событий, выявление недостатков при-
нятой методологии на основе опыта ее прак-
тического применения, развитие технологий, 
позволяющих расширить возможности суще-
ствующих методик и разработать принципи-
ально новые, составляют в совокупности базу 
для периодического пересмотра стратегии 
и методологии тестирования ЛС на генотокси-
ческую активность.

Цель работы — анализ современного состояния 
и возможных путей решения методологических 
и регуляторных проблем в области генотоксико-
логии для надлежащего проведения доклиниче-
ских исследований безопасности лекарствен-
ных средств.
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История и основные понятия
Открытие радиационного (Г. Меллер, 1927), 
а затем химического мутагенеза (В. В. Сахаров, 
1933; И. А. Рапопорт, 1946; Ш. Ауэрбах, 1947) 
произошло в первой половине двадцатого сто-
летия. Эти фундаментальные наблюдения рас-
крыли источник возникновения генетического 
груза, концепция которого была предложена 
Дж. Холдейном (1965) и под которым сегодня 
понимается сумма мутаций, снижающих при-
способленность и выживание популяций, а в ме-
дицинском плане приводящих к многочислен-
ным генетически обусловленным заболеваниям, 
угрожающим жизни и здоровью людей и их по-
томков [1–3].

С открытием структуры ДНК был получен мо-
лекулярный базис, на основе которого были 
начаты исследования природы и молекулярных 
механизмов индукции генных, хромосомных 
и геномных мутаций, продолжающиеся в насто-
ящее время. Был установлен ряд фактов фунда-
ментальной значимости:
•	 мутагенез имеет общебиологический харак-

тер и присущ всем живым организмам от бак-
терий до высших организмов, включая чело-
века;

•	 средняя частота спонтанного мутирова-
ния на локус или геном за поколение сход-
на у организмов близких таксономических 
групп (спонтанный мутагенез);

•	 интенсивность спонтанного мутагенеза мо-
жет быть существенно увеличена под дей-
ствием экзогенных мутагенных факторов 
или эндогенных мутагенных метаболитов 
(индуцированный мутагенез);

•	 мутагенез — многоэтапный процесс: первич-
ные повреждения ДНК фиксируются в генные 
(мутагенез) и хромосомные (кластогенез) му-
тации в процессе репарации и репликации 
ДНК;

•	 возникновение геномных мутаций (анеуге-
нез) связано с нарушениями расхождения 
хромосом в митозе и мейозе;

•	 вновь индуцируемые мутации поддерживают 
в популяции уровни наследственных и онко-
логических заболеваний, приводят к репро-
дуктивным потерям;

•	 химические мутагены подразделены 
на прямые и непрямые, т.е. требующие ме-
таболической активации, ДНК-реактивные 
и ДНК-нереактивные, а также классифициру-
ются по непосредственному механизму дей-
ствия (алкилирующие агенты, интеркаляторы, 

прооксиданты и др.), по химической приро-
де (полициклические углеводороды, пирро-
лизиновые алкалоиды, гетероциклические 
амины и др.), по источнику происхождения 
(лекарственные, пищевые, производствен-
ные и др.);

•	 индуцированный мутагенез может быть уси-
лен под действием химических соединений — 
комутагенов или ослаблен под действием 
антимутагенов;

•	 увеличение спонтанных уровней первичных 
повреждений ДНК наблюдается при многих 
заболеваниях, коррелирует с нарушениями 
онтогенеза и может иметь самостоятельную 
патогенетическую значимость.

В середине прошлого столетия понимание опас-
ности мутагенеза способствовало возникнове-
нию на стыке научных дисциплин генетической 
токсикологии  — совокупности фундаменталь-
ных и прикладных исследований, конечной це-
лью которых является выявление генотоксикан-
тов и снижение/предотвращение их патогенных 
эффектов [4]. Ее основными задачами являются 
исследование механизмов и закономерностей 
мутагенеза в различных типах клеток, скрининг 
и мониторинг потенциальных генотоксикантов, 
разработка методов выявления генотоксиче-
ских эффектов, изучение возможностей их мо-
дификации и оценка риска генотоксических воз-
действий в отношении здоровья.

На заре становления генотоксикологии ее главной 
прикладной задачей была оценка риска возник-
новения мутаций у человека под действием раз-
личных факторов окружающей среды, испытания 
их мутагенной и канцерогенной активностей яв-
лялись независимыми процедурами. С введением 
в практику генотоксикологических исследований 
экспресс-теста на бактериях  — теста Эймса [5]  — 
был накоплен массив экспериментальных данных 
по мутагенным эффектам известных канцероге-
нов. После выявления на основе сравнительного 
анализа этих данных сопряженности мутагенной 
активности в тесте Эймса с канцерогенностью 
in vivo стало очевидным, что результаты тестов 
на генотоксичность могут быть использованы 
и для прогнозирования канцерогенного риска. 
Это позволило рассматривать тесты на геноток-
сичность как краткосрочные тесты на канцероген-
ность, что отражено сегодня во многих методи-
ческих документах, в том числе в отечественном 
издании «Руководство по проведению доклиниче-
ских исследований лекарственных средств»1.

1	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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Таким образом, тестирование на генотоксиче-
скую активность преследует две цели: оценку 
собственно генотоксичности и оценку потенци-
альной канцерогенности.

Развитие генетической токсикологии способ-
ствовало разработке, апробации и внедрению 
большого количества методов и тест-систем 
для экспериментального выявления различных 
категорий индуцированных мутаций. Несмотря 
на прогрессивное развитие методической базы 
тестирования, ни тогда, ни сегодня нет теста, 
позволяющего одномоментно, в рамках од-
ного эксперимента определить способность 
соединения индуцировать различные катего-
рии мутаций в соматических и зародышевых 
клетках. Отсюда возник комплексный подход, 
предполагающий оценку индукции различных 
категорий мутаций в разных тестах, на разных 
тест-объектах. Предлагаемые к использова-
нию тесты группировали в ступенчатые схе-
мы, предполагавшие изменение направления 
исследований следующего этапа в зависимо-
сти от результатов предыдущего. Известными 
примерами реализации подобных подходов 
являются схема тестирования на мутагенность, 
разработанная коллективом авторов под руко-
водством академика Н.П.  Бочкова [6], и трех-
ступенчатая схема Б.A.  Бриджеса [7]. С их по-
явлением была достигнута главная цель работ 
этого периода: создание системы скрининга 
химических мутагенов.

Центральные принципы современного гене-
тического тестирования изложены в недав-
ней работе [8], обобщающей опыт семинара 
«Стратегии в генотоксикологии: принятие ин-
новационных научных методов в нормативном 
контексте: сильные и слабые стороны. От нор-
мативной точки зрения до промышленной 
перспективы», состоявшегося на 47-м ежегод-
ном собрании Европейского общества по эко-
логическому мутагенезу и геномике (2019 г.). 
Они вытекают из предшествующих воззрений 
и констатируют, что глубина и объем тести-
рования должны определяться степенью воз-
действия вещества на человека, максимум ин-
формации должен добываться минимальными 
затратами труда и животных, а полное тести-
рование генотоксичности должно охватывать 
три конечные точки: мутации генов (мута-
генность), структурные аберрации хромосом 
(кластогенность) и числовые хромосомные 

мутации (анеуплоидия), что предусматривает 
комплексное использование разных тестов.

