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Предисловие
Цели, основные принципы и общие правила проведения работ по межгосударственной стандар

тизации установлены ГОСТ 1.0 «Межгосударственная система стандартизации. Основные положения» 
и ГОСТ 1.2 «Межгосударственная система стандартизации. Стандарты межгосударственные, правила 
и рекомендации по межгосударственной стандартизации. Правила разработки, принятия, обновления 
и отмены»

Сведения о стандарте

1 ПОДГОТОВЛЕН республиканским унитарным предприятием «Белорусский государственный 
институт метрологии» (БелГИМ) на основе собственного перевода на русский язык англоязычной 
версии стандарта, указанного в пункте 5

2 ВНЕСЕН Государственным комитетом по стандартизации Республики Беларусь

3 ПРИНЯТ Межгосударственным советом по стандартизации, метрологии и сертификации по ре
зультатам голосования в АИС МГС (протокол от 30 сентября 2022 г. № 154-П)

За принятие проголосовали:

Краткое наименование страны 
по М К(ИС О  3166) 004— 97

Код страны
по МК (ИСО 3166) 004— 97

Сокращенное наименование национального органа 
по стандартизации

Армения AM ЗАО «Национальный орган по стандартизации и 
метрологии» Республики Армения

Беларусь BY Госстандарт Республики Беларусь

Казахстан KZ Госстандарт Республики Казахстан

Киргизия KG Кыргызстандарт

Россия RU Госстандарт

Узбекистан UZ Узстандарт

4 Приказом Федерального агентства по техническому регулированию и метрологии от 16 ноября 
2023 г. № 1410-ст межгосударственный стандарт ГОСТ 34896—2022 введен в действие в качестве 
национального стандарта Российской Федерации с 1 мая 2024 г.

5 Настоящий стандарт является модифицированным по отношению к международному доку
менту OECD 442d:2018 «Руководство по тестированию химической продукции. Сенсибилизация кожи 
in vitro. Метод определения люциферазы ARE-Nrf2» («OECD Guidelines for the testing of chemicals — 
In Vitro Skin Sensitisation — ARE-Nrf2 Luciferase Test Method», MOD) путем изменения его структуры для 
приведения в соответствие с правилами, установленными в ГОСТ 1.5 (подразделы 4.2 и 4.3).

Наименование настоящего стандарта изменено относительно наименования указанного между
народного документа для увязки с наименованиями, принятыми в существующем комплексе межгосу
дарственных стандартов.

Международный документ разработан Международной организацией экономического сотрудни
чества и развития (OECD).

Сопоставление структуры настоящего стандарта со структурой указанного международного до
кумента приведено в дополнительном приложении ДА

6 ВВЕДЕН ВПЕРВЫЕ
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Введение
Активация кератиноцитов.

Руководство по проведению испытаний на основе ключевых событий

Под веществом, способным вызвать сенсибилизацию кожи в соответствии с положениями Согла
сованной на Глобальном уровне Системы классификации и маркировки химических веществ Органи
зации Объединенных Наций (СГС ООН) [1], принято понимать вещество, воздействие которого при его 
повторяющемся контакте с кожей может приводить к развитию аллергической реакции. Существует со
глашение среди специалистов относительно ключевых биологических событий, лежащих в основе появ
ления сенсибилизации кожи. Современные знания о химических и биологических пределах, связанных 
с сенсибилизацией кожи, были обобщены в виде пути неблагоприятного исхода (АОР) [2], начинающе
гося с исходного молекулярного события, включающего промежуточные события, и заканчивающегося 
неблагоприятным исходом, а именно появлением признаков аллергического контактного дерматита. 
Данный АОР предназначен для химической продукции, которая реагирует с тиолами (т. е. цистеином) 
и первичными аминами (т. е. лизином), например органической. В данном случае в роли исходного 
молекулярного события (т. е. первого ключевого события) выступает реакция ковалентного связыва
ния электрофильных веществ с нуклеофильными центрами белков кожи. Второе ключевое событие 
в данном АОР развивается в кератиноцитах и включает как воспалительный ответ, так и изменение в 
экспрессии генов, связанное специфическим путем передачи сигналов клеток, таких как пути, завися
щие от элемента антиоксидантного/электрофильного ответа (antioxidant/electrophile response element — 
ARE). Третьим ключевым событием является активация дендритных клеток, и обычно она оценивается 
по экспрессии специфических поверхностных клеточных маркеров, хемокинов и цитокинов. Четвертое 
ключевое событие — это пролиферация Т-клеток [3].

Испытания in vitro методом KeratinoSens™ на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использова
нием люциферазы считаются научно обоснованными. Метод KeratinoSens™ первым был подвергнут 
валидационным испытаниям с последующим вынесением независимой экспертной оценки Научно-кон
сультативным комитетом EURL ECVAM (ESAC) и получением официального одобрения со стороны 
EURL ECVAM, что позволило в дальнейшем рассматривать данный метод в качестве валидированного 
референтного метода (validated reference method — VRM) [3], [4], [5], [6]. Метод LuSens на основе сиг
нального пути ARE-Nrf2 с использованием люциферазы также был подвергнут валидационному испы
танию с применением действующих стандартов результативности, результаты которого после прове
денного анализа легли в основу еще одного положительного заключения ESAC [7], [8], [9], [10].

Методы испытаний, включенные в настоящий стандарт, могут различаться как в части содержания 
процедур, используемых для получения необходимой информации, так и в части выбора измеряемых 
показателей. Применение любого из них обеспечивает выполнение установленных на национальном 
уровне требований к результатам испытаний химической продукции на способность вызывать актива
цию кератиноцитов, выступающую в качестве одного из ключевых событий АОР для сенсибилизации 
кожи, чему в значительной степени способствует соблюдение принципа взаимного признания данных.

V
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М Е Ж Г О С У Д А Р С Т В Е Н Н Ы Й  С Т А Н Д А Р Т

МЕТОДЫ ИСПЫТАНИЙ ПО ВОЗДЕЙСТВИЮ ХИМИЧЕСКОЙ ПРОДУКЦИИ
НА ОРГАНИЗМ ЧЕЛОВЕКА

Сенсибилизация кожи in vitro

МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ ЛЮЦИФЕРАЗЫ ARE-NRF2

Methods for studying the effects of chemicals on the human body 
In Vitro Skin Sensitisation 

ARE-Nrf2 Luciferase Test Method

Дата введения — 2024—05—01

1 Область применения
Настоящий стандарт устанавливает методы испытаний in vitro, направленные на изучение меха

низмов, действием которых обусловлено второе ключевое событие АОР для сенсибилизации кожи, а 
именно активация кератиноцитов [2]. Представленные методы испытаний обеспечивают возможность 
классификации химической продукции, способной и не способной вызывать сенсибилизацию кожи, в 
соответствии с СГС ООН [1]. В настоящее время в стандарте описаны следующие методы испытаний:

- метод исследования KeratinoSens™ на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием лю- 
циферазы (3.2);

- метод исследования LuSens на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием люцифера- 
зы (3.3).

2 Термины, определения и сокращения
В настоящем стандарте применены следующие термины с соответствующими определениями:
2.1 валидированный референтный метод (validated reference method (VRM)): Первый(е) 

метод(ы), официально признанный(е) научно обоснованным(и) и используемый(е) в качестве 
эталонного(ых) для целей валидационных испытаний прочих методов на основе их рабочих характе
ристик.

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

2.3 воспроизводимость (reproducibility): Согласованность результатов, получаемых при повтор
ном испытании одного и того же вещества с применением одного и того же протокола (см. «Надеж
ность») [21].

2.4 достоверный метод исследования (valid test method): Метод исследования, признаваемый в 
достаточной степени релевантным и надежным для применения в конкретной области и базирующийся 
на научно обоснованных принципах. Ни один метод исследования не является достоверным в абсолют
ном смысле и может рассматриваться как таковой только для ограниченной области применения [21].

2.5 интегрированный подход к испытаниям и оценке; IATA (Integrated Approach on Testing and 
Assessment): Структурированный подход, служащий для определения степени опасности (потенциала), 
описания характера опасности (способности) и/или оценивания безопасности (в зависимости от по-

Издание официальное
1
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тенциала/способности и экспозиции) химической продукции или групп химической продукции, который 
заключается в стратегическом интегрировании и взвешивании всех значимых данных для обобщения 
информации с целью принятия решения нормативного характера о потенциальной опасности, рисках и 
необходимости проведения дальнейших целенаправленных и, соответственно, минимально достаточ
ных по объему испытаний.

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

2.7 коэффициент вариации (coefficient of variation): Мера изменчивости, рассчитываемая для 
группы данных, характеризующих параллельно обрабатываемые пробы, путем деления значения стан
дартного отклонения на среднее значение. Значение данного коэффициента может быть выражено при 
умножении на 100.

2.8 контрольная проба растворителя/вещества-носителя (solvent/vehicle control): Ничем не 
обработанная проба, включающая в себя все составляющие испытательной системы, содержащая 
растворитель или вещество-носитель и используемая наряду с пробами, содержащими исследуемое 
вещество, и другими контрольными пробами для определения базового отклика для образцов, обра
ботанных исследуемым веществом, разведенным в том же растворителе или веществе-носителе. При 
параллельном использовании с отрицательной контрольной пробой также позволяет выяснить, взаимо
действует ли растворитель или вещество-носитель с испытательной системой.

2.9 кратное повышение уровня индукции активности люциферазы (fold luciferase activity in
duction): Отношение люминесценции обработанных клеток (минус контрольная проба) к люминесцен
ции клеток, подвергшихся одновременному действию контрольной пробы растворителя/вещества-но
сителя (минус контрольная проба).

2.10 многокомпонентное вещество (multi-constituent substance): Вещество, характеризуемое ко
личественным составом, в котором две или более основные структурные составляющие содержатся в 
количестве > 10 % (по массе), но < 80 % (по массе). Образование многокомпонентного вещества про
исходит в процессе производства. Различие между смесью и многокомпонентным веществом состоит 
в том, что смесь образуется путем соединения двух или более веществ при отсутствии химической 
реакции. Многокомпонентное вещество, напротив, образуется в результате химической реакции.

2.11 надежность (reliability): Показатель того, что метод испытаний может быть реализован с по
лучением воспроизводимых результатов в рамках одной или различных лабораторий в течение продол
жительного времени при применении одного и того же протокола. Он оценивается путем вычисления 
внутри- и межлабораторной воспроизводимости и внутрилабораторной повторяемости [21].

2.12 не содержащий ксенобиотиков (xeno-free): Материал, в котором отсутствуют какие-либо 
составляющие, не принадлежащие тому же виду, что и используемые клетки, в рассматриваемом слу
чае — человеческие.

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

2.14 опасность (hazard): Изначально присущее конкретной химической продукции или ситуации 
свойство, заключающееся в их потенциальной способности вызывать деструктивные последствия в 
случаях, когда организм, система или субпопуляция подвергаются их воздействию.

2.15 отрицательная контрольная проба (negative control): Ничем не обработанная используе
мая параллельно проба, включающая в себя все составляющие испытательной системы. Используется 
наряду с пробами, обработанными исследуемой химической продукцией и другими контрольными про
бами для выяснения, взаимодействует ли используемый растворитель с испытательной системой.

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

2.17 путь неблагоприятного исхода (Adverse Outcome Pathway; АОР): последовательность со
бытий, начиная с особенностей химической структуры, характерных для целевого химического веще
ства или группы однотипных химических веществ, включая исходное молекулярное событие, и закан
чивая неблагоприятным исходом, который можно наблюдать in vivo [2].

2.18 релевантность (relevance): Характеристика соответствия метода испытаний результату, по
лученному при исследованиях, а также его обоснованности и пригодности для определенных целей
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применения. Данная характеристика указывает пределы, в которых метод испытаний позволяет пра
вильно измерить или спрогнозировать исследуемый биологический эффект. Релевантность включает 
рассмотрение точности (соответствия) метода испытаний [21].

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

2.20 Согласованная на Глобальном уровне Система классификации и маркировки хими
ческой продукции (ООН); СГС (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals 
(UN); GHS): Система, предусматривающая классификацию химической продукции (веществ и смесей) 
в зависимости от характерных видов и уровней физической опасности, опасности для здоровья челове
ка или опасности для окружающей среды, с применением соответствующих средств информирования, 
таких как пиктограммы, сигнальные слова, краткая характеристика опасности, меры по предупрежде
нию опасности и паспорта безопасности, чтобы обеспечить информацией о ее негативном воздействии 
с целью защиты людей (в том числе сотрудников, работников, перевозчиков, потребителей и предста
вителей аварийных служб) и окружающей среды [1].

2.21 специфичность (specificity): Доля всей дающей отрицательный результат/неактивной хи
мической продукции, которая была правильно классифицирована с применением соответствующего 
метода испытаний. Этот показатель является мерой точности для метода испытаний, позволяющего 
получать однозначные результаты, и служит важной отправной точкой при оценке релевантности такого 
метода [1].

2.22 стандарты результативности (performance standards): Стандарты, основанные на примене
нии валидированного метода испытаний, который признан научно обоснованным, и обеспечивающие 
основу для сравнительной оценки других предлагаемых методов испытаний, подобных ему с механи
стической и функциональной точки зрения. Стандарты устанавливают: (1) важнейшие составляющие 
метода испытаний; (2) минимальный перечень эталонных химических веществ, отобранных из числа 
веществ, которые применялись для подтверждения пригодности валидированного метода испытаний, а 
также (3) сопоставимые уровни надежности и точности по результатам использования валидированного 
метода испытаний, которые предлагаемый метод испытаний должен демонстрировать при его оценке с 
использованием этого минимального перечня эталонных химических веществ [21].

2.23 точность (accuracy): Близость результата испытаний, полученного с применением соответ
ствующего метода испытаний, к принятому эталонному значению величины. Точность является показа
телем результативности метода и одним из аспектов релевантности. Данный термин часто применяется 
как взаимозаменяемый для термина «согласованность» (concordance) для указания доли корректных 
результатов, полученных с применением соответствующего метода испытаний [3].

2.24 чувствительность (sensitivity): Доля всей дающей положительный результат/активной хи
мической продукции, которая была правильно классифицирована с применением соответствующего 
метода испытаний. Этот показатель является мерой точности для методов испытаний, позволяющих 
получать однозначные результаты, и служит важной отправной точкой при оценке релевантности таких 
методов [21].

2.25 химическая продукция (вещества) для проверки квалификации (proficiency chemicals 
(substances)): Совокупность эталонных химических веществ, входящих в стандарты результативности 
и пригодных для использования лабораториями при подтверждении своей достаточной технической 
компетентности в части применения стандартизированных методов испытаний. Критериями отбора для 
таких веществ обычно выступают охват широкого диапазона возможных реакций, доступность для ком
мерческого приобретения, а также наличие достоверных справочных данных.

2.26 эталонная химическая продукция (вещества) (reference chemicals (substances)): Совокуп
ность химических веществ, используемых для подтверждения способности нового метода испытания 
соответствовать тем же критериям приемлемости, что и валидированный референтный метод испы
тания (методы испытаний). Эти химические вещества должны относиться к тем же классам опасности 
химических веществ, для испытаний которых предназначен соответствующий метод, и должны охва
тывать весь диапазон возможных реакций на воздействие химической продукции, с которой он должен 
применяться, от сильной до слабой и отрицательной.

2.27 ARE: Элемент антиоксидантного ответа (другое обозначение — EpRE (electrophile response 
element), элемент электрофильного ответа) представляет собой элемент ответа, обнаруживаемый в 
предпромоторной области многих цитопротекторных генов и генов фазы II системы детоксикации. Акти
вируясь при взаимодействии с фактором Nfr2, он опосредует транскрипционную индукцию этих генов.

2.28 CV (cell viability): Уровень жизнеспособности клетки.
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2.29 CV75: Расчетное значение концентрации, обеспечивающее жизнеспособность 75 % клеток.
2.30 ЕС1,5: Интерполированное значение концентрации, обеспечивающее 1,5-кратное повыше

ние уровня индукции люциферазы.
2.31 1С30: Концентрация, при которой жизнеспособность клеток снижается на 30 %.
2.32 Ю50: Концентрация, при которой жизнеспособность клеток снижается на 50 %.
2.33 1тах: Максимальный измеренный коэффициент повышения уровня индукции активности лю

циферазы по сравнению с контрольной пробой растворителя (отрицательной контрольной пробой) не
зависимо от значения концентрации исследуемого химического вещества.

2.34 Кеар1: Kelch-подобный ЕСН-ассоциированный протеин 1 — сенсорный белок, способный 
осуществлять регуляцию активности фактора транскрипции Nrf2. В отсутствие индукции сенсорный 
белок Кеар1 стимулирует Nrf2 к убиквитированию с протеолитической деградацией в протеасоме.

Ковалентная модификация активных цистеиновых остатков Кеар 1 малыми молекулами может 
приводить к диссоциации Nrf2 от Кеар1 [22], [23], [24].

2.35 Nrf2: Ядерный фактор 2, связанный с эритроидным фактором 2, — транскрипционный фак
тор, одна из составляющих пути антиоксидантного ответа. Неубиквитированный Nrf2 накапливается 
в цитоплазме и транслоцируется в ядро, где соединяется с ARE в восходящей промоторной области 
многих цитопротекторных генов, инициируя их транскрипцию [22], [23], [24].

2.36 UVCB (substances of unknown or variable composition, complex reaction products or biological 
materials): Вещества неизвестного или переменного состава, продукты комплексных реакций или веще
ства биологического происхождения.

3 Методы
3.1 Обоснование и принципы методов испытаний, представленных в стандарте
по проведению испытаний на основе ключевых событий

3.1.1 Оценивание сенсибилизации кожи обычно проводится с использованием лабораторных жи
вотных. Классические методы исследований с использованием подопытных морских свинок, максимиза- 
ционная сенсибилизирующая проба на морских свинках (Guinea Pig Maximisation Test — GPMT) Mamyc- 
сона и Клигмана либо тест Бюлера [11] позволяют оценить как фазу индукции, так и контрольную фазу 
исследования сенсибилизации кожи. Методы исследований с использованием мышей, такие как LLNA
[12] и три его модификации, для которых не требуется применение радиоактивных веществ — LLNA:DA
[13] , LLNA:BrdU-ELISA и BrdU-FCM [14], оценивают только идукционный ответ и поэтому заслужили 
признание по сравнению с испытаниями на морских свинках с точки зрения меньшего нанесения вреда 
животным в сочетании с возможностью получения объективных данных измерений, иллюстрирующих 
течение фазы индукции для сенсибилизации кожи.

3.1.2 Новым способом оценивания потенциальных уровней опасности развития сенсибилизации 
кожи при воздействии химических веществ стало применение методов испытаний in chemico и in vitro, 
основанных на механистических моделях и воспроизводящих первые три ключевых события АОР для 
сенсибилизации кожи. В [15] описывается метод прямого анализа реакционной способности пептидов, 
что соответствует первому ключевому событию; в центре внимания настоящего стандарта находится 
процесс активации кератиноцитов [15], ассоциируемый со вторым ключевым событием, а [16] в свою 
очередь рассказывает об активации дендритных клеток, третьем ключевом событии АОР для сенсиби
лизации кожи. Четвертое ключевое событие, заключающееся в пролиферации Т-клеток, оценивается 
косвенным образом — по методу изучения реакции регионарных лимфатических узлов (Local Lymph 
Node Assay — LLNA), с использованием подопытных мышей [12].

3.1.3 Так как активация кератиноцитов представляет собой лишь одно из ключевых событий АОР, 
вызывающих сенсибилизацию кожи [2], [17], сведения, получаемые с помощью методов испытаний, 
разработанных специально для наблюдения за данным ключевым событием, могут оказаться недо
статочными в случае их самостоятельного применения для подготовки заключения о наличии или от
сутствии у этих веществ способности оказывать сенсибилизирующее воздействие на кожу. Поэтому 
данные, полученные с помощью методов, описанных в настоящем стандарте, предлагается рассма
тривать как существенные при решении вопросов об отнесении того или иного вещества к перечню 
веществ, способных вызывать сенсибилизацию кожи (т. е. к классу опасности 1 согласно СГС ООН), 
либо неаллергенных веществ в порядке реализации этих методов в рамках интегрированных подходов 
к испытаниям и оценке (Integrated Approaches to Testing and Assessment — IATA), наряду с прочей до-
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полняющей ее значимой информацией, характеризующей иные ключевые события в структуре АОР 
для кожной сенсибилизации по результатам экспериментов in vitro, а также информацией, полученной 
с применением методов, не предусматривающих непосредственного проведения испытаний, таких как 
сопоставление по методу аналогий с веществами, обладающими схожими химическими свойствами 
[17]. Опубликованы примеры использования данных, полученных с применением этих методов, в рам
ках так называемых установленных подходов (Defined Approaches), т. е. подходов, стандартизирован
ных как с точки зрения набора используемых источников информации, так и с точки зрения порядка 
формирования прогнозного заключения [17], которые также могут быть востребованы при выполнении 
работ в рамках IATA.

3.1.4 Методы испытаний, описанные в настоящем стандарте, не предназначены для автономного 
применения и не обеспечивают возможность классификации веществ, вызывающих сенсибилизацию 
кожи, в соответствии с подклассами опасности 1Аи 1 В, как предусмотрено СГС ООН [1], для нужд офи
циальных органов, контролирующих эти две необязательные подклассу, а также не могут применяться 
для целей прогнозирования способности исследуемых веществ вызывать сенсибилизацию в процессе 
принятия решений по оценке необходимых мер безопасности при обращении с этими веществами. Тем 
не менее при условии, что это не противоречит требованиям действующего законодательства, поло
жительные результаты, полученные с помощью этих методов, могут сами по себе рассматриваться как 
достаточное основание для отнесения химического вещества к классу опасности 1 согласно СГС ООН.

3.1.5 Под «исследуемой химической продукцией» для целей настоящего стандарта понимается 
продукция, которая подвергается испытаниям, использование данного термина не связано с воз
можностью применения предлагаемых методов для исследования тех или иных однокомпонентных 
веществ, многокомпонентных веществ и/или их смесей. При проведении испытаний на погруженных 
культурах важно убедиться в достаточном растворении исследуемой химической продукции в соответ
ствующей рабочей среде или по меньшей мере в образовании ей устойчивой взвеси (например, путем 
проведения визуального контроля раствора вещества, приготовленного с использованием этой среды 
в максимальной предусмотренной конечной концентрации, с целью подтвердить отсутствие нераство- 
ренных остатков, а также исключить вероятность выпадения осадка или разделения фаз в растворе, 
которому предварительно позволили отстояться в течение нескольких часов).

3.1.6 Количество доступной информации о возможности применения предлагаемых методов для 
анализа многокомпонентных веществ и смесей веществ в настоящее время ограничено [18], [19], [20]. 
Тем не менее, несмотря на отсутствие заключения по результатам соответствующего валидационного 
испытания, с технической точки зрения эти методы можно считать пригодными для испытания таких 
веществ и смесей. Перед исследованием смесей, химических веществ, определение которых затруд
нено (например, нестабильных), или таких химических веществ, которые не могут быть с уверенностью 
отнесены к области применения настоящего стандарта, в каждом случае следует уточнять, в какой 
мере результаты такого испытания могут быть научно обоснованными. Кроме того, в процессе проведе
ния испытаний многокомпонентных веществ или смесей не следует забывать об опасности неверного 
толкования характера наблюдаемых реакций за счет воздействия присутствующих в этих веществах 
и смесях цитотоксических составляющих (так, например, последствия высокого уровня содержания 
цитотоксических составляющих, не обладающих сенсибилизирующими свойствами, могут маскировать 
отклик на присутствие слабо аллергенных составляющих либо выраженных аллергенных составляю
щих, представленных в низкой концентрации). Соответственно, в конкретной ситуации оправданным с 
научной точки зрения шагом следует считать организацию раздельных испытаний ключевых составля
ющих, преобладающих в данной смеси, т. е. одной основной либо нескольких более мелких фракций, 
результаты которых позволяли бы в дальнейшем достоверно судить о сенсибилизирующем потенциале 
смеси в целом.

3.2 Сенсибилизация кожи in vitro. Метод исследования KeratinoSens™ на основе
сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием люциферазы

3.2.1 Исходные положения, пригодность и ограничения
3.2.1.1 Метод исследования, изложенный в пункте 3.2, касается второго ключевого события АОР 

для сенсибилизации кожи [2], а именно активации кератиноцитов, путем использования люциферазы 
для получения оценки интенсивности опосредуемой через Nrf2 активации генов, зависимых от эле
мента антиоксидантного ответа (ARE). Известно, что воздействие веществ, вызывающих кожную сен
сибилизацию, приводит к индукции генов, регулируемых с помощью ARE [22], [3]. Низкомолекулярные
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электрофильные вещества, к числу которых следует относить кожные аллергены, способны вызывать 
изменения в сенсорном белке Кеар1 (Kelch-подобном ЕСН-ассоциированном протеине 1), например 
за счет ковалентной модификации его цистеинового остатка, что влечет за собой его диссоциацию от 
транскрипционного фактора Nrf2 (ядерного фактора 2, связанного с эритроидным фактором 2). После 
диссоциации Nrf2 может активировать ARE-зависимые гены, такие как гены, кодирующие ферменты 
фазы детоксикации II [22], [23], [24].

3.2.1.2 Метод KeratinoSens™ для проведения испытаний in vitro на основе сигнального пути ARE- 
Nrf2 с использованием люциферазы (далее — KeratinoSens™) успешно прошел соответствующие ис
следования [3], [23], [5], необходимые для его валидации, с последующим вынесением независимой 
экспертной оценки Референтной лабораторией Европейского союза по валидации методов, альтерна
тивных методам испытаний на животных (EURL ECVAM) [6]. Метод KeratinoSens™ признан научно обо
снованным и допущен к применению в рамках IATA для идентификации между веществами, способны
ми и не способными вызывать кожную сенсибилизацию, в целях определения степени их опасности [6].

3.2.1.3 В соответствии с данными, полученными в ходе проведения валидационных исследова
ний, а также результатами специализированных внутрилабораторных испытаний, использованными на 
этапе независимой экспертной оценки, метод подтвердил свою пригодность для применения на базе 
лабораторий, которые уже имеют достаточный опыт выполнения аналитических работ с клеточными 
культурами [6]. Ожидаемый уровень воспроизводимости прогнозных заключений для метода исследо
вания KeratinoSens™ составляет порядка 85 % как при подготовке их в пределах одной лаборатории, так 
и при подготовке различными лабораториями [6]. При расчете показателей точности (77 % — 155/201), 
чувствительности (78 % — 71/91) и специфичности (76 % — 84/110) метода KeratinoSens™ для иден
тификации веществ, способных вызывать кожную сенсибилизацию (т. е. относящихся к классу опас
ности 1 согласно СГС ООН) и не способных вызывать кожную сенсибилизацию, по сравнению с анало
гичными результатами, обеспечиваемыми методом LLNA, были использованы все доступные данные, 
представленные в EURL ECVAM для оценки результативности и проведения экспертного анализа мето
да [6]. Полученные значения согласуются с опубликованными значениями, полученными по итогам про
ведения внутрилабораторных испытаний приблизительно 145 испытанных веществ (точность — 77 %, 
чувствительность — 79 %, специфичность — 72 %) [5], что указывает на пригодность метода исследо
вания KeratinoSens™ к применению в качестве вспомогательного средства для выявления опасностей, 
связанных с развитием кожной сенсибилизации. Впрочем, показатели точности, приведенные выше 
для метода KeratinoSens™, как если бы он выступал в роли самостоятельно применяемого метода ис
следования, выполняют здесь сугубо справочные функции, поскольку любые результаты, полученные 
с его помощью, следует рассматривать не автономно, а в сочетании с информацией из других источни
ков — в контексте соответствующего установленного подхода или IATA и с учетом положений пунктов
3.1.3 и 3.1.4. В свою очередь, при подготовке оценки эффективности применения методов определения 
кожной сенсибилизации, не требующих использования подопытных животных, важно иметь в виду, что 
применение метода LLNA, равно как и других методов, которые предполагают проведение испытаний 
на животных, может не в полной мере раскрывать характер воздействия исследуемого вещества на 
организм человека.

3.2.1.4 Исходя из имеющихся данных, установлено, что метод KeratinoSens™ подходит для про
ведения исследований широкого спектра химической продукции, включающей различные органические 
функциональные группы, механизмы реакций, сенсибилизирующий потенциал при воздействии на кожу 
(подтвержденным путем проведения испытаний in vivo), а также различные физико-химические свой
ства [3], [4], [5], [6]. Метод испытаний применим к химической продукции, свободно растворимой в со
ответствующей рабочей среде или образующей в ней устойчивую взвесь (т. е. коллоидный раствор 
или суспензию, в которых химическая продукция не образует осадка и не разделяется на фазы). Если 
химическая продукция не удовлетворяет указанным условиям при максимальном требуемом конечном 
значении концентрации в размере 2000 мкМ, могут быть проведены ее исследования при более низких 
значениях концентрации. В подобных случаях результаты, удовлетворяющие необходимым критериям 
для отнесения их к положительным, все еще могут рассматриваться как доказательство способности 
исследуемой химической продукции вызывать кожную сенсибилизацию. Отрицательные результаты, 
полученные при проведении испытаний с максимальным достигаемым значением концентрации менее 
1000 мкМ и при полном отсутствии цитотоксических проявлений, должны рассматриваться как «сомни
тельные» (см. модель построения прогнозов в 3.2.4.3.1). В то же время, если в процессе испытаний с 
максимально достигаемой концентрацией испытательного раствора менее 1000 мкМ можно наблюдать 
некоторые признаки цитотоксического воздействия (уровень жизнеспособности менее 70 %), то в этом
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случае при оценивании результатов эксперимента к ним все еще могут применяться соответствующие 
критерии, позволяющие интерпретировать такие результаты как достоверно отрицательные. Большин
ство однокомпонентных веществ со значением показателя LogP более 7 могут быть нерастворимы 
в используемой рабочей среде, однако, если практическая возможность растворения или получения 
устойчивой взвеси такого вещества была подтверждена и задокументирована, проведение испытаний 
в соответствии с рассматриваемым методом считается для них допустимым.

3.2.1.5 К получаемым отрицательным результатам в любом случае следует относиться с осторож
ностью, поскольку в условиях применения рассматриваемого метода вещества, проявляющие исключи
тельную химическую активность по отношению к лизиновым остаткам, могут быть ошибочно определе
ны как вещества, дающие отрицательный отклик, исходя из того, что ключевым механизмом активации 
сигнального пути Keap1-Nrf2-ARE, по всей видимости, является электрофильная реакция стрессоров 
с нуклеофильными тиолами (цистеиновыми сульфгидрильными группами) Кеар 1. Устранить эту не
определенность можно используя информацию, получаемую путем дополнительного анализа реакци
онной способности исследуемых веществ в отношении пептидов, в частности путем проведения ис
следований с применением методов, позволяющих различать реакции с цистеином и лизином. Кроме 
того, из-за ограниченного метаболического потенциала используемой клеточной линии [26] и с учетом 
особенностей условий проведения эксперимента прогаптены (т. е. химические вещества, требующие 
ферментной активации, например, с участием ферментов Р450) и прегаптены (т. е. химическая про
дукция, активируемая в процессе автоокисления), в особенности те, скорость окисления которых неве
лика, также могут давать отрицательные результаты. С другой стороны, установлено, что применение 
комбинации методов исследований, покрывающей 1,2 и 3 ключевые события АОР, позволяет с высокой 
долей уверенности определять большую часть прегаптенов (т. е. химической продукции, активируемой 
в процессе автоокисления) и прогаптенов (т. е. химической продукции, требующей ферментной актива
ции, например, с участием ферментов Р450), таким образом, получаемые с помощью такого подхода 
отрицательные результаты, как правило, являются достаточно убедительными и могут использоваться 
для классификации химической продукции по степени ее опасности [28], [36], [34]. Также существует ве
роятность получения ложноположительных результатов для такой исследуемой химической продукции, 
которая не обладает сенсибилизирующими свойствами, но воздействие которой может выступать как 
фактор химического стресса [6]. Наконец, химическая продукция, способная взаимодействовать с фер
ментом люциферазой, может оказывать нежелательное влияние на ее активность при проведении экс
периментов на клеточных культурах, заключающееся либо в отчетливом ингибировании реакций, либо, 
напротив, в усилении люминесценции [29]. Так, например, по опыту проведения иного рода исследова
ний репортерных генов с использованием люциферазы известно, что фитоэстрогены в концентрации, 
превышающей 1 мкМ, влияют на распространение сигналов люминесценции, что объясняется сверх
активацией ее репортерного гена [30]. Как следствие, любые случаи экспрессии люциферазы, дости
гаемой при высоких значениях концентрации фитоэстрогенов или близких к ним соединений, которые, 
подобно фитоэстрогенам, могут вызывать сверхактивацию репортерного гена люциферазы, подлежат 
отдельному тщательному изучению [30]. При наличии доказательств, свидетельствующих о непригод
ности метода KeratinoSens™ для исследований каких-либо других определенных категорий химической 
продукции, его не следует применять с этими конкретными категориями химической продукции.

3.2.1.6 В дополнение к возможности различать химическую продукцию, способную вызывать кож
ную сенсибилизацию (т. е. относимую к классу опасности 1 согласно СГС ООН), и химическую про
дукцию, не способную вызывать кожную сенсибилизацию, метод исследования KeratinoSens™ также 
позволяет получать информацию типа «концентрация — эффект», потенциально важную для оцени
вания размера сенсибилизирующей способности химического вещества при условии его применения 
в рамках комплексных исследовательских подходов, таких как IATA [27], [31]. Примеры использования 
результатов, полученных при помощи метода KeratinoSens™, в сочетании с информацией из других ис
точников приведены в [5], [27], [32], [33], [34], [35], [36]. В частности, описана практика комбинированно
го использования данных «доза — эффект» согласно методу KeratinoSens™ и количественных данных 
о реакционной способности химической продукции для оценки ее сенсибилизирующей способности 
при проведении экспериментов по методу LLNA и испытаний на человеке [37], а также в процессе реа
лизации байесовских интегрированных стратегий испытаний для такой способности на основе метода 
LLNA [27], [38]. Помимо этого, отдельному рассмотрению подвергнуты вопросы, связанные с порядком 
оценивания сенсибилизирующей способности химической продукции непосредственно в отношении 
человека [39]. Наконец, представлены описания, посвященные использованию метода тестирования
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KeratinoSens™ для оценки сенсибилизирующей способности химической продукции, принадлежащей к 
конкретным химическим классам [37], [40].