В существующей традиции под термином «ге-
нотоксичность» принято понимать всю сово-
купность предмутационных и мутационных 
событий (модификации структуры ДНК, генные, 
хромосомные и геномные мутации), а также 
обозначать этим термином способность вызы-
вать первичные, предмутационные поврежде-
ния ДНК. Термины «мутагенность», «мутаген» 
вытесняются терминами «генотоксичность», 
«генотоксикант», «генотоксин».

Регуляторные аспекты генотоксикологии 
лекарственных средств

На ранних этапах развития учения об индуци-
рованном мутагенезе стала ясна необходимость 
превентивного экспериментального тестирова-
ния вновь синтезируемых и уже применяющихся 
химических соединений на мутагенность, и было 
определено, что первоочередность такой рабо-
ты должна исходить из масштабов распростра-
нения и длительности их контакта с человеком. 
Исходя из этих критериев была актуализирова-
на задача тестирования ЛС на мутагенность, по-
скольку именно ЛС длительно, регулярно и ад-
ресно применяются человеком.

Из множества разработанных тестов на ге-
нотоксичность в целях регуляторной оценки 
ЛС используют методы, валидированные 
в масштабных межлабораторных исследова-
ниях и многолетней практикой применения. 
Последний пересмотр пригодности генотокси-
ческих тестов, проведенный OECD, пришелся 
на 2014–2015 гг., его результаты представлены 
в таблице  1. Следует отметить, что из списка 
тестов были удалены тесты на Saccharomyces 
cerevisiae и на Drosophila melanogaster, тест 
на внеплановый синтез ДНК и тест по учету 
сестринских хроматидных обменов (СХО-тест). 
Однако сделана оговорка, что ранее получен-
ные данные могут использоваться для оценки 
генотоксического риска2. Эта оговорка поз-
воляет не проявлять поспешность при отказе 
от применения дрозофилы в системе тестирова-
ния. Помимо того что в тесте на D. melanogaster 
возможно регистрировать рекомбиногенные 
события, он незаменим при проверке неопре-
деленных результатов, получаемых в тесте 
Эймса или в тестах in vitro.

2	 OECD iLibrary: Current status of the test guidelines for genetic toxicology. https://www.oecd-ilibrary.org
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Таблица 1. Список методических указаний Организации экономического сотрудничества и развития по проведению тестов 
на генотоксичность химических соединений3

Table 1. List of the guidelines of Organization for Economic Co-operation and Development for genetic toxicity testing of chemicals3

Номер 
рекомендаций

Test Guideline (TGs)
Number

Название теста
Test

Сроки
Deadlines for

утверждения
Adoption

пересмотра
Revision

отмены
Removal

Недавно пересмотренные рекомендации
Recently revised TGs

471 Учет обратных генных мутаций у бактерий (тест Эймса)
Bacterial reverse mutation test (Ames test)

1983 1997 –

473 Тест на индукцию хромосомных аберраций in vitro
In vitro mammalian chromosomal aberration test

1983 1997/2014 –

474 Микроядерный тест в эритроцитах млекопитающих in vivo
In vivo mammalian erythrocyte micronucleus test 

1983 1997/2014 –

475 Тест на индукцию хромосомных аберраций в клетках 
костного мозга млекопитающих in vivo
In vivo mammalian bone marrow chromosomal aberration test

1984 1997/2014 –

476 Тест на индукцию генных мутаций в клетках  
млекопитающих in vitro*
In vitro mammalian cell gene mutation test*

1984 1997/2015 –

487 Микроядерный тест в клетках млекопитающих in vitro
In vitro mammalian cell micronucleus test

2010 2014 –

478 Тест на индукцию доминантных летальных мутаций 
 у грызунов
Rodent dominant lethal assay

1984 2015 –

483 Тест на индукцию хромосомных аберраций в клетках 
сперматогоний млекопитающих
Mammalian spermatogonial chromosomal aberration

1997 2015 –

Недавно утвержденные рекомендации
Recently approved TGs

488 Тест на индукцию мутаций в соматических и половых  
клетках трансгенных животных
Transgenic rodent somatic and germ cell gene mutation assay

2011 – –

489 Тест ДНК-комет в клетках млекопитающих in vivo
In vivo mammalian alkaline comet assay

2014 – –

490 Тест на индукцию мутаций в гене тимидинкиназы в клетках 
млекопитающих in vitro
In vitro mammalian cell gene mutation assays using the 
thymidine kenase gene

2015 – –

Архивные/утратившие силу рекомендации
Archived/invalid TGs

472 Учет обратных генных мутаций у Escherichia coli
Escherichia coli, reverse assay

1983 – 1997

477 Учет рецессивных, сцепленных с полом, летальных  
мутаций у Drosophila melanogaster
Sex-linked recessive lethal test in Drosophila melanogaster

1984 – 2013

479 Тест на индукцию сестринских хроматидных обменов  
в клетках млекопитающих in vitro
In vitro sister chromatid exchange assay in mammalian cells

1986 – 2013

480 Тест на индукцию генных мутаций у Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae, gene mutation assay

1986 – 2013

3	 OECD Guidelines for the Testing of Chemicals, Section 4. Health Effects.



95The Bulletin of the Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products. 
Regulatory Research and Medicine Evaluation. 2022. Vol. 12, No. 1

Актуальные аспекты генетической токсикологии лекарственных средств
Дурнев А.Д., Жанатаев А.К.

Продолжение таблицы 1

Table 1 (continued)

Тесты, упомянутые в таблице 1, используются 
в регуляторных исследованиях. Они объеди-
няются в схемы тестирования, совокупные ре-
зультаты которых позволяют охарактеризовать 
генотоксический профиль тестируемого ЛС.

В соответствии с требованиями, изложенными 
в отечественном руководстве по доклиниче-
ским исследованиям (ДКИ)4, до начала фазы I 
клинических исследований (КИ) в рамках изу-
чения специфических видов токсичности ЛС 
проводится исследование их мутагенной ак-
тивности и потенциальной канцерогенности 
в краткосрочных тестах (рис. 1). Общим эта-
пом этих исследований является оценка ин-
дукции генных мутаций на бактериях (тест 
Эймса) или D. melanogaster и хромосомных по-
вреждений in  vivo методом анализа хромосом-
ных аберраций (ХрА) в клетках костного мозга 
на стадии метафазы или учета микроядер (МЯ) 
в клетках костного мозга или периферической 
крови грызунов. Оценка потенциальной кан-
церогенной активности включает проведение 
дополнительно к указанным тестам на индук-
цию повреждений ДНК in vivo. С этой целью 
рекомендовано использование метода анализа 
внепланового синтеза ДНК в клетках печени, 

щелочной элюции и внедренного в последней 
версии руководства метода ДНК-комет5. В со-
вокупности указанная схема по набору тестов 
и методологии тестирования соответствует 
принятой в международной практике доклини-
ческой оценки генотоксичности ЛС. Отличие со-
стоит лишь в том, что перед проведением фазы 
III КИ предполагается тестирование методом 
учета доминантных летальных мутаций (ДЛМ) 
в половых клетках млекопитающих.

При получении отрицательных результатов 
во всех тестах или положительных результатов 
по меньшей мере в двух тестах выносится соот-
ветствующее заключение об отсутствии или на-
личии у ЛС генотоксичности и, соответственно, 
канцерогенного потенциала. Если положитель-
ный результат выявляется в одном из тестов, 
проводится дополнительное исследование с ис-
пользованием альтернативного теста, регистри-
рующего тот же тип генотоксического события. 
В случае подтверждения положительного ре-
зультата исследование далее не проводится, 
в случае отрицательного результата переходят 
к заключительному этапу с использованием од-
ного из прямых экспресс-тестов определения 
канцерогенности, к примеру учета опухолевой 

Номер 
рекомендаций

Test Guideline (TGs)
Number

Название теста
Test

Сроки
Deadlines for

утверждения
Adoption

пересмотра
Revision

отмены
Removal

481 Тест на индукцию митотической рекомбинации  
у Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces cerevisiae, mitotic recombination assay

1986 – 2013

482 Тест на внеплановый синтез ДНК в клетках  
млекопитающих in vitro
DNA damage and repair, unscheduled DNA synthesis  
in mammalian cells in vitro

1986 – 2013

484 Спот-тест на мышах
Mouse spot test

1986 – 2013

485 Тест на мутации в специфических локусах мышей
Mouse heritable translocation assay

1986 – –

486 Тест на внеплановый синтез ДНК в клетках печени  
млекопитающих in vivo
Unscheduled DNA synthesis test with mammalian liver cells  
in vivo

1997 – –

Примечание. «–» — не применимо.
* После пересмотра TG 476 включает только тест по учету генных мутаций в локусах hprt или xprt.
Note. — not applicable.

* After the revision, TG 476 is only for the mammalian cell gene mutation test using the hprt or xprt loci.

4	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
5	 ICH S2 (R1) Genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals intended for human use. EMA/CHMP/ICH/126642/2008.
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трансформации клеток in vitro. При получении 
экспериментальных результатов, не позволяю-
щих с полной определенностью сделать заключе-
ние о генотоксической активности, на фазе III КИ 
проводится исследование методами учета хро-
мосомных аберраций и (или) повреждений ДНК 
в клетках периферической крови пациентов.

Актуальная на сегодня программа ICH по испы-
танию ЛС на генотоксическую активность по-
строена по принципу ступенчатого тестирова-
ния и определяется совместными требованиями 
руководств ICH S2(R1) и M3(R2)8 [9]. Набор тестов, 
методология проведения и экспертиза результа-
тов исследований определена в руководстве 
S2(R1), заменившем руководства S2A и S2B. 
Порядок проведения исследований в зависи-
мости от этапа/фазы КИ в числе других видов 

токсикологических исследований регламенти-
руется мультидисциплинарным руководством 
M3(R2).

Согласно правилам M3(R1) для проведения КИ 
с введением ЛС в дозах, составляющих сум-
марно ≤100 мкг (≤1/100 от NOAEL9 или фарма-
кологически активной) или ≤500 мкг (не бо-
лее 5 введений; каждая доза ≤1/100 от NOAEL 
или фармакологически активной), тестирование 
на генотоксичность не проводится. Перед КИ 
с однократным введением ЛС в субтерапевти-
ческих или ожидаемых терапевтических дозах 
достаточной считается оценка генотоксическо-
го потенциала в тесте Эймса или альтернатив-
ном в случае его неприменимости. КИ с много-
кратным введением ЛС могут быть проведены 
при наличии данных о его цитогенетической 

Рис. 1. Стратегии (схемы) проведения исследований по оценке генотоксичности лекарственных средств согласно отече-
ственным6 и международным7 регуляторным требованиям (КИ  — клинические исследования; ХрА  — тест на хромосомные 
аберрации; МЯ — микроядерный тест)

Fig. 1. Strategies (schemes) for genotoxicity testing of medicinal products according to the Russian6 and international7 requirements 
(CT—clinical trials; ChA—chromosomal aberrations test)

6	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
7	 ICH M3 (R2) Non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials for pharmaceuticals. EMA/CPMP/ICH/286/1995.
8	 ICH S2 (R1) Genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals intended for human use. EMA/CHMP/

ICH/126642/2008.
	 ICH M3 (R2) Non-clinical safety studies for the conduct of human clinical trials for pharmaceuticals. EMA/CPMP/ICH/286/1995.
9	 No Observed Adverse Effect Level — доза без наблюдаемого отрицательного эффекта.

Руководство по доклиническим 
исследованиям, 2012
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активности, полученных в тесте по учету хро-
мосомных нарушений in vitro или in vivo. До на-
чала фазы II КИ оценка генотоксичности долж-
на быть завершена в полном объеме. При этом 
в документе дается отсылка на утратившее силу 
руководство S2B, поскольку на момент утвер-
ждения M3(R2) обновленное руководство S2(R1) 
находилось на стадии разработки.

В соответствии с S2B батарея обязательных те-
стов включает тест Эймса, in vitro тест на индук-
цию хромосомных нарушений в клетках мле-
копитающих (или генных мутаций в tk локусе 
клеток мышиной лимфомы) и тест на индукцию 
хромосомных нарушений в клетках грызунов 
in vivo. Если при неприменимости теста Эймса 
в качестве альтернативы определено проведе-
ние двух in vitro тестов с детекцией различных 
типов генотоксических событий в клетках мле-
копитающих, то выбор цитогенетического теста 
перед фазой I КИ с многократным введением 
документом не регламентируется и выбор оста-
ется за разработчиком ЛС. Анализ опыта докли-
нических исследований в странах — участниках 
ICH показывает, что исследователи предпочита-
ют проведение и in vitro, и in vivo исследований 
[10]. Причиной является низкая специфичность 
in vitro тестов, результаты которых зачастую мо-
гут быть неоднозначными, требующими даль-
нейшей верификации в расширенных исследо-
ваниях in vivo [11]. Аргументом также выступает 
«методологическое удобство» проведения ми-
кроядерного анализа in vivo одновремен-
но на животных, задействованных в предше-
ствующем фазе I КИ эксперименте по оценке 
хронической токсичности при 2-недельном вве-
дении [11].

В 2006 г. экспертной рабочей группой ICH по во-
просам безопасности была начата разработка 
нового усовершенствованного руководства 
на основе научных и методических достижений 
и с учетом результатов практики применения 
стратегий S2A и S2B. В итоге длительных обсу-
ждений была разработана компромиссная вер-
сия руководства S2(R1), согласованная испол-
нительным комитетом ICH в 2011 г. и принятая 
регуляторными органами регионов ICH в 2012 г.

Обновленное руководство S2(R1) предусматри-
вает возможность проведения исследований 
генотоксичности с использованием двух взаи-
мозаменяемых батарей тестов (options). Первая 
батарея тестов (option 1) полностью соответ-
ствует принятой в руководстве S2B, что отча-
сти разрешает отмеченную выше регуляторную 

коллизию, когда руководство M3(R2) ссылается 
на утративший силу документ. Вторая батарея 
(option 2) включает тест Эймса и два in vivo теста, 
позволяющих оценить различные типы геноток-
сических событий в двух разных органах/тканях, 
как правило, цитогенетический тест в клетках 
костного мозга и тест на индукцию поврежде-
ний ДНК в клетках печени. Хотя руководство 
M3(R2) прямо не определяет порядок проведе-
ния in vivo исследований в случае выбора бата-
реи 2, предполагается, что к началу фазы  I КИ 
с многократным введением ЛС должен быть 
проведен цитогенетический тест.