3.2.2 Сущность метода испытания
3.2.2.1 Метод исследования KeratinoSens™ предусматривает использование иммортализованной 

линии адгерентных клеток, полученных из человеческих кератиноцитов и стабильно содержащих ре- 
портерный ген люциферазы, контролируемый элементом антиоксидантного ответа гена AKR1C2 чело
века [41]. Известно, что активация данного гена происходит при воздействии веществ, способных вы
зывать кожную сенсибилизацию [42], [43]. Таким образом, клеточная линия характеризуется наличием 
гена люциферазы, контролируемого на уровне транскрипции конститутивным промотором, слитым с 
элементом ARE. Сигнал люциферазы свидетельствует об активации сенсибилизирующим веществом 
эндогенных Nrf2-3aBncnMbix генов; тезис о зависимости появления люциферазного сигнала в рекомби
нантной клеточной линии от действия Nrf2 имеет научное подтверждение [44]. Это позволяет выпол
нять количественные измерения индукции гена люциферазы (путем наблюдения за интенсивностью 
люминесценции) с использованием хорошо изученных фотогенных субстратов люциферазы в качестве 
индикатора активности фактора транскрипции Nrf2 в клетках после воздействия на них электрофиль
ных испытуемых веществ.

3.2.2.2 Результаты испытания химической продукции по методу KeratinoSens™ считают положи
тельными, если воздействие этой химической продукции приводит к статистически значимому превы
шению уровнем индукции активности люциферазы заданного порога (т. е. > 1,5 или увеличение на 
50 %) при уровне концентрации вещества ниже некоторого установленного предела, не оказывающей 
существенного влияния на жизнеспособность клеток (т. е. при значении ниже 1 000 мкМ и таком, при 
котором жизнеспособность клеток сохраняется на уровне выше 70 %) [3], [4]. Для этого определяют мак
симальное кратное повышение уровня индукции активности люциферазы по сравнению с реакцией на 
контрольную пробу растворителя (отрицательную контрольную пробу) (/тах). Далее, с учетом того что 
клетки подвергаются воздействию ряда значений концентрации испытываемой химической продукции, 
значение концентрации, необходимое для достижения статистически значимого превышения уровнем 
индукции активности люциферазы заданного порога (т. е. значения ЕС1 5), устанавливают путем интер
поляции, а именно на основе кривой зависимости «доза — эффект», построенной по данным испыта
ний исследуемой химической продукции с несколькими последовательными значениями концентрации 
(порядок выполнения расчетов см. 3.2.4.1.1). Наконец, проводят параллельные измерения цитотокси
ческого воздействия химической продукции, чтобы оценить возможность индукции люциферазы при 
субцитотоксических значениях концентрации.

3.2.2.3 До того как приступить к регулярному применению метода KeratinoSens™ в соответствии 
с настоящим стандартом, лаборатории должны подтвердить свою техническую компетентность путем 
исследования десяти специально отобранных химических веществ, перечисленных в приложении А.

3.2.2.4 Стандарты результативности (СР) [10] облегчают процесс валидации новых или моди
фицированных методов исследования in vitro на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием 
люциферазы, подобных валидированному референтному методу (VRM) KeratinoSens™, и позволяют 
оперативно вносить соответствующие изменения в OECD 442d с целью включения в него этих мето
дов. Присоединение к системе взаимного признания данных (Mutual Acceptance of Data — MAD) для 
методов испытания, успешно прошедших валидацию в соответствии с СР, гарантируется только при 
условии, что эти методы были рассмотрены и официально включены в OECD 442<±

3.2.3 Методика испытаний
Для метода испытания KeratinoSens™ разработан соответствующий протокол DB-ALM, который 

следует использовать в процессе внедрения и последующего применения метода в лаборатории [25]. 
Лаборатории, планирующие применение данного метода, имеют возможность приобрести образцы ре
комбинантной линии клеток, необходимые для проведения исследований по методу KeratinoSens™, по
сле подписания типового соглашения с разработчиком метода1), которое предусматривает, в частности, 
оформление официальной лицензии на коммерческое использование гена люциферазы. На методику 
исследования с использованием репортерного гена люциферазы, кроме того, распространяется дей
ствие лицензии для целей ограниченного использования, предоставляемой компанией Promega, что 
подразумевает обязательное использование реактивов для люминесцентного анализа, приобретаемых 
у этой компании. В пунктах ниже содержатся сведения об основных составляющих и процедурах мето
да исследования KeratinoSens™. Далее в приложении В приведено описание мер по адаптации метода

1) Givaudan Schweiz AG, СН-8310 Kemptthal (Швейцария).
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KeratinoSens™ к применению с клеточными культурами, не содержащими ксенобиотиков, с использо
ванием материалов, взятых из тела человека [47]. Тем не менее, независимо от данных рекомендаций, 
перед принятием окончательного решения о выборе типа используемой сыворотки при проведении 
испытаний по методу KeratinoSens™ рекомендуется согласовать этот выбор с соответствующими регу
лирующими органами.

3.2.3.1 Подготовка клеточных культур кератиноцитов
3.2.3.1.1 Для испытаний используют трансгенную линию клеток KeratinoSens™, снабженную ста

бильной вставкой репортерного гена люциферазы, контролируемого элементом ARE. Непосредственно 
после получения образцов клеток KeratinoSens™ их размножают в порядке, предусмотренном протоко
лом метода испытаний (например, выполняют в общей сложности от двух до четырех клеточных пас
сажей), и оставляют на хранение в замороженном состоянии в форме гомогенной маточной суспензии. 
В дальнейшем клетки этого исходного материала по мере необходимости размножают в пределах не 
более чем 25 пассажей для использования в процессе рутинных исследований в сочетании с соответ
ствующей поддерживающей/ростовой питательной средой (модифицированной по способу Дульбекко 
средой Игла (Dulbecco's Modified Eagle's medium — DMEM), с добавлением сыворотки крови и генетици- 
на в целях сохранения стабильности генов), как указано в действующем протоколе DB-ALM [25].

3.2.3.1.2 Конфлюентность используемых клеток должна соответствовать значениям от 80 % до 
90 %, в то же время необходимо следить за тем, чтобы выращиваемые клетки ни в коем случае не 
достигали стопроцентной конфлюентности. За сутки до начала испытаний необходимое количество 
отобранных клеток помещают в лунки 96-луночных планшетов из расчета 10 000 клеток/лунка. При 
посеве важно контролировать отсутствие нежелательного осаждения клеток в исходном материале, 
чтобы обеспечить равномерное количественное распределение клеток между лунками. Следствием 
неравномерного посева может стать высокая изменчивость результатов для разных лунок. В каждом 
повторении три параллельно обрабатываемые пробы служат для измерений активности люциферазы, 
и по крайней мере одна параллельно обрабатываемая проба используется для наблюдения за жизне
способностью клеток.

3.2.3.2 Подготовка исследуемых и контрольных химических веществ
3.2.3.2.1 Подготовку исследуемых химических веществ и контрольных веществ осуществляют 

непосредственно в день проведения испытаний. Исследуемые химические вещества растворяются в 
диметилсульфоксиде (dimethyl sulfoxide — DMSO, ДМСО, CAS No. 67-68-5, степень чистоты 99 % или 
более) до получения желаемых конечных значений концентрации (например, 200 мМ). Растворы на 
основе ДМСО можно рассматривать как самостерилизующиеся; это означает, что дополнительно филь
тровать их с целью стерилизации не требуется. Если исследуемые химические вещества не удается 
растворить в ДМСО, их растворяют в стерильной воде или непосредственно в питательной среде, по
лученные растворы стерилизуют фильтрованием. Если для исследуемых химических веществ не мо
жет быть установлено точное значение молекулярной массы (ММ), то соответствующий стандартный 
раствор по умолчанию готовят со значением концентрации 40 мг/мл, или 4 % (масса/объем). Исполь
зование иных растворителей, отличных от ДМСО, воды или питательной среды, должно быть научно 
обосновано.

3.2.3.2.2 На основе стандартных растворов исследуемых химических веществ выполняют после
довательные разбавления с использованием ДМСО или другого подходящего растворителя (например, 
стерильной воды или питательной среды) для получения 12 базовых значений концентрации этого хи
мического вещества (в интервале от 0,098 до 200 мМ). Независимо от выбранного растворителя рас
творы с базовыми значениями концентрации в дальнейшем подвергают дополнительному 25-кратному 
разбавлению в питательной среде, содержащей сыворотку крови, и уже после этого используют для 
обработки образцов с применением еще одного, 4-кратного коэффициента разбавления, таким обра
зом, конечные значения концентрации исследуемого химического вещества варьируются в интервале 
от 0,98 до 2 000 мкМ (из расчета коэффициента разбавления, равного 2). В обоснованных случаях 
(например, если химические вещества могут оказывать цитотоксическое воздействие либо характери
зуются низкой растворимостью) допускается использовать отличные от указанных значений концен
трации. При проведении исследований химических веществ, для которых не могут быть установлены 
точные значения ММ, последовательные разбавления аналогичным образом выполняют с использова
нием ДМСО или другого подходящего растворителя, чтобы получить необходимые конечные значения 
концентрации (например, в интервале от 0,196 до 400 мкг/мл).

3.2.3.2.3 При каждом повторении в число материалов для проведения испытаний дополнительно 
включают контрольную пробу растворителя/вещества носителя (например, ДМСО), резервируя для нее

9



ГОСТ 34896—2022

достаточное число лунок на каждом планшете (например, шесть). Для контрольной пробы растворите- 
ля/вещества-носителя повторяют ту же последовательность разбавлений, что и для базовых значений 
концентрации согласно 3.2.3.2.2, чтобы конечное значение концентрации растворителя/вещества-но- 
сителя составляло 1 %, т. е. заведомо являлось пренебрежимым с точки зрения влияния на жизнеспо
собность клеток и при этом соответствовало концентрации ДМСО, достигаемой в пробах исследуемого 
химического вещества и в положительных контрольных пробах. Для веществ, не растворимых в ДМСО, 
разбавления которых были приготовлены на воде, уровень содержания ДМСО во всех лунках, в кото
рые помещается конечный испытуемый раствор, должен быть доведен до 1 % по аналогии с раствора
ми других исследуемых и контрольных химических веществ. В методе KeratinoSens™ контрольная про
ба растворителя/вещества-носителя (т. е. ДМСО) является также отрицательной контрольной пробой.

3.2.3.2.4 В соответствии с положениями протокола DB-ALM [25] для параллельно анализируемой 
положительной контрольной пробы также должно быть зарезервировано достаточное количество лу
нок в каждом повторении, позволяющее убедиться в надлежащем функционировании испытательной 
системы. Так, в каждой совокупности параллельно обрабатываемых проб для метода KeratinoSens™ 
должны быть представлены пять значений концентрации коричного альдегида (CAS No. 14371-10-9, 
степень чистоты 98 % или более), для которого (из стандартного раствора с концентрацией 6,4 мМ) 
приготавливают серию из пяти разведений на основе ДМСО с базовой концентрацией в интервале от 
0,4 до 6,4 мМ и проводят их разбавление в порядке, описанном в 3.2.3.2.2, чтобы окончательные значе
ния концентрации положительной контрольной пробы составляли от 4 до 64 мкМ. Использование для 
приготовления положительных контрольных проб других подходящих химических веществ, для которых 
предпочтительно, чтобы они обеспечивали получение значений ЕС-, 5 в средней области рассматрива
емого диапазона, допускается при наличии данных прошлых испытаний, подтверждающих их соответ
ствие сопоставимым критериям приемлемости при выполнении аналитического цикла.

3.2.3.3 Внесение исследуемой химической продукции и эталонных веществ
3.2.3.3.1 Подготовка соответствующего прогнозного заключения (положительного или отрицатель

ного) для каждой исследуемой химической продукции или эталонного вещества положительной кон
трольной пробы требует проведения одного эксперимента, включающего в себя по меньшей мере два 
независимых повторения, по три параллельно обрабатываемых пробы в каждом (итого: п = 6). В случае 
несогласующихся результатов между двумя независимыми повторениями выполняют третье повторе
ние с тремя параллельно обрабатываемыми пробами (итого: п = 9). Независимые повторения выполня
ют в разные дни с использованием свежих стандартных растворов исследуемой химической продукции 
и с независимо отобранными образцами клеточного материала. Указанное условие не исключает одна
ко возможность принадлежности отобранных клеток к одному и тому же пассажу клеточной культуры.

3.2.3.3.2 После посева на 96-луночные микротитровальные планшеты, который выполняется в по
рядке, описанном в 3.2.3.1.2, образцы клеток оставляют для дальнейшего роста в течение 24 ч. После 
этого использованную питательную среду удаляют и заменяют ее свежей питательной средой (150 мкл 
питательной среды с добавлением сыворотки крови, но без добавления генетицина, как установлено в 
протоколе DB-ALM [25]), в которую дополнительно вносят по 50 мкл 25-кратных разбавлений исследуе
мого химического вещества или вещества контрольной пробы соответственно. По меньшей мере одна 
лунка на каждом планшете должна оставаться пустой (без образцов клеток и без добавления проб) для 
оценивания соответствующих фоновых значений.

3.2.3.3.3 После обработки планшеты подвергают инкубированию в течение 48 часов при темпе
ратуре (37 ± 1) °С и уровне содержания С 02 в воздухе 5 %. Во избежание испарения содержащейся 
в лунках летучей химической продукции с последующим перекрестным загрязнением соседних лунок 
перед началом инкубирования принимают необходимые меры предосторожности, например накрыва
ют поверхность планшетов фольгой.

3.2.3.4 Измерения активности люциферазы
3.2.3.4.1 Для надлежащего определения значений показателя люминесценции решающее значе

ние имеют следующие факторы:
- выбор люминометра с достаточным уровнем чувствительности;
- использование микропланшета с лунками достаточной глубины, не допускающего перекрестного 

светового загрязнения;
- использование субстрата люциферазы, обеспечивающего достаточную интенсивность светового из

лучения, для достижения приемлемого уровня чувствительности и снижения изменчивости результатов;
- приемлемый и постоянный уровень фоновой освещенности.
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Перед началом испытаний проводят контрольный эксперимент по схеме, описанной в приложе
нии С, чтобы убедиться в соблюдении всех вышеприведенных требований.

3.2.3.4.2 По окончании 48-часового периода воздействия исследуемой химической продукции и 
эталонных веществ образцы клеток в лунках промывают фосфатным буферным солевым раствором и 
для подготовки к последующему определению характеристик люминесценции добавляют в каждую лун
ку соответствующий лизисный буферный раствор, выдерживая его с образцами в течение достаточного 
количества времени (например, в течение 20 мин при комнатной температуре).

3.2.3.4.3 После этого планшеты с клеточным лизатом помещают в люминометр для выполнения 
измерений в соответствии со следующей программой: (i) добавление субстрата люциферазы (по 50 мкл 
в каждую лунку), (ii) выдерживание в течение 1 с, (ш) интегрирование измеряемых значений активности 
люциферазы в течение 2 с. Выбор параметров, отличных от указанных, например с учетом конструк
тивных особенностей используемой модели люминометра, должен быть подкреплен соответствующим 
обоснованием. Дополнительно для целей измерений допускается использование так называемых «тле
ющих» люминесцентных субстратов при условии положительного исхода контрольного эксперимента, 
проведение которого предусмотрено приложением С.

3.2.3.5 Оценка цитотоксичности
Для получения оценки цитотоксичности вещества при выполнении анализа жизнеспособности 

клеток по методу KeratinoSensTM первоначально использованную питательную среду спустя 48 ч экс
позиции заменяют свежей питательной средой, с добавлением МТТ (3-(4,5-диметилтиазола-2-ил)-2,5- 
дифенилтетразолия бромида, тиазолила синего тетразолия бромида; CAS No. 298-93-1) в количестве 
из расчета 5 мг/мл, и производят инкубирование клеток в течение 4 ч при температуре (37 ± 1) °С и 
уровне содержания С 02 в воздухе 5 %. На следующем этапе среду, содержащую МТТ, удаляют и под
вергают образцы клеток лизису в течение достаточно продолжительного периода времени, добавляя 
к ним для этой цели соответствующий лизирующий агент (например, оставляют на ночь с 10 %-ным 
раствором НДС). Полученный лизат встряхивают и измеряют его световое поглощение на длине волны 
600 нм при помощи фотометра в порядке, установленном действующими протоколами для рассматри
ваемого метода исследований [25].