В S2(R1), как и в предыдущих версиях руко-
водства, не регламентирована стратегия по-
следующих исследований при выявлении у ЛС 
мутагенности в тесте Эймса. Ввиду высокой сте-
пени корреляции мутагенной активности в те-
сте Эймса с канцерогенностью in vivo целесо-
образным считается прекращение дальнейшей 
разработки ЛС. При выявлении положительного 
результата в тесте in vitro на клетках млекопи-
тающих (option 1) проводят дополнительное 
исследование in vitro с учетом предполагаемых 
механизмов наблюдаемых эффектов и воз-
можных методических артефактов (mechanistic 
information). Если результаты исследования од-
нозначно свидетельствуют в пользу отсутствия 
генотоксического потенциала, тестирование ЛС 
завершают проведением одного in vivo теста. 
В противном случае требуется проведение двух 
in vivo тестов, т.е., по сути, переход ко второй 
схеме тестирования (option 2). При выявлении 
положительных результатов в in vivo тесте(ах) 
разработка ЛС может быть продолжена при со-
ответствующем обосновании «польза  — риск» 
на основе данных расширенных генотоксиколо-
гических исследований.

Таким образом, отличительной особенностью 
международных требований к доклиниче-
ской оценке генотоксичности ЛС по сравне-
нию с отечественными является возможность 
поэтапного тестирования в зависимости 
от дозы/режима применения и фазы КИ, а также 
отсутствие необходимости отдельных исследо-
ваний в половых клетках. Такая стратегия поз-
воляет существенно сократить временны́е и ре-
сурсные затраты в случае ЛС, неперспективных 
для дальнейшей разработки по результатам 
доклинических или клинических исследова-
ний. Кроме того, она согласуется с директивой 
о гуманизации экспериментальных исследова-
ний с использованием лабораторных животных 
3R (Replacement, Reduction, Refinement) [11]. 
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На сегодня в Российской Федерации в области 
ДКИ ЛС ведется активная работа по внедре-
нию новых межгосударственных стандартов 
в рамках Евразийского экономического союза 
(ЕАЭС), в первую очередь с целью гармонизации 
норм и правил с международными регламен-
тирующими документами. Важно подчеркнуть, 
что действующая методология и методическая 
база тестирования на генотоксичность не име-
ет принципиальных отличий от международных, 
что значимо облегчает переход отечественных 
экспертных лабораторий на обновленные схе-
мы тестирования. Так, например, новейший ме-
тод оценки генотоксичности, метод ДНК-комет, 
в отечественное руководство по ДКИ10 был вве-
ден за два года до его внесения в список тестов, 
рекомендованный OECD11.

Совершенствование стратегии  
тестирования

Описанные выше схемы тестирования доказа-
ли свою пригодность и эффективность. Однако 
сколь велико бывает разочарование исследова-
теля и сколь высоки материальные потери, когда 
практически готовое ЛС отклоняется от даль-
нейшей разработки по причине его генотоксич-
ности. В этой связи представляется, что геноток-
сикологические исследования следует начинать 
как можно раньше, привязывая их к этапам жиз-
ненного цикла ЛС. Такой подход перекликается 
с идей многоуровневого тестирования, предпо-
лагающего как можно более раннее использо-
вание генотоксических тестов, в том числе аль-
тернативных, не входящих в основной список 
батареи генотоксических тестов и (или) методы 
in silico [8]. Предлагаемая усовершенствованная 
оценка генотоксичности ЛС представлена на ри-
сунке 2. Самые первые, пилотные исследования 
на генотоксичность целесообразно проводить 
еще на этапе фармакологического скрининга. 
Это позволит исключить из выборки генотокси-
ческие вещества-кандидаты в случае отсутствия 
перспективности их дальнейшей разработки 
и избежать таким образом затрат на проведе-
ние полного цикла токсикологических исследо-
ваний в рамках ДКИ.

При получении на первом этапе отрицатель-
ных результатов (отсутствие генотоксичности) 
предполагается выполнение в рамках комплек-
са ДКИ всех тестов на генотоксичность, регла-
ментированных вышеописанными схемами 

тестирования (рис. 1). Для углубленной оценки 
риска и исключения ложных заключений в слу-
чае получения на этом этапе слабо выраженных, 
плохо воспроизводимых, не имеющих дозовой 
зависимости результатов, предусматривается 
продолжение генотоксикологических исследо-
ваний в ходе фаз I и II КИ с использованием ма-
лоинвазивных методов.

Таким образом, использование предлага-
емой стратегии не входит в противоречие 
с существующими формальными требованиями, 
но расширяет возможности предупреждения 
непродуктивных усилий при разработке ЛС, не-
перспективных в силу генотоксических характе-
ристик.

При разборе представленной схемы (рис. 2) тре-
бует обсуждения ряд вопросов.

1)  Тест Эймса или тимидинкиназный тест? Тест 
Эймса хорошо известен с 1975 г. после публи-
каций, в которых по результатам испытаний бо-
лее 300 химических соединений было сделано 
заключение о его высокой надежности для вы-
явления генотоксических химических канцеро-
генов [12, 13]. С конца 70-х годов прошлого сто-
летия данный тест входит в качестве базового 
во все батареи тестирования на генотоксичность. 
Однако было показано, что прогностическая 
способность теста Эймса неоднозначна. При слу-
чайной выборке соединений разных химических 
классов с его помощью обнаруживается 60% 
генотоксикантов, являющихся канцерогенами 
для грызунов. В случае полициклических аро-
матических углеводородов или гетероцикличе-
ских аминов эта величина приближается к 100%, 
но составляет лишь 20% в отношении хлорсо-
держащих органических соединений [14, 15]. Его 
главные недостатки  — использование прокари-
отических тест-объектов Salmonella typhimurium 
и Escherichia  coli, нефизиологическая метаболи-
ческая активация соединений микросомами мле-
копитающих, высокий процент ложных результа-
тов при оценке отдельных классов химических 
соединений, невозможность испытания веществ 
с антибактериальной активностью.

Тимидинкиназный тест (tk-тест) на клетках мы-
шиной лимфомы L5178Y (mouse lymphoma assay, 
MLA) или на лимфобластных клетках человека 
(TK6), а также сходные тесты на клеточных ли-
ниях CHO, AS52, V79 китайского хомячка и др. 

10	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
11	 Test No. 489: In vivo Mammalian Alkaline Comet Assay. Paris: OECD Publishing; 2014. https://doi.org/10.1787/9789264224179-en
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имеют тот же недостаток — необходимость не-
физиологической метаболической активации 
и единичный локус оценки, в рассматриваемом 
случае — ген тимидинкиназы. Вместе с тем если 
тест Эймса в высшей степени верифицирован 
и отработан, вплоть до возможности его прове-
дения на стандартизированных коммерческих 
наборах без необходимости в привлечении 
бактериологической лаборатории, тесты на эу-
кариотических клетках верифицированы в зна-
чительно меньшей степени, более длительны, 
трудоемки и требуют определенных компетен-
ций у персонала. Очевидно, что предпочтение, 
в особенности для пилотной оценки генотоксич-
ности на этапе фармакологического скрининга, 
следует отдавать тесту Эймса.

2)  Микроядерный тест или тест на хромосом-
ные аберрации? Микроядра образуются либо 
в результате анеугенеза, либо в результате 
кластогенеза. По отношению к последнему 
они вторичны, так как образуются из ацентри-
ческих фрагментов хромосом. Отсюда очевидно, 

что для оценки именно кластогенной активности 
целесообразнее использовать учет хромосом-
ных аберраций. Его недостатки — высокие тре-
бования к квалификации персонала, отсутствие 
автоматизации, учет только структурных изме-
нений хромосом. Микроядерный тест лишен 
этих недостатков, может быть автоматизирован 
и позволяет интегративно оценить кластоген-
ные и анеугенные события. Отсюда очевидно, 
что в целях скрининга, не предполагающего 
изучение механизма повреждающего действия, 
микроядерный тест предпочтительнее. Тест 
по учету хромосомных аберраций целесообраз-
но использовать в уточняющих исследованиях, 
чтобы дифференцировать кластогенный и анеу-
генный механизмы индукции микроядер.