3.2.4 Данные и протоколы испытаний
3.2.4.1 Интерпретация данных
3.2.4.1.1 Следующие параметры рассчитываются с помощью метода испытания KeratinoSens™:
- максимальное среднее значение кратного повышения уровня индукции активности люциферазы 

(/max)- наблюдаемое независимо от концентрации исследуемого химического вещества и вещества по
ложительной контрольной пробы;

- значение ЕС1 5, соответствующее значению концентрации, при котором фиксируемый уровень 
индукции активности люциферазы превышает полуторакратный порог (т. е. активность люциферазы 
возрастает на 50 %);

- значения концентрации 1С50 и 1С30, при которых наблюдается 50 %-ное и 30 %-ное снижение 
уровня жизнеспособности клеток соответственно.

Кратное значение повышения уровня индукции активности люциферазы определяют согласно 
уравнению 1, а общее максимальное кратное значение повышения уровня индукции (/тах) вычисляют 
как среднее значение для нескольких отдельных повторений.

Уравнение 1: Кратное повышение индукции = ^sample ^blank^ 
(/-solvent — /blank )

где /-samp|e — измеренное значение люминесценции в лунке с исследуемой химической продукцией;
/.Ыапк — измеренное значение люминесценции в холостой лунке, не содержащей образцов 

клеток и не подвергавшейся химической обработке;

/-solvent — среднее измеренное значение люминесценции в лунках, содержащих образцы кле
ток и контрольную пробу растворителя (отрицательную контрольную пробу).

Частные значения ЕС1 5 определяют путем линейной интерполяции согласно уравнению 2, тогда 
как общее значение ЕС1 5 вычисляют как среднее геометрическое значение для нескольких отдельных 
повторений.
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Уравнение 2 :ЕС^ = (С „-С а) / ^ - ^ 1 + С а,

где Са — наименьшее значение концентрации в мкМ, соответствующее более чем 1,5-кратному 
значению повышения уровня индукции;

Сь — наибольшее значение в мкМ, соответствующее менее чем 1,5-кратному значению повы
шения уровня индукции;

/а — кратное значение повышения уровня индукции, измеренное при наименьшем значении 
концентрации, соответствующем более чем 1,5-кратному значению повышения индукции 
(среднее значение для трех параллельно обрабатываемых лунок);

1Ь — кратное значение повышения уровня индукции при наибольшем значении концентрации, 
соответствующем менее чем 1,5-кратному значению повышения уровня индукции (сред
нее значение для трех параллельно обрабатываемых лунок).

Уровень жизнеспособности определяют в соответствии с уравнением 3:

Уравнение 3: Уровень жизнеспособности = (^sample H ilank) 

(^solvent — 4>lank)
•100,

где \/samp|e — измеренное значение абсорбции МТТ в лунке с исследуемой химической продукцией;
УЬ|апк — измеренное значение абсорбции МТТ в холостой лунке, не содержащей образцов 

клеток и не подвергавшейся химической обработке;

\/soiVent — среднее измеренное значение абсорбции МТТ в лунках, содержащих образцы клеток 
и контрольную пробу растворителя (отрицательную контрольную пробу).

Частные значения 1С50 и 1С30 определяют путем линейной интерполяции согласно уравнению 4, 
тогда как общие значения 1С50 и 1С30 вычисляют как среднее геометрическое значение для нескольких 
отдельных повторений.

гдех —

Са

Сь

Уравнение 4: ю х = (Сь -С а)- (1 0 0 -х )-У а
Vh-V a +са,

процентное значение снижения уровня жизнеспособности при рассчитываемом значении 
концентрации (50 и 30 для 1С50 и 1С30 соответственно);
наименьшее значение концентрации в мкМ, соответствующее более чем х % снижению 
уровня жизнеспособности;
наибольшее значение концентрации в мкМ, соответствующее менее чем х % снижению 
уровня жизнеспособности;

Уа — % значения жизнеспособности при наименьшем значении концентрации, соответствую
щем более чем х % снижению уровня жизнеспособности;

Vb — % значения жизнеспособности при наибольшем значении концентрации, соответствую
щем менее чем х % снижению уровня жизнеспособности.

3.2.4.1.2 Для каждого значения концентрации, которое демонстрирует уровень индукции актив
ности люциферазы, соответствующий полуторакратному порогу или превышающий его (> 1,5), устанав
ливают соответствующую степень его статистической значимости (например, с использованием дву
стороннего t-критерия Стьюдента) путем сравнения значений люминесценции для трех параллельно 
обрабатываемых проб со значениями люминесценции в лунках с контрольными пробами раствори- 
теля/вещества-носителя, чтобы определить, является ли это повышение уровня индукции активности 
люциферазы статистически значимым (р < 0,05). В дополнение к этому удостоверяются в отсутствии 
существенных цитотоксических проявлений при самом низком значении концентрации, которое обеспе
чивает 1,5-кратное и более повышение уровня индукции люциферазы, а также в том, что соответству
ющее значение концентрации находится ниже значения 1С30, так как это должно свидетельствовать о 
снижении уровня жизнеспособности клеток не более чем на 30 %. Далее по меньшей мере два после
довательных значения концентрации должны обеспечивать уровень жизнеспособности свыше 70 %. В 
противном случае выбранный диапазон концентраций следует пересмотреть.
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3.2.4.1.3 Рекомендуется визуально контролировать достоверность получаемых данных при по
мощи графиков. Если наблюдаемая зависимость «доза — эффект» не может быть отчетливо пред
ставлена в виде кривой либо если построенная кривая имеет две фазы (т. е. дважды пересекает по
роговую линию, соответствующую множителю 1,5), эксперимент повторяют, чтобы убедиться, является 
ли подобное поведение типичным для исследуемой химической продукции, или это погрешность ре
зультатов эксперимента. Если двухфазный характер кривой сохраняется при повторном независимом 
эксперименте, то для подготовки отчета используют меньшее из двух значений концентрации, т. е. то, 
при котором фиксируется первое пересечение линии, соответствующей множителю 1,5.

3.2.4.1.4 В редких случаях при проведении исследований по методу KeratinoSens™ в условиях, 
когда отмечается статистически незначимое 1,5-кратное и более повышение уровня индукции люци- 
феразы, за которым следует более высокое значение концентрации, демонстрирующее статистически 
значимый уровень индукции, результаты соответствующего повторения рассматриваются как досто
верные и положительные лишь при том условии, что статистически значимый уровень индукции, соот
ветствующий 1,5-кратному порогу или превышающий его, был получен для значения концентрации, при 
котором не наблюдались цитотоксические проявления.

3.2.4.1.5 Для химических веществ, вызывающих при проведении исследования по методу 
KeratinoSens™ 1,5-кратное или более повышение уровня индукции уже при самом низком используе
мом для испытаний значении концентрации (т. е. 0,98 мкМ), необходимое значение ЕС1 5 < 0,98 уста
навливают исходя из результатов визуального изучения кривой «доза — эффект».

3.2.4.2 Критерии приемлемости
При проведении исследований по методу KeratinoSens™ должны выполняться следующие крите

рии приемлемости.
- Значение показателя индукции активности люциферазы, полученное при использовании корич

ного альдегида для целей положительного контроля, должно демонстрировать статистически значимое 
превышение 1,5-кратного порога (например, по результатам использования t-критерия) по меньшей 
мере для одного из используемого для испытаний значения концентрации (в интервале от 4 до 64 мкМ).

- Значение ЕС1 5 для положительной контрольной пробы должно варьироваться в пределах удво
енного стандартного отклонения для регулярно обновляемого среднего значения по результатам про
шлых исследований в испытательной лаборатории (например, в интервале от 7 до 30 мкМ согласно 
соответствующим данным базы по валидации). Помимо этого, средний показатель индукции для трех 
параллельно обрабатываемых проб коричного альдегида с концентрацией 64 мкМ должен соответство
вать значениям от 2 до 8. Если последний критерий не выполняется, следует обратить более присталь
ное внимание на соблюдение для коричного альдегида адекватного отношения «доза — эффект», рас
сматривая любые результаты испытаний как достоверные лишь при условии наличия для такого рода 
положительных контрольных проб четкой зависимости между повышением уровня индукции активно
сти люциферазы и увеличением концентрации вещества.

- Среднее значение коэффициента вариации результатов измерений люминисценции для кон
трольной пробы растворителя/вещества-носителя (в данном случае ДМСО) должно составлять менее 
20 % в каждом повторении. При более высоком уровне изменчивости полученные результаты призна
ются недостоверными.

3.2.4.3 Интерпретация результатов и модель построения прогнозов
3.2.4.3.1 Положительное прогнозное заключение по результатам применения метода 

KeratinoSens™ подготавливают в случае строгого выполнения следующих четырех условий для двух 
из двух или двух из трех повторений, в противном случае по результатам применения метода подготав
ливают отрицательное прогнозное заключение (рис. 1):

- значение /тах для исследуемой химической продукции должно быть больше или равно 1,5 (> 1,5) 
и должно статистически значимым образом отличаться от аналогичного показателя для контрольной 
пробы растворителя/вещества-носителя (по результатам использования двустороннего непарного 
Т-критерия Стьюдента);

- значение уровня жизнеспособности клеток должно быть больше 70 % (> 70 %) при самом низком 
значении концентрации, соответствующем 1,5-кратному повышению уровня индукции активности лю
циферазы (т. е. при значении концентрации, служащем для определения показателя ЕС1 5);

- значение ЕС1 5 должно быть меньше 1000 (< 1000) мкМ (либо 200 (< 200) мкг/мл для исследуе
мых химических веществ, точное значение ММ для которых не может быть установлено);
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- должна прослеживаться отчетливая зависимость уровня индукции люциферазы от размера ис
пользуемой дозы (либо, в ином случае, наблюдается двухфазное изменение отклика, как описано в 
3.2.4.1.3).

Если в пределах заданного повторения были полностью выполнены первые три условия, но при 
этом не было отмечено отчетливое повышение уровня индукции люциферазы по мере роста исполь
зуемой дозы, то результаты для этого повторения должны быть определены как «неубедительные», из 
чего может следовать необходимость проведения дальнейших испытаний (рис. 1). Кроме того, неубе
дительными следует считать отрицательные результаты, полученные при воздействии исследуемых 
химических веществ, испытания с которыми проводились при максимальном значении концентрации 
менее 1 000 мкМ (или 200 мкг/мл для исследуемых химических веществ, точное значение ММ для ко
торых не может быть установлено) и воздействие которых при максимальном значении концентрации, 
использованном для испытаний, не привело к цитотоксическим последствиям (снижению жизнеспособ
ности до менее чем 70 %) (см. 3.2.1.4).

Схема принятия решений для одиночного повторения

ECi,s< 1000 мкМ 
(либо < 200 мкг/мп, если 

точное значение ММ 
неизвестно)______

- 0 -д .
Отчетливая зависимость 

реакции от размера дозы?

,0 'Да
Положительный

результат

I------К  Отри цате л ь-
' |/  ный результат
Нет ’

|— *4  Отри цате л ь-
1 у  ный результат
Нет

Отрицательный
результат

■=>
Неубедитель

ный результат/ 
Дополнитель

ное повторение

Выполняют по меньшей мере два 
независимых повторения

- Если оба повторения дают поло
жительные результаты, то окон
чательный результат считают 
ПОЛОЖИТЕЛЬНЫМ

• Если оба повторения дают отри
цательные результаты, то окон
чательный результат считают 
ОТРИЦАТЕЛЬНЫМ

Если результаты первых двух 
повторений не согласуются между 
собой, выполняют третье повторе
ние и подготавливают заключение 
исходя из соотношения положитель
ных и отрицательных результатов 
(т. е. по результатам двух из трех 
повторений)

Рисунок 1 — Модель построения прогнозов для метода исследований KeratinoSens™

Прогнозное заключение, подготавливаемое по результатам применения метода KeratinoSens™, 
должно рассматриваться в контексте соответствующего установленного подхода или IATA и с учетом 
положений 3.1.3 и 3.1.4.

3.2.4.3.2 В случаях, когда воздействие исследуемой химической продукции вызывает повышение 
активности люциферазы до уровней, очень близких к цитотоксическим, для этой продукции могут быть 
получены положительные результаты в пределах одних повторений с уровнями, не являющимися ци
тотоксическими (т. е. со значением концентрации, служащим для определения показателя ЕС1 5, ниже 
IC30 (< !С30)), а в пределах других повторений только с уровнями, относящимися к цитотоксическим 
(т. е. со значением концентрации, служащим для определения показателя ЕС1 5, выше !С30 (> Ю30)).
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Дальнейшее исследование подобной химической продукции требует проведения повторных испытаний 
с более строгим контролем зависимости «доза — эффект» и с использованием более низкого коэффи
циента для последовательных разбавлений (например, отношения 1,33 или V2 (= 1,41) между соседни
ми лунками) для уточнения того, происходит ли индукция на цитотоксическом или нецитотоксическом 
уровне [3].

3.2.4.4 Протокол испытаний
Протокол испытаний должен включать в себя следующую информацию:
Исследуемая химическая продукция
Однокомпонентное вещество:
- химическое наименование, а именно название (названия) по IUPAC или CAS, регистрационный 

номер (номера) CAS, коды SMILES или InChl, структурную формулу и/или другие отличительные при
знаки, такие как номер производственной/коммерческой партии и конечный срок годности;

- внешний вид, растворимость в воде и ДМСО, молекулярную массу, а также другие важные физи
ко-химические характеристики;

- сведения о (не) растворимости или способности образовывать устойчивую взвесь в используе
мых рабочих средах;

- степень чистоты, химическую характеристику примесей с учетом целесообразности и возмож
ности практической реализации и т. п.;

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

- значение (значения) концентрации веществ при проведении испытаний;
- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются.
Многокомпонентное вещество с неопределенным или переменным составом (UVCB) или смесь

веществ:
- полное описание химической продукции, например химическое обозначение (см. выше), степень 

чистоты, количественные характеристики и соответствующие физико-химические характеристики (см. 
выше) ее составляющих;

- внешний вид, растворимость в воде и ДМСО, а также другие важные физико-химические харак
теристики;

- значение молекулярной массы или — для смесей веществ/полимеров с известным составом — 
усредненной молекулярной массы либо иные сведения, важные для целей исследования;

- сведения о (не) растворимости или способности образовывать устойчивую взвесь в используе
мых рабочих средах;

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

- значение (значения) концентрации веществ при проведении испытаний;
- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются.
Контрольные пробы
Положительная контрольная проба:
- химическое наименование, а именно название (названия) по IUPAC или CAS, регистрационный 

номер (номера) CAS, коды SMILES или InChl, структурную формулу и/или другие отличительные при
знаки;

- внешний вид, растворимость в воде и ДМСО, а также другие важные физико-химические харак
теристики;

- степень чистоты, химическую характеристику примесей с учетом целесообразности и возмож
ности практической реализации и т. п.;

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

- значение (значения) концентрации веществ при проведении испытаний;
- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются;
- ссылки на результаты прошлых испытаний положительных контрольных проб, если таковые про

водились, подтверждающие достоверный характер критериев приемлемости, использованных для ци
клов испытаний.

Контрольная проба растворителя/вещества-носителя:
- химическое наименование, а именно название (названия) по IUPAC или CAS, регистрационный 

номер (номера) CAS и/или другие отличительные признаки;
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- степень чистоты, химическую характеристику примесей с учетом целесообразности и возмож
ности практической реализации и т. п.;

- внешний вид, растворимость в воде и ДМСО, молекулярную массу, а также другие важные фи
зико-химические характеристики, если используемые растворитель/вещество-носитель/отрицательная 
контрольная проба отличаются от указанных в 3.2;

- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются;
- обоснование выбора растворителя/вещества-носителя для каждой исследуемой химической 

продукции.
Условия испытаний в соответствии с применяемым методом
- название/имя и адрес лица/организации, осуществлявших финансирование, лаборатории, где 

проводились испытания, а также имя руководителя исследования;
- описание применявшегося метода;
- сведения об использованной клеточной линии, условиях хранения клеточного материала и ис

точниках его поступления (например, о лаборатории или учреждении, предоставивших материал);
- сведения о числе пассажей и уровне конфлюентности клеток, использованных для испытаний;
- сведения о методе подсчета клеток, применявшемся при посеве клеток перед проведением ис

пытаний, и мерах, принимавшихся для обеспечения их равномерного количественного распределения 
между лунками (см. 14);

- сведения о люминометре, с помощью которого выполнялись измерения (например, модель), а 
также о настройках прибора, использованном субстрате люциферазы и данных, подтверждающих пра
вильность измерений интенсивности люминесценции по итогам контрольного эксперимента, порядок 
проведения которого описан в приложении 3 к настоящему дополнению;

- применяемый порядок подтверждения достаточной квалификации лаборатории для владения 
данным методом исследования (путем проведения испытаний специально отобранных для этого хи
мических веществ и т. п.) или подтверждения воспроизводимости результатов метода исследования за 
известный период времени.

Порядок испытаний
- сведения о количестве повторений и числе параллельно обрабатывавшихся образцов;
- значение концентрации исследуемого химического вещества, порядок его нанесения и продол

жительность экспозиции (если отличаются от рекомендованных);
- описание применявшихся критериев оценки и принятия решений;
- описание применявшихся критериев приемлемости результатов испытаний;
- описание любых изменений, внесенных в методику испытаний.
Результаты
- табличное представление значений /тах, ЕС1 5 и показателей жизнеспособности (т. е. IC50, 1С30), 

полученных для отдельных исследуемых химических веществ и положительных контрольных проб в 
каждом повторении, и соответствующих средних значений (для /тах — среднего арифметического; 
ЕС1 5 и показателей жизнеспособности — среднего геометрического), а также СО по всей совокупности 
данных для всех отдельных повторений с указанием категории, приписываемой исследуемому химиче
скому веществу, в соответствии с моделью построения прогнозов;

- значение коэффициента вариации, установленное исходя из результатов измерений люминес
ценции контрольной пробы растворителя/отрицательной контрольной пробы для каждого эксперимента;

- график, представляющий кривые зависимости «доза — эффект» для изменений уровня индук
ции активности люциферазы и показателей жизнеспособности;

- прочие наблюдения, важные для результатов исследования, если таковые имеются.
Оценка результатов
- оценка результатов, полученных с применением метода исследования KeratinoSens™;
- оценка результатов, полученных с применением метода исследования в контексте IATA при ус

ловии наличия значимой информации из иных источников.
Выводы
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3.3 Сенсибилизация кожи in vitro. Метод исследования LuSens на основе сигнального пути
ARE-Nrf2 с использованием люциферазы

3.3.1 Исходные положения, пригодность и ограничения
3.3.1.1 Настоящий метод исследования касается второго ключевого события АОР для сенсибили

зации кожи [2], а именно активации кератиноцитов, путем использования люциферазы для получения 
оценки интенсивности опосредуемой через Nrf2 активации генов, связанных с элементом антиокси
дантного ответа (ARE). Известно, что воздействие веществ, вызывающих сенсибилизацию кожи, при
водит к индукции генов, регулируемых ARE [22], [3]. Низкомолекулярные электрофильные вещества, к 
числу которых относятся кожные аллергены, способны вызывать изменения в сенсорном белке Кеар1 
(Kelch-подобном ЕСН-ассоциированном протеине 1), например за счет ковалентной модификации его 
цистеинового остатка, что влечет за собой его диссоциацию от транскрипционного фактора Nrf2 (ядер- 
ного фактора 2, связанного с эритроидным фактором 2).

3.3.1.2 Метод LuSens для проведения испытаний in vitro на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с 
использованием люциферазы (далее — LuSens) успешно прошел соответствующее валидационное ис
следование с применением действующих стандартов результативности на основе валидированного ре
ферентного метода (VRM) KeratinoSens™ с последующим вынесением независимой экспертной оцен
ки Референтной лабораторией Европейского союза по валидации методов, альтернативных методам 
испытаний на животных (EURL ECVAM) [9]. Метод LuSens признан научно обоснованным и допущен к 
применению в рамках 1АТАдля идентификации между веществами, способными и не способными вы
зывать сенсибилизацию кожи, в целях определения степени их опасности [9].

3.3.1.3 Метод исследования LuSens обладает доказанной пригодностью для применения на базе 
лабораторий, которые уже имеют достаточный опыт выполнения аналитических работ с клеточными 
культурами, и отвечает критериям внутри- и межлабораторной воспроизводимости, предусмотренным 
стандартами результативности [9]. Дополнительные сведения, полученные в ходе ранее проведенных 
внутрилабораторных испытаний 72 наименований исследуемой химической продукции, свидетельству
ют о сопоставимом с VRM уровне достоверности прогнозирования (точность — 74 %, чувствитель
ность — 74 % и специфичность — 74 %) при различении веществ, способных вызывать сенсибили
зацию кожи (т. е. относящихся к классу опасности 1 согласно СГС ООН) и не способных вызывать 
сенсибилизацию кожи, по сравнению с аналогичными результатами, обеспечиваемыми методом LLNA 
[7], [9], что указывает на пригодность LuSens к применению в качестве вспомогательного средства для 
выявления опасностей, связанных с развитием кожной сенсибилизации. Показатели точности, при
веденные выше для метода LuSens, как если бы он выступал в роли самостоятельно применяемого 
метода исследования, являются справочными, поскольку любые результаты, полученные с его по
мощью, следует рассматривать не автономно, а в сочетании с информацией из других источников — в 
контексте IATA или DA и с учетом положений 3.1.3 и 3.1.4. В свою очередь при подготовке оценки эф
фективности применения методов определения кожной сенсибилизации, не требующих использования 
подопытных животных, важно иметь в виду, что применение метода LLNA, равно как и других методов, 
которые предполагают проведение испытаний на животных, может не в полной мере раскрывать харак
тер воздействия исследуемого вещества на организм человека.

3.3.1.4 Исходя из имеющихся данных, установлено, что метод LuSens подходит для проведения 
испытаний широкого спектра химических веществ, включающих различные органические функциональ
ные группы, механизмы реакций, сенсибилизирующий потенциал при воздействии на кожу (подтверж
денным путем проведения испытаний in vivo), а также различные физико-химические свойства [7], [8]. 
Метод испытаний применим к химической продукции, свободно растворимой в соответствующей рабо
чей среде или образующей в ней устойчивую взвесь (т. е. коллоидный раствор или суспензию, в которых 
химическое вещество не образует осадка и не разделяется на фазы). Если химическая продукция не 
удовлетворяет указанным условиям при максимальном требуемом конечном значении концентрации 
(т. е. 2000 мкМ либо 2000 мкг/мл — если точное значение ее молекулярной массы неизвестно), могут 
быть проведены ее исследования при более низких значениях концентрации. В подобных случаях 
результаты эксперимента, которые согласно действующим критериям должны интерпретировать
ся как положительные, все еще могут рассматриваться как доказательство способности исследуемой 
химической продукции вызывать сенсибилизацию кожи. Отрицательные результаты, полученные 
при проведении испытаний с максимальной достигаемой концентрацией менее 2000 мкМ (либо 
2000 мкг/мл — если точное значение молекулярной массы вещества неизвестно) и при полном отсут
ствии цитотоксических проявлений, должны рассматриваться как «сомнительные» (см. модель постро-
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ения прогнозов в 3.3.4.6). В то же время, если в процессе испытаний с концентрацией испытательного 
раствора менее 2000 мкМ (либо 2000 мкг/мл — если точное значение молекулярной массы неизвестно) 
можно наблюдать некоторые признаки цитотоксического воздействия (уровень жизнеспособности ме
нее 70 %), в этом случае при оценивании результатов эксперимента к ним все еще могут применяться 
соответствующие критерии, позволяющие интерпретировать такие результаты как достоверно отрица
тельные. Большинство однокомпонентных веществ со значением показателя LogP более 7 могут быть 
нерастворимы в используемой рабочей среде, однако если практическая возможность растворения 
или получения устойчивой взвеси такого вещества была подтверждена и задокументирована, проведе
ние испытаний в соответствии с рассматриваемым методом считается для них допустимым.

3.3.1.5 К получаемым отрицательным результатам следует относиться с осторожностью, посколь
ку в условиях применения рассматриваемого метода вещества, проявляющие исключительную химиче
скую активность по отношению к лизиновым остаткам, могут быть ошибочно определены как вещества, 
дающие отрицательный отклик, исходя из того что ключевым механизмом активации сигнального пути 
Keap1-Nrf2-ARE, по всей видимости, является электрофильная реакция стрессоров с нуклеофильными 
тиолами (цистеиновыми сульфгидрильными группами) Кеар-1. Устранить эту неопределенность можно 
используя информацию, получаемую путем дополнительного анализа реакционной способности ис
следуемых веществ в отношении пептидов, в частности путем проведения испытаний с применением 
методов, позволяющих различать реакции с цистеином и лизином. Кроме того, следует иметь в виду, 
что в силу ограниченных метаболических возможностей используемой клеточной линии [26] и с учетом 
особенностей условий проведения эксперимента прогаптены (т. е. химические вещества, требующие 
ферментной активации, например, с участием ферментов Р450) и прегаптены (т. е. химические веще
ства, активация которых происходит за счет автоокисления), в особенности те, скорость окисления 
которых невелика, также могут давать отрицательные результаты. С другой стороны, установлено, что 
применение комбинации методов испытаний, покрывающей 1, 2 и 3 ключевые события в структуре 
АОР, позволяет с высокой долей уверенности определять большую часть прегаптенов (т. е. химических 
веществ, активируемых в процессе автоокисления) и прогаптенов (т. е. химической продукции, требу
ющей ферментной активации, например, с участием ферментов Р450). Таким образом, полученные 
отрицательные результаты в этом случае, как правило, являются достаточно убедительными и могут в 
дальнейшем использоваться для целей официальной классификации химической продукции по степе
ни ее опасности [27], [28], [32]. Одновременно со сказанным выше существует вероятность получения 
ложноположительных результатов для такой исследуемой химической продукции, которая не обладает 
сенсибилизирующими свойствами, но воздействие которой может тем не менее выступать как фактор 
химического стресса — подобно тому, как это происходит в случае применения VRM [6]. Наконец, хи
мическая продукция способна взаимодействовать с ферментом люциферазой, может оказывать не
желательное влияние на ее активность при проведении экспериментов на клеточных культурах, за
ключающееся либо в отчетливом ингибировании реакций, либо, напротив, в усилении люминесценции 
[29]. Так, например, по опыту проведения иного рода испытаний репортерных генов с использованием 
люциферазы известно, что фитоэстрогены в концентрации, превышающей 1 мкМ, влияют на распро
странение сигналов люминесценции, что объясняется сверхактивацией ее репортерного гена [30]. Как 
следствие, любые случаи экспрессии люциферазы, достигаемой при высоких значениях концентрации 
фитоэстрогенов или близких к ним соединений, которые, предположительно, подобно фитоэстрогенам 
могут вызывать сверхактивацию репортерного гена люциферазы, подлежат отдельному тщательному 
изучению [30]. При наличии доказательств, свидетельствующих о непригодности метода LuSens для ис
следований каких-либо других конкретных категорий химической продукции, его не следует применять 
с этими конкретными категориями химической продукции.

3.3.1.6 В дополнение к возможности различать вещества, способные вызывать сенсибилизацию 
кожи (т. е. относимые к классу опасности 1 согласно СГС ООН), и вещества, не способные вызывать 
сенсибилизацию кожи, метод исследования LuSens также позволяет получать информацию (например, 
типа «концентрация — ответ»), потенциально важную для оценивания размера сенсибилизирующей 
способности веществ при условии его применения в рамках комплексных исследовательских подходов, 
таких как IATA, подобно тому, как это предусмотрено для VRM [27]. Тем не менее сохраняется необхо
димость проведения дальнейших работ, желательно с использованием данных, полученных на чело
веке, в целях определения конкретного содержательного вклада, который проведение испытаний по 
методу LuSens, наряду с другими доступными источниками информации, может вносить в подготовку 
оценки сенсибилизирующей способности, прежде всего в контексте 1АТА[31]. Примеры использования 
результатов, полученных при помощи методов на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием
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люциферазы, в сочетании с информацией из других источников приведены в документах по ссылкам 
[32], [31].

3.3.2 Сущность метода испытания
3.3.2.1 Метод исследования LuSens предусматривает использование иммортализованной линии 

адгерентных клеток, полученных из человеческих кератиноцитов и стабильно содержащих репортер- 
ный ген люциферазы, контролируемый элементом антиоксидантного ответа гена крысы NQ01 [41]. Из
вестно, что активация ARE-зависимых генов, таких как NQ01, происходит при воздействии веществ, 
способных вызывать контактную сенсибилизацию [49], [50]. Таким образом, клеточная линия характе
ризуется наличием гена люциферазы, контролируемого на уровне транскрипции промотором, слитым 
с элементом ARE [7]. Сигнал люциферазы свидетельствует об активации сенсибилизирующим веще
ством эндогенных Nrf2-3aBHCHMbix генов; тезис о зависимости появления люциферазного сигнала в ре
комбинантной клеточной линии от действия Nrf2 имеет прямое научное подтверждение для VMR [28] и 
косвенное — для LuSens [7]. Указанный факт дает возможность выполнять количественные измерения 
индукции гена люциферазы (путем наблюдения за интенсивностью люминесценции) с использованием 
хорошо изученных фотогенных субстратов люциферазы в качестве индикатора активности фактора 
транскрипции Nrf2 в клетках после воздействия на них электрофильных химических веществ.

3.3.2.2 Результаты исследования химических веществ по методу LuSens считают положительны
ми, если воздействие этих веществ приводит к статистически значимому превышению уровнем ин
дукции активности люциферазы заданного порога (т. е. увеличению > 1,5 и более раза, или на 50 % 
соответственно) по меньшей мере при двух значениях концентрации вещества, не оказывающих суще
ственного влияния на жизнеспособность клеток (т. е. при таких, при которых жизнеспособность клеток 
сохраняется на уровне выше 70 %) [7], [8]. Для этого определяют увеличение индукции активности 
люциферазы по сравнению с реакцией на контрольную пробу растворителя/вещества-носителя. Кроме 
того, проводят параллельные измерения цитотоксического воздействия вещества, чтобы оценить воз
можность достижения уровней индукции активности люциферазы при субцитотоксических значениях 
концентрации.

3.3.2.3 До того как приступить к регулярному применению метода LuSens в соответствии с насто
ящим руководством по проведению испытаний, лаборатории должны подтвердить свою техническую 
компетентность путем исследования десяти специально отобранных химических веществ, перечислен
ных в приложении D.

3.3.3 Методика испытаний
Для метода исследования LuSens разработан протокол DB-ALM, который следует использовать 

в процессе внедрения и последующего применения метода в лаборатории [51]. Краткое изложение 
основных этапов согласно протоколу для метода испытаний LuSens по сравнению с аналогичным про
токолом для VRM приведено в приложении Е. Лаборатории, выполняющие требования настоящего 
стандарта, могут приобрести образцы рекомбинантной линии клеток, использование которой пред
усмотрено методом исследования, обратившись с запросом к разработчикам метода1). На методику 
анализа с использованием репортерного гена люциферазы распространяется действие лицензии для 
целей ограниченного использования, предоставляемой компанией Promega, что предполагает /') обя
зательное использование реактивов для люминесцентного анализа, приобретаемых у этой компании, 
либо /7) достижение договоренности с Promega для получения бесплатной лицензии на коммерческое 
использование. В тексте ниже содержатся сведения об основных составляющих и процедурах метода 
исследования LuSens.

3.3.3.1 Подготовка культур кератиноцитов
3.3.3.1.1 Для исследования используют трансгенную линию клеток LuSens, снабженную стабиль

ной вставкой репортерного гена люциферазы, контролируемого элементом ARE. После получения 
клетки размножают в порядке, установленном протоколом метода исследования (например, выполняют 
в общей сложности от одного до трех пассажей), и оставляют на хранение в замороженном состоянии 
в форме гомогенной маточной суспензии. Клетки из этого исходного материала по мере необходимости 
размножают в пределах не более чем 20 пассажей для использования в процессе рутинных испытаний 
в сочетании с соответствующей поддерживающей/ростовой питательной средой (например, модифици
рованной по способу Дульбекко средой Игла (DMEM), с добавлением сыворотки крови и антибиотиков, 
таких как пуромицин в поддерживающей среде (для целей отбора) и пенициллин/стрептомицин (во из-

1) BASF SE, 67056 Ludwigshafen, Германия.
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бежание загрязнения культуры)), как указано в действующем протоколе для метода исследования [51]. 
Напротив, в процессе испытаний в питательную среду не должны добавляться антибиотики.

3.3.3.1.2 Конфлюентность используемых клеток должна соответствовать значению от 80 % до 
90 %, в то же время важно следить за тем, чтобы выращиваемые клетки ни в коем случае не достига
ли стопроцентной конфлюентности. За день до начала испытаний необходимое количество отобран
ных клеток помещают в лунки 96-луночных планшетов, придерживаясь оптимальной плотности посева 
(10 000 клеток/лунка). В процессе посева важно контролировать отсутствие нежелательного осаждения 
клеток в исходном материале, чтобы обеспечить равномерное количественное распределение клеток 
между лунками. Следствием неравномерного посева может стать высокая изменчивость результатов 
для разных лунок. При каждом повторении непосредственно для измерений активности люциферазы 
с каждым значением концентрации исследуемого вещества служат три параллельно обрабатываемые 
пробы, в то время как еще три аналогичные пробы используются для наблюдения за жизнеспособ
ностью клеток.