3)  In vitro или in vivo? В случае рассмотрения 
предлагаемой стратегии (рис. 2) подобная аль-
тернатива возникает только при использова-
нии in vivo теста на хромосомные повреждения. 
Но проблема существенно шире. Анализ литера-
туры показывает, что при общем стремлении 

Рис. 2. Усовершенствованная стратегия оценки генотоксичности лекарственных средств (ХрА — тест на хромосомные абер-
рации; МЯ — микроядерный тест; ГЛФ — готовая лекарственная форма)

Fig. 2. Updated strategy for medicinal products genotoxicity testing (ChA—chromosomal aberrations test; MN—erythrocyte micronucleus test)
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свести к минимуму использование животных в ме-
дико-биологических экспериментах (принцип 3R) 
и задаче отказаться от применения животных 
в экспериментах к 2035 г.12 результаты, получен-
ные in vivo, имеют приоритет над результатами 
in vitro13. Кроме того, не следует забывать, что со-
гласно третьему пункту Нюрнбергского кодекса, 
одного из основополагающих международных 
документов, принятого Нюрнбергским трибуна-
лом в августе 1947 г.: «Эксперимент должен осно-
вываться на данных, полученных в лабораторных 
исследованиях на животных…», что всегда может 
оказаться решающим аргументом для регулятор-
ных ведомств.

Среди наиболее общих проблем исследований 
in vitro в генотоксикологическом эксперименте 
[16] следует отметить:
•	 методические сложности в случае с мало- 

или нерастворимыми соединениями;
•	 трудности экстраполяции при отсутствии со-

ответствия условиям гомеостаза в организ-
ме, не учитываются системные (центральная 
нервная и эндокринная системы), метабо-
лические реакции, взаимодействия систем 
и др.;

•	 низкая прогностическая способность (40–
70%);

•	 плохая воспроизводимость и многочислен-
ные ложные результаты.

Таким образом, предпочтение, несомненно, 
должно быть отдано тестам in vivo. Однако в слу-
чаях, когда исследователь не располагает све-
дениями о биораспределении вещества в орга-
низме, т.е. не может однозначно указать на его 
присутствие в области анализируемой ткани 
и (или) использован метод учета хромосомных 
аберраций, возникает необходимость дополне-
ния тестов in vivo тестом по учету микроядер in 
vitro (рис. 2).

4)  Что тестировать: вещество-кандидат, фар- 
мацевтическую субстанцию или препарат 
в готовой лекарственной форме (ГЛФ)? Выбор 
объекта тестирования в случае проведения 
исследований in vitro очевиден. Входящие 
в состав многих ГЛФ вспомогательные вещества 
(наполнители, стабилизаторы, пролонгаторы 
и т.д.), как правило, плохо- или нерастворимы 
в воде и (или) в применимых для клеточных 
культур растворителях, что значимо снижает 

технически достижимую высшую тестируемую 
концентрацию действующего вещества в тест-
системе. Кроме того, вспомогательные веще-
ства, в том числе в инъекционной или назальной 
лекарственной формах, могут в in vitro системе 
либо оказывать непосредственное воздействие 
на клетки, приводя к неконтролируемым неже-
лательным эффектам, либо препятствовать про-
никновению целевой молекулы в клетки.

В случае in vivo тестов выбор объекта тести-
рования не столь очевиден. С одной стороны, 
при планируемом в клинике пути введения ве-
щество в виде ГЛФ может иметь бо́льшую биодо-
ступность, что и является целью в исследовани-
ях по разработке состава ГЛФ. С другой стороны, 
как и в случае с in vitro исследованиями, на-
личие вспомогательных веществ ограничивает 
технически достижимую высшую тестируемую 
дозу вещества, в особенности когда содержа-
ние действующего вещества в ГЛФ мало. За ис-
ключением, возможно, интрагастрального пути, 
введение животным рекомендуемой высшей те-
стируемой дозы 1/10–1/2 ЛД50 (или 2000 мг/кг 
для нетоксичных веществ) становится сложно 
выполнимой задачей. При этом per se введение 
большого количества вспомогательных веществ 
может приводить к неспецифическим местным 
реакциям и, как следствие, к искажению ре-
зультатов. Исходя из этого для in vivo тестов 
целесообразным представляется неформализо-
ванный подход, предусматривающий в каждом 
конкретном случае обоснованный выбор формы 
тестируемого вещества-кандидата в зависимо-
сти от метода исследования, тест-системы, дозы, 
пути и режима введения.

Альтернативы тестов, представленные на ри-
сунке 2, правильно рассматривать не как вза-
имоисключающие, а скорее как взаимодопол-
няющие, например неопределенные данные 
в тесте Эймса можно проверить в tk-тесте, 
неопределенные данные в микроядерном те-
сте проверить с учетом ХрА и на этом основа-
нии расшифровать кластогенную или анеуген-
ную природу МЯ.

В обозримом будущем перспективным выглядит 
внедрение в практику теста Pig-а — in vivo теста, 
основанного на оценке индукции генных мута-
ций в гене PIGА, приводящих к нарушению син-
теза гликозилфосфатидилинозитола — якорного 

12	 US Environmental Protection Agency Memorandum. Washington, D. C. 20460; 2019. https://www.epa.gov/sites/default/
files/2019-09/documents/image2019-09-09-231249.pdf

13	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.

https://www.epa.gov/sites/default/files/2019-09/documents/image2019-09-09-231249.pdf
https://www.epa.gov/sites/default/files/2019-09/documents/image2019-09-09-231249.pdf
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белка мембраны эритроцитов [17]. На сегодняш-
ний день на завершающем этапе находится 
разработка экспертной группой OECD методи-
ческих указаний по проведению теста Pig-a в це-
лях генотоксикологической оценки14. Помимо 
возможности оценки индукции генных мутаций 
in vivo, преимуществами этого теста являются 
минимальное количество требуемого биомате-
риала и цитофлуометрический метод оценки ре-
зультатов, что позволяет отслеживать эффекты 
в динамике. Приведенные выше in vivo методы 
(рис. 2), микроядерный тест и метод ДНК-комет, 
также выполнимы на малом объеме биомате-
риала, и, следовательно, перспективной пред-
ставляется схема тестирования, объединяющая 
все три теста в один эксперимент, в идеале ин-
тегрированный в хронический токсикологиче-
ский (рис. 3). Такая схема тестирования имеет 
ряд очевидных преимуществ, среди которых 
значительная экономия затрат на лабораторных 
животных и, соответственно, максимальная ре-
ализация принципов 3R, возможность одновре-
менной оценки и сопоставления данных по трем 
конечным точкам (end-points) у одних и тех же 
животных.

В более отдаленной перспективе не исключе-
но применение для выявления генных мута-
ций новых технологий секвенирования сле-
дующего поколения с исправлением ошибок 
(Error-Corrected Next Generation Sequencing, 
EC-NGS), которые позволяют выявлять мутации 
в любом месте генома или во всем геноме [18]. 
Предполагается, что их применение обеспечит 
более адекватные оценки частоты мутаций и бу-
дет в состоянии оценить мутацию генов в любой 
ткани любого животного. Эти новейшие методы 
имеют большие перспективы, но они требуют 
дальнейшей разработки и валидации, прежде 

чем их можно будет использовать для регуля-
торных целей [19, 20].