3.3.3.2 Приготовление исследуемой химической продукции и контрольных веществ
3.3.3.2.1 Приготовление растворов исследуемых и контрольных веществ (либо оттаивание их из 

стабильного замороженного состояния) осуществляют непосредственно в день проведения испытаний. 
Исследуемые химические вещества растворяют в подходящем растворителе, например диметилсуль- 
фоксиде (ДМСО, CAS No. 67-68-5, степень чистоты 99 % или более), до такого конечного значения 
концентрации, которое обеспечивало бы достижение максимального значения концентрации, требуе
мого для проведения испытаний (например, 200 мМ). Растворы на основе ДМСО можно рассматривать 
как самостерилизующиеся, поэтому фильтровать их с целью стерилизации не требуется. Если иссле
дуемые химические вещества не удается растворить в ДМСО, их растворяют в стерильной воде или 
непосредственно в питательной среде, принимая при этом необходимые меры, чтобы гарантировать 
стерильность полученных конечных растворов. Если для испытуемого химического вещества не может 
быть установлено точное значение молекулярной массы (ММ), то соответствующий стандартный рас
твор по умолчанию приготавливают со значением концентрации 200 мг/мл, или 20 % (масса/объем). 
Использование иных растворителей, отличных от ДМСО, воды или питательной среды, должно быть 
подкреплено соответствующим научным обоснованием.

3.3.3.2.2 На основе стандартных растворов исследуемого химического вещества выполняют по
следовательные разбавления с использованием ДМСО или, в случае работы с веществами, нераство
римыми в ДМСО, стерильной воде или питательной среде, для получения соответствующих базовых 
значений концентрации этого химического вещества (например, 12 значений в интервале от 0,098 до 
200 мМ). Независимо от выбранного растворителя растворы с базовыми значениями концентрации в 
дальнейшем подвергают дополнительному 25-кратному разбавлению в питательной среде, содержа
щей сыворотку крови, и уже после этого используют для обработки образцов с применением еще одно
го, 4-кратного, коэффициента разбавления, чтобы достичь желаемых конечных значений концентрации 
исследуемого химического вещества (например, варьирующихся в интервале от 0,98 до 2000 мкМ из 
расчета коэффициента разбавления, равного 2). При проведении испытаний химических веществ, для 
которых не могут быть установлены точные значения ММ, последовательные разбавления аналогич
ным образом выполняют с использованием ДМСО или другого подходящего растворителя, а именно 
так, чтобы получить соответствующие конечные значения концентрации (например, в интервале от 0,98 
до 2000 мкг/мл).

3.3.3.2.3 На предварительном этапе выполняют проверку вещества на цитотоксичность с целью 
подбора диапазона значений дозы, используя, например, указанные выше значения концентрации в 
качестве исходных для определения такого значения, при котором жизнеспособность клеток снижается 
до уровня 75 % (CV75). В дальнейшем это значение CV75 в свою очередь принимается за основу для 
определения значений концентрации, используемых как при проведении основной части испытаний с 
измерениями активности люциферазы, так и в ходе параллельных испытаний исследуемого вещества 
на цитотоксичность (например, одного значения, превышающего CV75, одного значения, равного CV75, 
и четырех значений, меньших чем CV75, с коэффициентом последовательного разбавления, равным 
1,2, что дает следующий ряд значений концентрации: CV75/2,07, CV75/1,73, CV75/1,44, CV75/1,2, CV75 
и CV75 x 1,2 мкМ). В обоснованных случаях (например, если вещество оказывает слишком слабое или 
слишком сильное цитотоксическое воздействие либо характеризуется низкой растворимостью) допу
скается использовать отличные от указанных значения концентрации [51].

3.3.3.2.4 При каждом повторении анализу параллельно подвергают контрольную пробу соответ
ствующего растворителя/вещества-носителя (например, ДМСО), для которой на каждом планшете сле-
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дует зарезервировать достаточное количество лунок (например, 12 для испытаний на цитотоксичность 
для подбора диапазона значений дозы и 24 для основной части испытаний с измерениями активности 
люциферазы, как указано в действующем протоколе [51]). Контрольную пробу растворителя/вещества- 
носителя разбавляют в том же порядке, что и растворы с базовыми значениями концентрации соглас
но 3.3.3.2.2, таким образом, конечное значение концентрации растворителя/вещества-носителя в ней 
должно соответствовать аналогичному установленному значению концентрации для исследуемой хи
мической продукции и вещества положительной контрольной пробы (т. е. 1 %) и не должно оказывать 
существенного влияния на жизнеспособность клеток. Для веществ, нерастворимых в ДМСО, разбавле
ния которых были приготовлены на воде, уровень содержания ДМСО во всех лунках, в которые поме
щается конечный испытуемый раствор, должен быть доведен до значения, аналогичного значению для 
растворов других исследуемых и контрольных химических веществ (1 %).

3.3.3.2.5 При каждом повторении анализу параллельно подвергают также отрицательную кон
трольную пробу, для которой на каждом планшете следует зарезервировать достаточное количество 
лунок (например, 3 для испытаний на цитотоксичность для подбора диапазона значений дозы и 6 для 
основной части испытаний с измерениями активности люциферазы, как указано в действующем про
токоле [51]). При проведении испытаний по методу LuSens для целей параллельного отрицательного 
контроля используют DL-молочную кислоту в концентрации 5000 мкМ (или 450 мкг/мл) (CAS No. 50-21-5, 
степень чистоты 99 % или более), о которой известно, что она не обладает сенсибилизирующими свой
ствами и обеспечивает получение отрицательного прогнозного заключения по результатам применения 
рассматриваемого метода. Использование для приготовления отрицательных контрольных проб других 
подходящих химических веществ допускается при наличии данных прошлых испытаний, подтверждаю
щих их соответствие сопоставимым критериям приемлемости при выполнении аналитического цикла. 
Далее в соответствии с методом LuSens в ходе испытаний необходимо предусмотреть наличие до
статочного количества лунок (например, 6 для испытаний на цитотоксичность для подбора диапазона 
значений дозы и 12 для основной части испытаний с измерениями активности люциферазы, как ука
зано в действующем протоколе [51]), содержащих холостую контрольную пробу питательной среды, 
единственными составляющими которой должны быть питательная среда и необработанные клетки.

3.3.3.2.6 Для параллельно анализируемой положительной контрольной пробы также должно быть 
зарезервировано достаточное количество лунок в каждом повторении, позволяющее убедиться в над
лежащем функционировании испытательной системы (например, 2 для испытаний на цитотоксичность 
для подбора диапазона значений дозы и 5 для основной части испытаний с измерениями активно
сти люциферазы, как указано в действующем протоколе [51]). При проведении испытаний по мето
ду LuSens для этих целей используют этиленгликоль диметакрилат в концентрации 120 мкМ (ethylene 
glycol dimethacrylate — EGMDA, ДМЭГ, CAS No. 97-90-5, степень чистоты 99 % или более). Положи
тельную контрольную пробу приготавливают в соответствии с теми же этапами разбавления, которые 
предусмотрены для получения базовых значений концентрации согласно 3.3.3.2.1, и с соблюдением 
требований действующих протоколов для метода исследования [51]. Если значение концентрации в 
размере 120 мкМ, ранее выбранное для положительной контрольной пробы, демонстрирует неприем
лемо высокий уровень токсичности или не обеспечивает увеличение индукции люциферазы на уровне
2,5 и более (см. 3.3.4.5), например в связи с вводом в строй нового лабораторного оборудования или с 
поступлением новой партии ДМЭГ, лабораторией, проводящей исследования, может быть организован 
отдельный эксперимент с целью подбора оптимального рабочего диапазона дозы при использовании 
ДМЭГ (его результаты должны быть подтверждены по меньшей мере еще в двух циклах испытаний), 
позволяющий установить такое значение концентрации, при котором уровень индукции люциферазы 
превышает аналогичный уровень для контрольной пробы растворителя/вещества-носителя в 2,5 раза 
или более, а уровень жизнеспособности клеточных образцов составляет 70 % и более. Наконец, что 
касается использования для приготовления положительных контрольных проб других подходящих хи
мических веществ, для которых предпочтительно, чтобы они обеспечивали получение значений ЕС1 5 
в средней области рассматриваемого диапазона, то оно считается допустимым при наличии данных 
прошлых испытаний, подтверждающих их соответствие сопоставимым критериям приемлемости при 
выполнении аналитического цикла.

3.3.3.3 Внесение исследуемой химической продукции и эталонных веществ
3.3.3.3.1 Подготовка соответствующего прогнозного заключения (положительного или отрицатель

ного) для каждого исследуемого химического вещества или эталонных веществ положительной кон
трольной пробы требует проведения одного эксперимента, включающего в себя по меньшей мере два 
независимых повторения, по три параллельно обрабатываемые пробы в каждом (итого: п = 6). В случае
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несогласующихся результатов между двумя независимыми повторениями выполняют третье повторе
ние с тремя параллельно обрабатываемыми пробами (итого: п = 9). Независимые повторения выполня
ют в разные дни, с использованием свежих стандартных растворов исследуемых химических веществ 
и с независимо отобранными образцами клеточного материала. Указанное условие не исключает, одна
ко, возможности принадлежности отобранных клеток к одному и тому же пассажу клеточной культуры.

3.3.3.3.2 После посева на 96-луночные микротитровальные планшеты, который выполняется в по
рядке, описанном в 3.3.3.1.2, образцы клеток оставляют для дальнейшего роста в течение 24 ч. После 
этого использованную питательную среду удаляют и заменяют ее свежей питательной средой (150 мкл 
DMEM с добавлением сыворотки крови, но без добавления антибиотиков, как установлено в действую
щем протоколе для метода исследования [51]), в которую дополнительно вносят 50 мкл 25-кратно раз
бавленной исследуемой химической продукции или вещества контрольной пробы соответственно. По 
меньшей мере одна лунка на каждом планшете должна оставаться пустой (без образцов клеток и без 
добавления химической продукции), что позволяет выполнять оценивание соответствующих фоновых 
значений.

3.3.3.3.3 После обработки планшеты подвергают инкубированию в течение 48 часов при значении 
температуры (37 ± 1) °С и уровне содержания С 02 в воздухе 5 %. Во избежание испарения содержа
щейся в лунках летучей химической продукции с последующим перекрестным загрязнением ей сосед
них лунок перед началом инкубирования принимают необходимые меры предосторожности, например 
накрывают поверхность планшетов фольгой.

3.3.3.4 Измерения активности люциферазы
3.3.3.4.1 Для надлежащего определения значений показателя люминесценции решающее значе

ние имеют следующие факторы:
- выбор люминометра с достаточным уровнем чувствительности;
- использование микропланшета с лунками достаточной глубины, не допускающего перекрестного 

светового загрязнения;
- использование субстрата люциферазы, обеспечивающего достаточную интенсивность светового 

излучения, для достижения приемлемого уровня чувствительности и снижения изменчивости резуль
татов;

- приемлемый и постоянный уровень фоновой освещенности.
Перед началом испытаний проводят контрольный эксперимент по схеме, описанной в приложе

нии F, чтобы убедиться в соблюдении всех трех приведенных выше требований.
3.3.3.4.2 По окончании 48-часового периода воздействия исследуемой химической продукции и 

эталонных веществ образцы клеток в лунках промывают фосфатным буферным солевым раствором и 
для подготовки к последующему определению характеристик люминесценции добавляют в каждую лун
ку соответствующий лизисный буферный раствор, выдерживая его с образцами в течение достаточного 
количества времени (например, в течение 5— 10 мин в темном месте).

3.3.3.4.3 После этого планшеты с клеточным лизатом помещают в люминометр для выполнения 
измерений в соответствии со специальной программой, предусмотренной действующим протоколом 
для метода исследования [51]. Выбор параметров, отличных от указанных, например с учетом конструк
тивных особенностей используемой модели люминометра, должен быть подкреплен соответствующим 
обоснованием. Дополнительно для целей измерений допускается использование так называемых «тле
ющих» люминесцентных субстратов при условии положительного исхода контрольного эксперимента, 
проведение которого предусмотрено приложением F.

3.3.3.5 Оценка цитотоксичности
В процессе выполнения анализа жизнеспособности клеток по методу KeratinoSens™ использу

емую питательную среду спустя 48 ч экспозиции заменяют свежей питательной средой, содержащей 
МТТ (3-(4,5-диметилтиазола-2-ил)-2,5-дифенилтетразолия бромида, тиазолила синего тетразолия бро
мида; CAS No. 298-93-1) в количестве из расчета 5 мг/мл, и производят инкубирование клеток в течение 
2 ч при температуре (37 ± 1) °С и уровне содержания С 02 в воздухе 5 %. После этого среду, в которую 
был добавлен МТТ, удаляют и подвергают образцы клеток лизису в течение достаточно продолжитель
ного периода времени с использованием для этого соответствующего лизирующего агента (например, в 
течение 5 мин с 10 %-ным (масса/объем) раствором НДС и 0,4 %-ным (по объему) раствором уксусной 
кислоты в ДМСО). Раствор встряхивают и измеряют его световое поглощение с использованием пара
метров, указанных в действующем протоколе [51].

3.3.4 Данные и протокол испытаний
Оценивание данных
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3.3.4.1 При проведении испытаний по методу LuSens вычислению подлежат значения следующих 
параметров (соответствующие уравнения см. в приложении G):

- кратное значение уровня повышения индукции активности люциферазы при всех используемых 
значениях концентрации исследуемой химической продукции, положительной и отрицательной кон
трольных проб;

- значения жизнеспособности клеток (CV) при всех используемых значениях концентрации ис
следуемой химической продукции и для всех видов контрольных проб для определения (путем интер
поляции) такого значения концентрации, при котором наблюдаемый уровень жизнеспособности клеток 
соответствовал бы 75 % (CV75).

3.3.4.2 Для каждого значения концентрации, которое демонстрирует уровень индукции активно
сти люциферазы, соответствующий кратному пороговому значению 1,5 или превышающий его (> 1,5), 
устанавливают соответствующую степень его статистической значимости (например, с использованием 
двустороннего t-критерия Стьюдента) путем сравнения значений люминесценции для трех параллель
но обрабатываемых проб со значениями люминесценции в лунках с контрольными пробами раствори- 
теля/вещества-носителя, чтобы определить, является ли это повышение уровня индукции активности 
люциферазы статистически значимым (р < 0,05). В дополнение к этому удостоверяются в отсутствии 
существенных цитотоксических проявлений, наблюдаемых при этих значениях концентрации (т. е. в 
том, что уровень жизнеспособности клеток составляет 70 % или более при значениях концентрации, 
обеспечивающих 1,5-кратное и большее повышение уровня индукции люциферазы).

3.3.4.3 Рекомендуется визуально контролировать достоверность получаемых данных при помощи 
графиков. Если наблюдаемая зависимость «доза — эффект» не может быть отчетливо представлена в 
виде кривой либо если построенная кривая имеет две фазы (т. е. дважды пересекает пороговую линию, 
соответствующую множителю 1,5), эксперимент повторяют, чтобы убедиться, является ли подобное 
поведение типичным для исследуемой химической продукции, или его следует отнести к эксперимен
тальным. Если двухфазный характер кривой сохраняется при повторном независимом эксперименте, 
то для подготовки отчета используют меньшее из двух значений концентрации, т. е. то, при котором 
фиксируется первое пересечение линии, соответствующей множителю 1,5. Вместе с тем достижение 
такого значения концентрации, которое бы обеспечивало получение значения ЕС1 5, не является здесь 
обязательным условием.

3.3.4.4 Наконец, если в ходе проведения испытаний по методу LuSens 1,5-кратное и большее 
повышение уровня индукции активности люциферазы удается наблюдать только при самом низком ис
пользуемом значении концентрации (например, CV75/2,07), это свидетельствует о необходимости про
ведения повторных испытаний с использованием по меньшей мере еще одного дополнительного более 
низкого значения концентрации.

Критерии приемлемости
3.3.4.5 При проведении испытаний по методу LuSens должны соблюдаться перечисленные ниже 

критерии приемлемости. Если какой-либо из этих критериев не выполняется, полученные данные при
знают недостоверными и выполняют еще одно повторение.

- Среднее значение повышения уровня индукции активности люциферазы для положительной 
контрольной пробы, а именно ДМЭГ в концентрации 120 мкМ (или иной сопоставимой концентрации — 
см. 3.3.3.2.6), должно соответствовать 2,5 или более, при этом положительная контрольная проба 
должна обеспечивать сохранение относительной жизнеспособности клеток на уровне 70 % или более 
по сравнению с контрольной пробой растворителя/вещества-носителя.

- Среднее значение повышения уровня индукции активности люциферазы для отрицательной 
контрольной пробы, а именно DL-молочной кислоты в концентрации 5000 мкМ, и базовый уровень экс
прессии для необработанных клеток должны быть в 1,5 раза ниже по сравнению со средними значени
ями для контрольной пробы растворителя/вещества-носителя.

- Среднее значение коэффициента вариации результатов измерений люминисценции для кон
трольных проб растворителя/вещества-носителя (например, ДМСО) должно составлять менее 20 % в 
каждом повторении.

- По меньшей мере три используемых значения концентрации должны обеспечивать сохранение 
жизнеспособности клеток на уровне не менее чем 70 % по сравнению с контрольной пробой раство
рителя/вещества-носителя. Помимо этого, для признания результата исследования химической про
дукции отрицательным важно, чтобы по меньшей мере одно значение ее концентрации, используемое 
при испытаниях, оказывало цитотоксическое воздействие, т. е. обеспечивало снижение жизнеспособ
ности клеток до уровня менее 70 %, или максимальное используемое значение концентрации для этого
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вещества равнялось 2000 мкМ (либо 2000 мкг/мл — если точное значение его молекулярной массы 
неизвестно).

3.3.4.6 В тех случаях, когда исследуемая химическая продукция не проявляет цитотоксических 
свойств, максимальное значение концентрации, используемое для испытаний, должно составлять 
2000 мкМ (либо 2000 мкг/мл, если точное значение ее молекулярной массы неизвестно). Если в ос
новной части испытаний с измерениями активности люциферазы ни одно используемое значение 
концентрации не является цитотоксичным, т. е. не вызывает снижения жизнеспособности клеток до 
уровня менее 70 %, и при этом не наблюдается признаков индукции люциферазы, то проводят повтор
ное исследование, выбирая, например, альтернативное значение коэффициента последовательного 
разбавления для CV75, равное 1,44 (т. е. используя начальное значение концентрации, соответствую
щее 1,44 х CV75), а не 1,2, как установлено для основной части испытаний с измерениями активности 
люциферазы. Если при повторном исследовании проявления цитотоксичности и признаки индукции 
люциферазы по-прежнему не наблюдаются, то проводят третье дополнительное исследование, на этот 
раз с максимальным значением концентрации 2000 мкМ (либо 2000 мкг/мл — если точное значение 
молекулярной массы вещества неизвестно). Далее для подтверждения результатов, полученных в 
этом третьем повторении, выполняют четвертое повторение.

Интерпретация результатов и модель построения прогнозов
3.3.4.7 Положительное прогнозное заключение по результатам применения метода LuSens под

готавливают в случае строгого выполнения следующих условий для двух из двух или двух из трех 
повторений, в противном случае по результатам применения метода подготавливают отрицательное 
прогнозное заключение (рис. 1):

- кратное значение уровня индукции люциферазы должно быть больше или равно 1,5 (> 1,5) и 
должно быть статистически значимым по сравнению с аналогичным показателем для контрольной про
бы растворителя по меньшей мере для двух используемых последовательных значений концентраций, 
не оказывающих цитотоксического воздействия (т. е. жизнеспособность клеток на уровне 70 % или 
более (> 70 %)), при этом по крайней мере три протестированные концентрации должны быть нецито
токсичными (жизнеспособность клеток на уровне 70 % или более (> 70 %)).

3.3.4.8 Отрицательные результаты, полученные для исследуемых химических веществ, не спо
собных образовывать устойчивую взвесь в соответствующих средах, не испытывавшихся со значения
ми концентрации до 2000 мкМ (либо 2000 мкг/мл — если точное значение их молекулярной массы неиз
вестно) включительно и не проявляющих цитотоксических свойств ни с одним используемым значением 
концентрации (см. 3.3.4.5), в свою очередь должны определяться как «неубедительные» (см. 3.3.1.4).
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Уровень индукции повышается 
в 1,5 раза и более?

И превышение над результатами для 
контрольной пробы растворителя 

являете» статистически значимым?

По меньшей мере одно значение 
концентрации вызывает сниже

ние жизнеспособности до уровня 
менее 70%?

Или цитотоксические проявле
ния отсутствуют при значениях 

концентрации до 2 000 мкМ 
{либо 2 000 мкг/мл, если точное 

значение ММ неизвестно) 
включительно

Г 1 , >
Для по меньшей мере двух последо
вательных значений концентрации, 
обеспечивающих жизнеспособность 
клеток на уровне 70 % и более?

Н е т

И  Д а

Являются ли по меньшей мере 
3/6 используемых значений кон
центрации нецитотоксическими?

Н е т

Проведение повторных 
испытаний согласно дей
ствующему протоколу, 
например с другим диа

пазоном значений 
концентрации

Да

Положитель
ный результат

Схема принятия решений для одиночного повторения

Отрицательный
результат

Для подготовки прогнозного заключения 
по методу LuSens выполняют по меньшой 

мере два независимых повторения
- Если оба повторения дают положительный 

результат, окончательный результат также 
является ПОЛОЖИТЕЛЬНЫМ и дальнейшее 
проведение испытаний не требуется.

- Если оба повторения дают отрицательный 
результат, окончательный результат также 
является ОТРИЦАТЕЛЬНЫМ и дальнейшее 
проведение испытаний не требуется.

- Если результаты не согласуются, выполняют 
третье независимое повторение для завер
шения эксперимента.

- Сенсибилизирующий потенциал исследуемо
го вещества определяют исходя из преобла
дающих результатов для всех повторений
в рамках проведенного эксперимента.

Рисунок 2 — Обзор критериев, применяемых для построения прогнозов в соответствии
с методом исследования LuSens

Прогнозное заключение, подготавливаемое по результатам применения метода LuSens, должно 
рассматриваться в контексте соответствующего установленного подхода или IATA и с учетом положе
ний 3.1.3 и 3.1.4.

Протокол испытаний
3.3.4.9 Протокол испытаний должен включать в себя следующую информацию:
Исследуемая химическая продукция
Однокомпонентное вещество:
- химическое наименование, а именно название (названия) по IUPAC или CAS, регистрационный 

номер (номера) CAS, коды SMILES или InChl, структурная формула и/или другие отличительные при
знаки, такие как номер производственной/коммерческой партии и конечный срок годности;

- внешний вид, растворимость в воде и ДМСО, молекулярная масса, а также другие важные фи
зико-химические характеристики;

- сведения о (не)растворимости или способности образовывать устойчивую взвесь в используе
мых рабочих средах;

- степень чистоты, химическая характеристика примесей с учетом целесообразности и возмож
ности практической реализации и т. п.;

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

- значение (значения) концентрации веществ при проведении испытаний;
- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются.
Многокомпонентное вещество с неопределенным или переменным составом (UVCB) или смесь

веществ:
- полное описание химической продукции, например химическое обозначение (см. выше), сте

пень чистоты, количественные характеристики и соответствующие физико-химические характеристики 
(см. выше) ее составляющих;

- внешний вид, растворимость в воде и ДМСО, а также другие важные физико-химические харак
теристики;

- значение молекулярной массы или — для смесей веществ/полимеров с известным составом — 
усредненной молекулярной массы либо иные сведения, важные для целей исследования;
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- сведения о (не)растворимости или способности образовывать устойчивую взвесь в используе
мых рабочих средах;

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

- значение (значения) концентрации веществ при проведении испытаний;
- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются.
Контрольные пробы
Положительная контрольная проба:
- химическое наименование, а именно название (названия) по IUPAC или CAS, регистрационный 

номер (номера) CAS, коды SMILES или InChl, структурная формула и/или другие отличительные при
знаки;

- внешний вид, растворимость в воде и ДМСО, а также другие важные физико-химические харак
теристики;

- степень чистоты, химическая характеристика примесей с учетом целесообразности и возмож
ности практической реализации и т. п.;

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

- значение (значения) концентрации веществ при проведении испытаний;
- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются;
- ссылки на результаты прошлых испытаний положительных контрольных проб, если таковые про

водились, подтверждающие достоверный характер критериев приемлемости, использованных для ци
клов испытаний.

Контрольная проба растворителя/вещества-носителя:
- химическое наименование, а именно название (названия) по IUPAC или CAS, регистрационный 

номер (номера) CAS и/или другие отличительные признаки;
- степень чистоты, химическая характеристика примесей с учетом целесообразности и возмож

ности практической реализации и т. п.;
- внешний вид, молекулярная масса, а также другие важные физико-химические характеристики, 

если используемые растворитель/вещество-носитель/отрицательная контрольная проба отличаются от 
указанных в 3.3;

- условия хранения и сведения о стабильности веществ, если таковые имеются;
- обоснование выбора растворителя/вещества-носителя для каждой исследуемой химической 

продукции.
Отрицательная контрольная проба:
- химическое наименование, а именно название (названия) по IUPAC или CAS, регистрационный 

номер (номера) CAS и/или другие отличительные признаки;
- степень чистоты, химическая характеристика примесей с учетом целесообразности и возмож

ности практической реализации и т. п.;
- внешний вид, молекулярная масса, а также другие важные физико-химические характеристики, 

если используемые отрицательные контрольные пробы отличаются от указанных в 3.3;
- сведения об условиях хранения и стабильности вещества, если таковые имеются;
- обоснование выбора вещества отрицательной контрольной пробы в случае использования для 

этой цели веществ, отличных от указанных в настоящем стандарте.
Условия испытаний в соответствии с применяемым методом
- название/имя и адрес лица/организации, осуществлявших финансирование, лаборатории, где 

проводились испытания, а также имя руководителя исследования;
- описание применявшегося метода;
- сведения об использованной клеточной линии, условиях хранения клеточного материала и ис

точниках его поступления (например, о лаборатории или учреждении, предоставивших материал);
- сведения о числе пассажей и уровне конфлюентности клеток, использованных для испытаний;
- сведения о методе подсчета клеток, применявшемся при посеве клеток перед проведением ис

пытаний, и мерах, принимавшихся для обеспечения их равномерного количественного распределения 
между лунками (см. 13);

- сведения о люминометре, с помощью которого выполнялись измерения (например, модель), а 
также о настройках прибора, использованном субстрате люциферазы и данных, подтверждающих пра-
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вильность измерений интенсивности люминесценции по итогам контрольного эксперимента, порядок 
проведения которого описан в приложении 3 к настоящему дополнению;

- применяемый порядок подтверждения достаточной квалификации лаборатории для владения 
данным методом исследования (путем проведения испытаний специально отобранных для этого хи
мических веществ и т. п.) или подтверждения воспроизводимости результатов метода исследования за 
известный период времени.

Порядок испытаний
- сведения о количестве повторений и числе параллельно обрабатывавшихся образцов;
- значение концентрации исследуемого химического вещества, порядок его нанесения и продол

жительность экспозиции (если отличаются от рекомендованных)
- описание применявшихся критериев оценки и принятия решений;
- описание применявшихся критериев приемлемости результатов испытаний;
- описание любых изменений, внесенных в методику испытаний.
Результаты
- табличное представление кратных значений повышения уровня индукции активности люцифе- 

разы и значений жизнеспособности (т. е. значений CV75 применительно к методу LuSens), полученных 
для исследуемого химического вещества и положительной контрольной пробы в каждом повторении;

- средние значения (т. е. средние арифметические значения показателей жизнеспособности кле
ток и повышения уровня индукции активности люциферазы), а также СО по всей совокупности данных 
для всех отдельных повторений;

- указание класса исследуемого химического вещества в соответствии с моделью построения про
гнозов;

- значение коэффициента вариации, установленное исходя из результатов измерений люминес
ценции контрольной пробы растворителя/вещества-носителя для каждого эксперимента;

- график, представляющий кривые зависимости «доза — эффект» для изменений уровня индук
ции активности люциферазы и показателей жизнеспособности;

- прочие наблюдения, важные для результатов исследования, если таковые имеются.
Оценка результатов
- оценка результатов, полученных с применением метода исследования LuSens;
- оценка результатов, полученных с применением метода, в общем контексте IATA при условии 

наличия значимой информации из иных источников.
Выводы
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Приложение А 
(обязательное)

Химические вещества для проверки квалификации

Сенсибилизация кожи in vitro. Метод исследования KeratinoSens™ 
на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием люциферазы

До того как приступить к регулярному применению метода исследования согласно 3.2, лаборатории должны 
подтвердить свою техническую компетентность, подготовив в соответствии с методом KeratinoSens™ достовер
ный прогноз для 10 рекомендованных веществ, перечисленных в таблице А.1, и правильно определив значения 
ЕС1 5 и 1С50 в соответствующем нормированном диапазоне по меньшей мере для восьми из десяти веществ для 
проверки квалификации. Химическая продукция для проверки квалификации согласно приведенному списку подо
брана таким образом, чтобы охватить весь диапазон возможных реакций при развитии кожной сенсибилизации. 
Дополнительными критериями отбора послужили доступность этой химической продукции для коммерческого при
обретения и наличие для нее как достоверных справочных данных, полученных in vivo, так и достоверных данных, 
полученных in vitro с применением метода исследования KeratinoSens™.

Табли ца  А.1 — Список рекомендованных веществ для проверки квалификации при проведении испытаний по 
методу KeratinoSens™
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Салициловая
кислота

69-72-7 Твердая Не вызывает сенси
билизацию

Кат. 6 Отрицательное >1000 >1000

Молочная
кислота

50-21-5 Жидкая Не вызывает сенси
билизацию

Кат. 6 Отрицательное >1000 >1000

Глицерин 56-81-5 Жидкая Не вызывает сенси
билизацию

Кат. 6 Отрицательное >1000 >1000

Изопропанол 67-63-0 Жидкая Не вызывает сенси
билизацию

Кат. 5 Отрицательное >1000 >1000

Этилен
гликоль диме
такрилат

97-90-5 Жидкая Вызывает сенсиби
лизацию (слабую)

Кат. 4 Положительное 5—125 >500

Коричный
спирт

104-54-1 Твердая Вызывает сенсиби
лизацию (слабую)

Кат. 3 Положительное 25—175 >1000

2-меркапто-
бензотиазол

149-30-4 Твердая Вызывает сенсиби
лизацию (умерен
ную)

Кат. 3 Положительное 25—250 >500

4-метил-
аминофенол
сульфат

55-55-0 Твердая Вызывает сенсиби
лизацию (сильную)

Кат. 3 Положительное <12,5 20—200

Метил-дибро-
моглутарони-
трил

35691-65-7 Твердая Вызывает сенсиби
лизацию (сильную)

Кат. 2 Положительное <20 20—100

2,4-динитро-
хлорбензол

97-00-7 Твердая Вызывает сенсиби
лизацию (экстре
мальную)

Кат. 1 Положительное <12,5 5—20
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Окончание таблицы А. 1

П р и м е ч а н и е  1 — Прогнозные заключения о степени опасности (сенсибилизирующей способности) 
химической продукции in vivo подготовлены в соответствии с данными, полученными по методу LLNA [5]. Сте
пень сенсибилизирующей способности веществ in vivo оценивалась с использованием критериев, предложен
ных ЕСЕТОС [31].

П р и м е ч а н и е  2 — Согласно Баскеттеру (Basketter) и его коллегам [46], кат. 1 вызывает отчетливые при
знаки контактной аллергии, кат. 2 является частой причиной развития контактной аллергии, кат. 3 — распростра
ненной причиной развития контактной аллергии, кат. 4 — малораспространенной причиной развития контактной 
аллергии, кат. 5 — редкой причиной развития контактной аллергии, а кат. 6, как правило, не вызывает каких-либо 
признаков контактной аллергии [46].

П р и м е ч а н и е  3 — Прогнозное заключение, подготавливаемое по результатам применения метода 
KeratinoSens™, должно рассматриваться в контексте соответствующего установленного подхода или IATA и с 
учетом положений 3.1.3 и 3.1.4.

П р и м е ч а н и е  4 — На основе данных предыдущих наблюдений [6].
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Приложение В 
(обязательное)

Адаптация метода исследования KeratinoSens™ к применению с клеточной культурой, 
не содержащей ксенобиотиков, с использованием человеческих биоматериалов

Адаптированная реализация метода исследования KeratinoSens™ может быть достигнута с использованием 
человеческих биоматериалов (сыворотки крови человека и рекомбинантного человеческого трипсина) для получе
ния культуры клеток, не содержащей ксенобиотиков, при условии подтверждения реализующей его лабораторией 
своей достаточной технической компетентности (как описано в приложении А) для применения такого адаптиро
ванного метода [47].

Табли ца  В.1 — Сводная таблица изменений для адаптации метода

Параметры метода
Валидированный референтный метод 

(KeratinoSens™) (дополнение 1А)
Адаптированный метод без ксенобиотиков 

(настоящее приложение)

Сыворотка1) Указано: «сыворотка»
(в протоколе DB-ALM 155 «фетальная те
лячья сыворотка») (3.3.3.1.1)

Установлено: сыворотка крови человека, 10 %

Измерения
цитотоксичности2)

МТТ: инкубация 4 ч; 10 % НДС на ночь 
для растворения; считывание показаний 
на 600 нм (3.2.3.5)

МТТ (1 мг/мл): инкубация 3 ч; изопропанол 
для растворения; считывание показаний на 
570 нм

Положительная
контрольная
проба2)

Коричный альдегид, 4-64 мкМ 
(3.2.3.2.4)

Коричный альдегид, 8-128 мкМ

Трипсин1) Не указано
(в протоколе DB-ALM 155 трипсин ЭДТА)

Рекомбинантный трипсин неживотного проис
хождения (TrypZean, Sigma-Aldrich Т3499)

1) Основные изменения, внесенные для формирования нексенобиотических условий.
2) Прочие изменения, внесенные в параметры метода [47].