Несомненным достижением прикладных ге-
нотоксикологических исследований в сома- 
тических клетках является доказанная 
прогностическая значимость их результатов 
для оценки потенциальной канцерогенности. 
Данные по чувствительности и специфичности 
генотоксических тестов в прогнозе канцеро-
генности обобщены из нескольких источников 
[21–24] и представлены в таблице 2. В сово-
купности с тестами на клеточную трансфор-
мацию in vitro, позволяющими детектировать 
негенотоксические канцерогены, краткосроч-
ные тесты на генотоксичность в перспективе 
могут послужить альтернативой стандартному 
двухлетнему биотестированию на канцеро-
генность на грызунах [3].

Интерпретация результатов 
генотоксикологических исследований 
лекарственных средств

Сегодня нет общепринятого взгляда на трактов-
ку результатов генотоксического тестирования. 
Наиболее простой и логичной с точки зрения 
регуляторных исследований выглядит трактов-
ка результатов, предлагаемая в работе [25]. Ее 
авторы выделяют:
•	 очевидное доказательство  — тестируемое 

соединение проявило эффекты in vivo на мле-
копитающих или на многих организмах;

•	 приблизительное доказательство  — соеди-
нение показало положительные результаты 
в in vitro тестах при условии исключения 
ложноположительных результатов вслед-
ствие экстремальных условий культи-
вирования (изменение рН, увеличенная 

Рис. 3. Схема проведения тестирования лекарственных средств (ЛС) на генотоксичность по трем конечным точкам: ДК — 
тест ДНК-комет, МЯ — микроядерный тест и тест Pig-a в рамках хронического токсикологического эксперимента

Fig. 3. Scheme for assessing genotoxicity of medicinal products by three endpoints: DC—DNA comet assay, MN—erythrocyte micronu-
cleus test and Pig-a assay within a chronic toxicity study

14	 Mammalian Erythrocyte Pig-a Gene Mutation Assay. Draft OECD guideline for the testing of chemicals. 2021.
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Таблица 2. Предикция канцерогенности на основе комбинаций тестов на генотоксичность [21–24]

Table 2. Prediction of carcinogenicity using combinations of genotoxicity tests [21–24]

Комбинация тестов
Combination of tests

Чувствительность, %
Sensitivity, %

Специфичность, %
Specificity, %

Тест Эймса + МЯ in vitro
Ames test + MN in vitro 

73 12–37

Тест Эймса + MLA
Ames test + MLA

81–89 32

Тест Эймса + MLA + ХрА in vitro
Ames test + MLA + ChA in vitro

84 23

Тест Эймса + MLA + МЯ in vitro
Ames test + MLA + MN in vitro

91 5

Тест Эймса + МЯ in vitro + МЯ in vivo
Ames test + MN in vitro +MN in vivo

80 21

Тест Эймса + МЯ in vitro + TGR
Ames test + MN in vitro + TGR

89 –

Тест Эймса + МЯ in vivo + TGR
Ames test + MN in vivo + TGR

87 –

Тест Эймса + МЯ in vitro + МЯ in vivo + TGR
Ames test + MN in vivo + МЯ in vitro + TGR

89 –

Тест Эймса + TGR
Ames test + TGR

84 –

Тест Эймса + ДНК-комет in vivo
Ames test + comet assay in vivo

90 –

Тест Эймса + МЯ in vivo
Ames test + MN in vivo

78 –

MLA + МЯ in vitro
MLA + MN in vitro

87 10

MLA + ХрА in vitro
MLA + ChA in vitro

89 27

ХрА in vivo + МЯ in vivo
ChA in vivo + MN in vivo

88 –

МЯ in vivo + ДНК-комет in vivo
MN in vivo + comet assay in vivo

92–94 –

ХрА in vivo + ДНК-комет in vivo
ChA in vivo + comet assay in vivo

97 –

МЯ in vivo + TGR
MN in vivo + TGR

94 –

МЯ in vivo + Pig-A
MN in vivo + Pig-A

93 –

МЯ in vivo + ДНК-комет in vitro
MN in vivo + comet assay in vitro

96 –

ХрА in vivo + ДНК-комет in vitro
ChA in vivo + comet assay in vitro

91* –

Примечание. МЯ — микроядерный тест; ХрА — тест на хромосомные аберрации; MLA — тест на клетках мышиной лимфомы; 
TGR — совокупно тесты на индукцию мутаций в специфических локусах у трансгенных животных (MutaTM, Big Blue®, lacZ, gpt 
delta); «–» — данные отсутствуют.

* Положительный результат для 4 негенотоксичных канцерогенов в тесте ДНК-комет.
Note. MN—micronucleus test; ChA—chromosome aberration test; MLA—mouse lymphoma assay; TGR—tests for induction of mutations at 
specific loci in transgenic rodents (MutaTM, Big Blue®, lacZ, gpt delta); — no data available.

* Positive results for 4 non-genotoxic carcinogens in comet assay.
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осмолярность и пр.) или повышенной цито-
токсичности;

•	 недостаточное доказательство  — эффект 
выявлен, но использован не полный набор 
тестов или эффект наблюдается в исследова-
ниях, выполненных с отклонениями от при-
нятых протоколов. При таких обстоятель-
ствах результаты потребуют подтверждений 
в исследованиях, дизайн и выполнение кото-
рых не вызывают вопросов;

•	 сомнительное (неопределенное) свиде-
тельство  — данные получены адекватными 
методами, но их нельзя однозначно клас-
сифицировать как положительные или отри-
цательные. То есть в одном или нескольких 
проведенных тестах имеются «погранич-
ные» отличия от данных негативного контро-
ля. Если «пограничный» ответ сохраняется 
в повторных исследованиях, то ответ может 
быть не определен вне зависимости от того, 
сколько бы повторов ни проводилось. Такой 
случай, при условии доказательства отсут-
ствия ошибок определения, классифициру-
ется как «неопределенное свидетельство»;

•	 положительное свидетельство  — положи-
тельные результаты, полученные с помощью 
хорошо проведенных, валидированных те-
стов делятся на три категории: возможный 
мутаген для человека, вероятный мутаген 
для человека и мутаген для человека;

•	 возможный мутаген для человека — в отдель-
ных тестах батареи выявлены положитель-
ные результаты. Например, подтвержденные 
положительные результаты в тестах in vitro 
при отсутствии таковых in vivo. Соединения, 
попадающие в эту категорию, рассматрива-
ются как потенциальные мутагены, не прояв-
ляющиеся in vivo;

•	 вероятный мутаген для человека — соедине-
ние, показавшее положительные результаты 
in vivo. Предполагается, что тесты in vivo про-
водятся после получения положительных ре-
зультатов in vitro;

•	 мутаген для человека  — получены поло-
жительные данные в эпидемиологических 
или клинических исследованиях, предпола-
гающих получение положительных эффектов 
на соматических клетках человека, выявлен-
ные в результате документированного воз-
действия агента in vivo;

•	 отрицательное свидетельство  — отсутствие 
эффектов на принятых тестах стандартной 
батареи с учетом структурных особенностей 
соединения, его метаболизма и механизма 

действия, а также с учетом других данных, 
не обнаружены мутагенные/генотоксиче-
ские свойства. В этом случае считается, 
что тестируемое соединение не обладает 
мутагенной активностью. Авторы работы [3] 
отмечают, что «…такое заключение выносит-
ся, когда данные всех исследований отри-
цательны, клеточные культуры или живот-
ные подверглись воздействию соединения 
в субтоксической или максимальной дозе, 
и результаты не отличаются значимо от не-
гативного контроля. При оценке риска раз-
вития онкопатологий отрицательное сви-
детельство о мутагенных/генотоксических 
свойствах не исключает возможности того, 
что если при исследовании на индукцию 
канцерогенеза у соединения наблюдались 
канцерогенные свойства, то причиной этого 
могут быть иные, не связанные с генотоксич-
ностью механизмы».

Очевидно, что при планировании эксперимен-
тов конечной целью следует обозначать полу-
чение «очевидных доказательств» или «отрица-
тельных свидетельств».

Не разбирая возможные примеры возникно-
вения противоречивых и неопределенных ре-
зультатов, подчеркнем, что биологический эф-
фект может считаться достоверно доказанным 
в случае воспроизводимости в независимых 
сериях экспериментов и (или) получении отчет-
ливой дозовой зависимости эффекта. В соот-
ветствии с последним на первый план выходит 
необходимость анализа дозовых зависимостей 
проявления генотоксических эффектов in vivo, 
без которого невозможна оценка соотношения 
«польза  — риск» клинического применения ге-
нотоксиканта.

Сама по себе постановка вопроса о потенциаль-
ном риске применения генотоксикантов, просле-
живающаяся в современной литературе [25]15, 
предполагает, что выявление генотоксичности 
не означает автоматической выбраковки веще-
ства-кандидата из разработки. Наличие выра-
женных порогов действия ряда генотоксикан-
тов предполагает возможность их применения 
в области безопасных дозировок. Вместе с тем 
рассмотрение этого вопроса требует большой 
осторожности в связи с недостаточностью знаний. 
С нашей точки зрения проблемы оценки соотно-
шения «польза — риск» и экстраполяции (транс-
ляции) экспериментальных данных на человека 

15	 Миронов АН, ред. Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств. Ч. 1. М.: Гриф и К; 2012.
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имеют самостоятельное научное значение и мо-
гут быть решены только на основе фундамен-
тальных исследований. Среди них, во-первых, 
исследования, направленные на освещение во-
просов тканеспецифичности мутагенеза, роли 
генетических полиморфизмов в формировании 
индивидуальной чувствительности к действию 
мутагенов, закономерностей «доза–эффект» 
терапевтического и генотоксического действия 
на основе дешифровки межвидовых особен-
ностей проявления эффектов и выявления по-
роговости или беспороговости их становления, 
выявление значимости разных маркеров гено-
токсичности для оценки возможных рисков.

Перспективы развития генотоксикологии 
лекарственных средств

Сегодня ни одна схема генотоксического те-
стирования не предлагает решения насущной 
проблемы регистрации генотоксических эффек-
тов в половых (генеративных) клетках. Согласно 
требованиям ICH регистрация генотоксических 
эффектов в половых клетках не входит в пере-
чень обязательных исследований при доклини-
ческих испытаниях ЛС. Считается, что генотокси-
канты для половых клеток с высокой степенью 
вероятности выявляются в тестах на сомати-
ческих клетках и отсутствие генотоксичности 
in vivo предполагает ее отсутствие в том числе 
и в половых клетках [26]16.

Вместе с тем на сегодня ведущие специа-
листы в области генотоксикологии сходятся 
во мнении, что, несмотря на высокую прогно-
стическую эффективность, результаты тестов 
на соматических клетках не могут служить 
надежным предиктором генотоксических эф-
фектов в половых [27]. Согласно исследова-
ниям последних лет, наряду с особенностями 
процессов клеточного деления при гаметоге-
незе половые клетки и их предшественники 
характеризуются специфичными протеомным, 
транскриптомными, метаболомным профиля-
ми, а также путями эпигенетической регуляции, 
что предполагает наличие уникальных для них 
мишеней генотоксического воздействия [27, 
28]. Примечательно, что в комментариях руко-
водства S2A17 отмечалась вероятность суще-
ствования специфичных для половых клеток 
генотоксикантов, в первую очередь анеуге-
нов, однако данный комментарий был удален 
из обновленного документа S2(R1).

Решение проблемы регистрации генотокси-
ческих эффектов в половых (генеративных) 
клетках затруднено отсутствием адекват-
ной методологической базы. Имеющиеся 
методы обладают низкой специфичностью 
и (или) производительностью, дорогостоящи 
либо в недостаточной степени валидирова-
ны, что затрудняет их рутинное применение 
в экспертной генотоксикологической оценке. 
Важным недостатком этих методов является 
использование в качестве тест-объекта ис-
ключительно самцов при имеющихся экспе-
риментальных свидетельствах особенностей 
процессов спонтанного и индуцированно-
го мутагенеза в мужских и женских половых 
клетках [29, 30]. В ФГБНУ «НИИ фармакологии 
им. В.В. Закусова» усовершенствована и успеш-
но апробирована методика цитогенетического 
анализа в ооцитах мышей [31], которая может 
быть внедрена в доклиническую оценку гено-
токсичности лекарств. Важной задачей являет-
ся дальнейшее развитие исследований по раз-
работке методов регистрации генотоксических 
событий в генеративных клетках.

Несмотря на наличие регламентирующих ука-
заний, практического решения до сих пор 
не найдено для оценки генотоксических рис-
ков применения генотерапевтических средств. 
Вопрос о потенциальной возможности верти-
кального переноса целевой последовательно-
сти ДНК и (или) векторных последовательностей 
в генеративные клетки, а также вероятность ин-
серционного мутагенеза и канцерогенеза в ре-
зультате применения этих средств в методиче-
ском плане остается открытым.

Аналогичным образом требует решения пробле-
ма генотоксичности по отношению к митохон-
дриальной ДНК (мтДНК). Мутации в митохон-
дриях, унаследованные по материнской линии 
или приобретенные de novo, являются источни-
ком широкого спектра митохондриальных па-
тологий. Однако должные методы оценки ин-
дукции повреждений мтДНК не разработаны. 
Решение этого вопроса возможно на методике 
оценки первичных повреждений в мтДНК, осно-
ванной на применении полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени.

На различных этапах теоретической и (или) экс-
периментальной проработки находятся вопросы 
оценки генетической безопасности применения 

16	 ICH S2 (R1) Genotoxicity testing and data interpretation for pharmaceuticals intended for human use. EMA/CHMP/ICH/126642/2008.
17	 ICH S2A Note for Guidance on Genotoxicity: Specific Aspects of Regulatory Genotoxicity Tests for Pharmaceuticals. CPMP/ICH/141/95.
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технологий геномного редактирования, однако 
конкретных предложений для решения этих за-
дач на сегодня нет.

Недостаточно разработана проблема возмож-
ного влияния генотоксикантов на эпигенетиче-
скую регуляцию генома.

К важнейшим фундаментально-ориентирован-
ным исследованиям следует отнести изучение 
механизмов мутагенеза. К примеру, выявление 
и доказательство опосредованности поврежда-
ющих эффектов существенной части генотокси-
кантов через продукцию экзогенных свободных 
радикалов (окислительный стресс), представ-
ленных активными формами кислорода, пере­
ориентировало фокус генотоксикологических 
исследований с беспороговой модели поражаю-
щего действия на пороговую модель, предпола-
гающую относительную безопасность геноток-
сикантов вне прооксидантных дозировок.

Не менее значимыми с фундаментальной точки 
зрения являются исследования, направленные 
на изучение экзогенной регуляции сигнальных 
и репарационных клеточных систем. Среди 
первых особенное внимание привлекает транс-
крипционный фактор Nrf2, рассматриваемый 
как главный регулятор клеточных защитных 
механизмов против окислительного стресса, 
к тому же играющий существенную роль в ре-
парации ДНК [32, 33]. Изучение указанного фак-
тора и выявление новых звеньев сигналинга, 
направленного на цитопротекцию, могут сы-
грать существенную роль в понимании возмож-
ностей регуляции индуцированного мутагенеза, 
направленного поиска антимутагенных и кому-
тагенных модификаторов мутагенеза [34–36].

Исследования комутагенных взаимодействий, 
впервые обозначенных [37] как новая проблема 
генотоксикологических исследований, до сих 
пор сведены к случайным находкам и отдельным 
публикациям. Например, в наших исследованиях 
показано комутагенное взаимодействие верапа-
мила и рибавирина [38], комутагенные эффекты 
валокордина и кофеина [39, 40]. В то же время 
разработка проблемы комутагенеза в рамках 
общей темы нежелательных эффектов взаимо-
действия лекарств между собой и с экзогенны-
ми, в частности пищевыми, мутагенами имеет 
большое практическое значение. Не исключено, 
что накопление фактологического материала 
в этой области в будущем определит тестирова-
ние на комутагенность как составляющее звено 
в общей схеме тестирования генотоксичности ЛС.

Становление общепринятой системы оценки ге-
нотоксичности, произошедшее в начале текуще-
го века, порождает большое количество вопро-
сов к результатам, полученным при испытаниях 
ранее внедренных ЛС. В большой серии обзо-
ров литературы, выполненных в 2007–2013  гг. 
под руководством G. Brambilla [41], для примера 
было показано, что около половины ЛС, приме-
няющихся сегодня, никогда не исследовались 
на генотоксичность или не были исследованы 
должным образом и характеризуются противо-
речивыми и (или) неопределенными результата-
ми. Аналогичный вывод был сделан нами в от-
ношении отдельных групп ЛС в более поздних 
работах [42, 43].

Таким образом, помимо оценки генотоксично-
сти вновь регистрируемых ЛС существенной 
проблемой является необходимость оценки 
генотоксичности уже применяющихся препа-
ратов. Она может иметь выборочный характер, 
основываться на данных in silico, указывающих 
на структурное сходство с известными геноток-
сикантами, и (или) затрагивать только ЛС, в от-
ношении генотоксической безопасности кото-
рых имеются экспериментально подкрепленные 
сомнения.

Еще одной общей проблемой современной гено-
токсикологии ЛС является отсутствие значимых 
достижений в области информирования врачеб-
ной и научной общественности о генотоксич-
ности ЛС. Большинство результатов подобных 
исследований остаются в распоряжении регуля-
торных органов и недоступны для независимого 
научного анализа.

Наконец, несмотря на сложившуюся междуна-
родную гармонизированную систему исследо-
ваний генотоксичности, имеется достаточное 
количество работ, выходящих за рамки прото-
колов исследований. Например, в исследовани-
ях in vitro, помимо хорошо охарактеризованных 
и верифицированных к генотоксикологическим 
задачам лимфоцитов периферической крови, 
клеток китайского хомячка и других, можно 
встретить необычные тест-системы, в частности 
эндотелиальные клетки гематоэнцефалического 
барьера или клетки перевиваемых линий. Часто 
результаты подобных исследований дискре-
дитируют отдельные ЛС и создают напряжен-
ность во врачебном сообществе. Значимость 
подобных работ для характеристики геноток-
сического потенциала ЛС в процессе разра-
ботки и регистрации ЛС не определена, но их 
результаты могут служить отправной точкой 
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для углубленного анализа потенциальной гено-
токсичности того или иного препарата.

Заключение

В последнее десятилетие понимание этиопато-
генетической роли генотоксических поражений 
генома вышло за границы наследственной и он-
кологической патологий. Все чаще генотоксиче-
ские поражения рассматривают как наиболее 
общий фактор, играющий определяющую роль 
в развитии сердечно-сосудистых, нейродегене-
ративных заболеваний, репродуктивных потерь, 
фертильности и старения. Это предопределя-
ет актуальность и необходимость проведения 
генотоксических исследований и их развития 
во всех упомянутых регуляторных, фундамен-
тальных и поисковых аспектах.

Следует констатировать, что в современной ре-
гуляторной практике сложилась и успешно при-
меняется гармонизированная система тестиро-
вания генотоксичности вновь создаваемых ЛС, 
предупреждающая выход на рынок препаратов, 
не охарактеризованных с генотоксической точки 

зрения. Ее развитие возможно путем разработки 
и внедрения более совершенных методов оцен-
ки генотоксических эффектов в генеративных 
клетках, генных мутаций в эукариотических клет-
ках, расширения границ оценки генотоксичности 
за счет регистрации комутагенных и эпигенетиче-
ских эффектов, митохондриального мутагенеза.

Обобщая вышеизложенный материал, следует 
констатировать, что генотоксикология ЛС яв-
ляется высокозначимой и необходимой частью 
доклинического исследования безопасности 
ЛС, она включает регуляторные, фундаменталь-
ные и поисковые исследования и направлена 
на сохранение здоровья человека. Выполнение 
оценки генотоксичности на доклиническом 
этапе разработки должно проводиться по об-
щепринятым верифицированным и стандарти-
зированным протоколам. Оценка генетическо-
го риска применения, в свою очередь, должна 
основываться на изучении дозовых зависимо-
стей и механизмов реализации генотоксических 
эффектов и происходить по принципу case-by-
case, поскольку генотоксический профиль каж-
дого соединения уникален.
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АКТУАЛЬНАЯ ИНФОРМАЦИЯ

Ученые Центра геномных исследований в Нью-Йорке и Нью-Йоркского Университета опубликовали в 
журнале Nature результаты скрининга около 12 000 различных генов во множестве субпопуляций Т-кле-
ток для идентификации генов, которые смогут усиливать иммунные клетки и повышать их устойчивость и 
способность к уничтожению опухолевых клеток (Legut, M., Gajic, Z., Guarino, M. et al. A genome-scale screen 
for synthetic drivers of T cell proliferation. Nature. 2022;603(7902):728–35. https://doi.org/10.1038/s41586-022-
04494-7). Предшествующие исследования по разработке препаратов на основе Т-клеток ставили целью уни-
чтожение определенных опухолей за счет тщательного выбора опухолеспецифичных или тканеспецифич-
ных белков (антигенов). 

За последние 30 лет FDA зарегистрировало несколько препаратов на основе Т-клеток, модифицирован-
ных химерным антигенным рецептором (CAR), но остается нерешенным вопрос о значительном количестве 
пациентов, для которых не удается добиться длительной ремиссии после использования терапии CAR-T клет-
ками. Американские ученые выбрали другой подход и вместо того, чтобы модифицировать антитело, решили 
использовать гены, которые влияют на активность и продолжительность действия Т-клеток. Так, например, 
рецептор лимфотоксина-бета (LTBR) влияет на размножение, активность и устойчивость Т-клеток, а также на 
выработку ими цитокинов, которые играют большую роль в противоопухолевом действии препаратов. Авто-
ры исследования полагают, что полученные ими результаты являются важным шагом для разработки CAR-T 
терапии нового поколения.
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