До начала использования клеточную линию KeratinoSens™ следует адаптировать для проведения рутин
ных испытаний путем предварительного культивирования клеток в 10 %-ном растворе сыворотки крови человека. 
Сыворотку крови человека (полученную путем объединения материала от разных доноров) следует приобретать 
у надежного поставщика вместе с подтверждением согласия доноров на ее использование и свидетельством о 
прохождении контроля качества, подтверждающим пригодность сыворотки для выращивания клеточных культур. 
Как и в случае с сывороткой любого другого типа при поступлении новых партий материала необходимо провести 
их внутрилабораторную валидацию, включая контроль морфологии клеток, скорости роста и значений /тах/ЕС1 5, 
наблюдаемых по меньшей мере с положительными контрольными пробами, желательно также с репрезентатив
ными эталонными химическими веществами (по меньшей мере одним веществом, способным вызывать сенсиби
лизацию кожи, и одним, не способным вызывать сенсибилизацию кожи), и зарезервировать партии с приемлемыми 
характеристиками для последующего долгосрочного использования. Если до этого культуру клеток выращивали в 
фетальной телячьей сыворотке, ее переносят в среду из сыворотки человеческой крови и выполняют не менее 3 
пассажей. Если такие клетки демонстрируют здоровую морфологию и их скорость роста аналогична прежней ско
рости роста в фетальной телячьей сыворотке, из них формируют клеточный банк для дальнейшего использования. 
Следует иметь в виду, что в интересах обеспечения оптимальных рабочих характеристик при культивировании 
линии клеток KeratinoSens™ в сыворотке крови человека максимальное общее число пассажей не должно превы
шать 22, включая упомянутое выше количество, требуемое для надлежащей адаптации культуры к человеческой 
сыворотке. Формирование клеточных культур, полностью свободных от ксенобиотических компонентов, означает 
необходимость использования в процессе получения клеток для субкультуры рекомбинантного трипсина исклю
чительно неживотного происхождения (например, Trypzean™) [47]. Что касается всех прочих аспектов, культи
вирование клеток должно осуществляться с соблюдением условий, описанных в основной части настоящего до
полнения к руководству по проведению испытаний 442D и в протоколе DB-ALM [25] для эталонной линии клеток 
KeratinoSens™.

В соответствии с положениями 3.2.3.2.4 адаптированная реализация метода исследования KeratinoSens™ 
без использования ксенобиотиков на основе только материалов, взятых из тела человека, была дополнительно 
оптимизирована для использования коричного альдегида (CAS No. 14371-10-9, степень чистоты более 98 %) в 
качестве материала положительной контрольной пробы с диапазоном конечных значений концентрации от 8 до 
128 мкМ. Другие виды положительных контрольных проб, желательно такие, которые обеспечивают достижение
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значения ЕС1 5 в средней области диапазона, могут использоваться аналогичным образом при наличии данных 
предыдущих испытаний, позволяющих определить сопоставимые критерии приемлемости для аналитического 
цикла [47].

В соответствии с положениями 3.2.3.5 адаптированная реализация метода исследования KeratinoSens™ 
без использования ксенобиотиков на основе только материалов, взятых из тела человека, была дополнительно 
оптимизирована для применения следующего порядка оценивания цитотоксичности. По истечении 48 ч перио
да экспозиции используемую питательную среду заменяют свежей средой с добавлением МТТ (3-(4,5-диметил 
2-тиазолил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолия бромида; CAS No. 298-93-1) со значением концентрации 1мг/мл и произ
водят инкубирование клеток в течение 3 ч при температуре (37 ± 1) °С и уровне содержания С02 в воздухе 5 %. 
После этого среду, в которую был добавлен МТТ, удаляют и растворяют клеточный материал, добавляя к нему изо
пропанол. Раствор встряхивают в течение 30 минут и измеряют его световое поглощение на длине волны 570 нм 
при помощи спектрофотометра.

Что касается всех прочих аспектов, адаптированная реализация метода исследования KeratinoSens™ без 
ксенобиотиков на основе только материалов, взятых из тела человека, должна отвечать стандартным требованиям 
метода, описанным в 3.2 и в протоколе DB-ALM [25] для эталонной линии клеток KeratinoSens™.
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Приложение С 
(обязательное)

Контроль качества измерений люминесценции

Базовый эксперимент для обеспечения оптимальных условий измерений люминесценции 
при реализации метода исследования KeratinoSens™

Решающее значение для получения достоверных результатов при выполнении измерений с помощью люми- 
нометра имеет соблюдение следующих трех условий:

- обеспечение достаточного уровня чувствительности для поддержания стабильности фоновых показателей 
в контрольных лунках;

- отсутствие градиента показаний в пределах одного планшета в связи продолжительным временем считы
вания;

- отсутствие светового загрязнения в лунках, граничащих с лунками с высоким уровнем люминесценции.
Перед тем как приступить к испытаниям, рекомендуется убедиться в правильности измерений люминесцен

ции путем выполнения их на контрольном планшете, как описано ниже (методом тройного анализа).

Табли ца  С.1 — Схема заполнения планшета для первого проверочного эксперимента

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

А ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО

В ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО

С ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО

D

ДМ
ЭГ

0,
98

ДМ
ЭГ

1,
95

ДМ
ЭГ

3,
9

ДМ
ЭГ

7,
8

ДМ
ЭГ

15
,6

ДМ
ЭГ

31
,2

5

ДМ
ЭГ

62
,5

ДМ
ЭГ

12
5

ДМ
ЭГ

25
0

ДМ
ЭГ

50
0

ДМ
ЭГ

 
1 

00
0

ДМ
ЭГ

 
2 

00
0

Е ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО

F ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО

G ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО

Н ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО ДМСО КА 4 КА 8 КА 16 КА 32 КА 64 Холо
стая

проба

П р и м е ч а н и е  — ДМЭГ (EGDMA) = этиленгликоль диметакрилат (CAS No: 97-90-5), высокоиндуцирую- 
щее соединение. КА (С) = коричный альдегид, положительная контрольная проба (CAS №: 104-55-2). Значения 
концентрации указаны в мкМ.

Результаты анализа контроля качества должны подтверждать следующее:
- зависимость между увеличением дозы и повышением уровня индукции люциферазы в ряду D планшета со 

значением /тах, в 20 и более раз превышающим фоновый показатель (в большинстве случаев достигаемые значе
ния /тах находятся в интервале от 100 до 300);

- зависимость между увеличением дозы и повышением уровня индукции люциферазы в лунках с Н7 по /-/11, 
с кратным повышением индукции в интервале от 2 до 8 в лунке Н11;

- отсутствие зависимости между увеличением дозы и повышением уровня индукции люциферазы в рядах С 
и Е (отсутствие значений, равных или превышающих 1,5 (в идеальном случае 1,3) с учетом вероятного светового 
загрязнения, в особенности по соседству с лунками, демонстрирующими высокий уровень люминесценции, в ряду 
с EGMDA;

- отсутствие статистически значимых расхождений между рядами А, В, С, Е, F и G (т. е. без уклона над пли
той);

- изменчивость в любом из рядов А, В, С, Е, F и G, а также в лунках с ДМСО в ряду Н, на уровне менее 20 % 
(т. е. стабильные фоновые показатели).
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Приложение D 
(обязательное)

Химические вещества для проверки квалификации

Кожная сенсибилизация in vitro. Метод исследования LuSens 
на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием люциферазы

До того как приступить к регулярному применению метода исследования согласно 3.3, лаборатории должны 
подтвердить свою техническую компетентность, подготовив достоверный прогноз для 10 рекомендованных наиме
нований химических веществ для проверки квалификации, перечисленных в таблице D.1, и правильно определив 
исходные значения показателей в соответствующем нормированном диапазоне по меньшей мере для восьми из 
десяти таких веществ. Вещества для проверки квалификации согласно приведенному списку подобраны таким 
образом, чтобы охватить весь диапазон возможных реакций при развитии кожной сенсибилизации. Дополнитель
ными критериями отбора послужили доступность этих веществ для коммерческого приобретения и наличие для 
них как достоверных справочных данных, полученных in vivo, так и достоверных данных, полученных in vitro с при
менением метода исследования LuSens.

Та бли ца  D.1 — Список рекомендованных веществ для проверки квалификации при проведении исследований 
по методу LuSens
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Салициловая
кислота

69-72-7 Твердая Не вызывает 
сенсибилиза

цию

Кат. 6 Отрицательное >1000 >2000

Глицерин 56-81-5 Жидкая Не вызывает 
сенсибилиза

цию

Кат. 6 Отрицательное >1000 >2000

Изопропанол 67-63-0 Жидкая Не вызывает 
сенсибилиза

цию

Кат. 5 Отрицательное >1000 >2000

Сульфаниламид 63-74-1 Твердая Не вызывает 
сенсибилиза

цию

Отсутствует 
(Basketter et 

al. 1994)

Отрицательное >1000 >2000

Эвгенол 97-53-0 Жидкая Вызывает сен
сибилизацию 

(слабую)

Кат. 3 Положительное < 500 < 1000

Коричный спирт 104-54-1 Твердая Вызывает сен
сибилизацию 

(слабую)

Кат. 3 Положительное <  170 >420

2-меркапто-бен-
зотиазол

149-30-4 Твердая Вызывает сен
сибилизацию 
(умеренную)

Кат. 3 Положительное < 800 <2000

4-метил-амино- 
фенол сульфат

55-55-0 Твердая Вызывает сен
сибилизацию 

(сильную)

Кат. 3 Положительное <  30 <  50
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Окончание таблицы D. 1
Х

им
ич

ес
ки

е 
ве

щ
ес

тв
а 

дл
я 

пр
ов

ер
ки

 
кв

ал
иф

ик
ац

ии

Р
ег

ис
тр

ац
ио

нн
ы

й 
но

м
ер

 C
A

S

А
гр

ег
ат

но
е 

со
ст

оя
ни

е

П
ро

гн
оз

но
е 

за
кл

ю
че

ни
е 

по
 м

ет
од

у 
LL

N
A

 (
1)

Ка
те

го
ри

я 
оп

ас
но

ст
и 

дл
я 

че
ло

ве
ка

 (
2)

LuSens

П
ро

гн
оз

но
е 

за
кл

ю
че

ни
е 

In
 V

itro
 (3

)

Е
С

1 
5 

(м
кМ

) 
Д

иа
па

зо
н 

но
рм

ир
ов

ан
ны

х 
зн

ач
ен

ий
 (

4)

C
V

75
 (

м
кМ

) 
Д

иа
па

зо
н 

но
рм

ир
ов

ан
ны

х 
зн

ач
ен

ий
 (

4)

Метилди-бромо- 35691-65-7 Твердая Вызывает сен- Кат. 2 Положительное <25 < 50
глутаро-нитрил сибилизацию

(сильную)

2,4-динитро- 97-00-7 Твердая Вызывает сен- Кат. 1 Положительное < 5 < 10
хлорбензол сибилизацию

(экстремаль-
ную)

П р и м е ч а н и е  1 — Заключения о степени опасности (сенсибилизирующей способности) химических ве
ществ in vivo подготовлены в соответствии с данными, полученными по методу LLNA [5]. Степень сенсибилизиру
ющей способности веществ in vivo оценивалась с использованием критериев, предложенных ЕСЕТОС [31].

П р и м е ч а н и е  2 — Согласно Баскеттеру (Basketter) и его коллегам [45], кат. 1 вызывает отчетливые при
знаки контактной аллергии, кат. 2 является частой причиной развития контактной аллергии, кат. 3 — распростра
ненной причиной развития контактной аллергии, кат. 4 — малораспространенной причиной развития контактной 
аллергии, кат. 5 — редкой причиной развития контактной аллергии, а кат. 6, как правило, не вызывает каких-либо 
признаков контактной аллергии.

П р и м е ч а н и е  3 — Прогнозное заключение, подготавливаемое по результатам применения метода ис
следования на основе сигнального пути ARE-Nrf2 с использованием люциферазы, должно рассматриваться в 
контексте соответствующего установленного подхода или IATA и с учетом положений 3.1.3 и 3.1.4.

П р и м е ч а н и е  4 — На основе данных предыдущих наблюдений [7], [8]. При том что показатель ЕС1 5 не 
является частью модели построения прогнозов LuSens, его значение может быть определено на основе полу
ченных данных и использовано для уточнения границ диапазонов реакции на воздействие химических веществ, 
включенных в список для проверки квалификации при проведении исследований по методу LuSens. Представ
ленные значения ЕС1 5 были рассчитаны с учетом требований приложения IA (3.3.3.5).
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Приложение Е 
(обязательное)

Сравнение основных этапов протоколов проведения испытаний 
для методов LuSens и VRM KeratinoSens™

Табли ца  Е.1

VRM (KeratinoSens™) LuSens

Подготовка культур кератиноцитов

Размножение от 2 до 4 пассажей от 1 до 3 пассажей

Криоконсервация и хранение от 2 до 4 пассажей 3 пассажа

Количество пассажей клеточных 
культур перед проведением основ
ного эксперимента

не менее 2 не менее 5

Максимальное число пассажей по
сле хранения в замороженном со
стоянии

25 пассажей 20 пассажей для испытаний на 
цитотоксичность с целью подбора 
диапазона значений дозы.
15 пассажей для основной части 
испытаний с измерениями активно
сти люциферазы

Среда размножения DMEM, с добавлением сыворотки 
крови и генетицина

DMEM, с добавлением сыворотки 
крови, пенициллина/стрептомици- 
на и пуромицина

Уровень конфлюентности клеток 
при проведении испытаний

от 80 % до 90 %

Срок отбора клеток перед проведе
нием испытаний

1 день

Формат микропланшетов для про
ведения испытаний

96-луночные планшеты

Плотность посева клеток для про
ведения испытаний

10 000 клеток/лунка, за исключением лунки, предназначенной для изме
рений фоновых показателей

Количество параллельно обраба
тываемых образцов для каждого 
значения концентрации исследуе
мого химического вещества (в каж
дом повторении)

3 лунки (на разных планшетах) для 
измерений активности люциферазы 
1 лунка для оценивания уровня ци
тотоксичности

по 3 лунки (на одном и том же план
шете) для всех видов испытаний, 
т. е. для испытаний на цитотоксич
ность с целью подбора диапазо
на значений дозы и для основной 
части испытаний с измерениями 
активности люциферазы (итого: 
3 лунки для измерений активности 
люциферазы и 3 лунки для парал
лельного оценивания уровней ци
тотоксичности)

Подготовка исследуемых и контрольных химических веществ

Приготовление растворов Непосредственно в день испытаний

Растворитель ДМСО, стерильная вода или пита
тельная среда для исследуемых 
веществ, нерастворимых в ДМСО

ДМСО или питательная среда для 
исследуемых веществ, нераствори
мых в ДМСО

Концентрация стандартного рас
твора

200 мМ
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Продолжение таблицы Е. 1

Исследуемые вещества, точная 
молекулярная масса которых неиз
вестна

Стандартный раствор в концентра
ции по умолчанию (40 мг/мл, или 
4 % (масса/объем))

Стандартный раствор в концентра
ции по умолчанию (200 мг/мл, или 
20 % (масса/объем))

Диапазон конечных значений 
концентрации для 96-луночного 
планшета

12 значений концентрации (2-крат- 
ное разбавление) в диапазоне от 
0,98 до 2 000 мкМ

Испытания на цитотоксичность 
с целью подбора диапазона зна- 
чений дозы: 12 значений концен- 
трации (2-кратное разбавление) 
в диапазоне от 0,98 до 2 000 мкМ 
Основная часть испытаний с изме- 
оениями активности люциферазы: 
6 значений концентрации (1,2-крат- 
ное разбавление) в диапазоне от 
CV75/2,074 д о  CV75 х 1,2 мкМ

Контрольная проба раствори
теля

1 %-ный раствор ДМСО (18 парал
лельно обрабатываемых проб в 
каждом повторении)

1 %-ный раствор ДМСО 
12 параллельно обрабатываемых 
проб в каждом повторении для ис
пытаний на цитотоксичность с це
лью подбора диапазона значений 
дозы и 24 параллельно обрабаты
ваемые пробы в каждом повторе
нии для основной части испытаний 
с измерениями люциферазы

Отрицательная контрольная 
проба

См. контрольную пробу раствори
теля

DL-молочная кислота, 5000 М 3 па
раллельно обрабатываемые пробы 
в каждом повторении для испыта
ний на цитотоксичность с целью 
подбора диапазона значений дозы 
и 6 параллельно обрабатываемых 
проб в каждом повторении для ос
новной части испытаний с измере
ниями люциферазы

Положительная контрольная 
проба

Коричный альдегид 
Четыре значения концентрации 
(2-кратное разбавление) 
в диапазоне от 4 до 64 мкМ 
(3 параллельно обрабатываемые 
пробы в каждом повторении)

ДМЭГ, 120 М или с иным значением 
концентрации, обеспечивающим 
повышение уровня индукции лю
циферазы в 2,5 раза, при котором 
уровень жизнеспособности клеток 
соответствует 70 % или более 
(2 параллельно обрабатываемые 
пробы в каждом повторении для 
испытаний на цитотоксичность с 
целью подбора диапазона значе
ний дозы и 5 параллельно обраба
тываемых проб в каждом повторе
нии для основной части испытаний 
с измерениями люциферазы)

Контрольная проба питательной 
среды

Не применяется 6 параллельно обрабатываемых 
проб в каждом повторении для ис
пытаний на цитотоксичность с це
лью подбора диапазона значений 
дозы и 12 параллельно обрабаты
ваемых проб в каждом повторении 
для основной части испытаний с 
измерениями люциферазы

Холостая контрольная проба 
(без образцов клеток)

3 параллельно обрабатываемые 
пробы в каждом повторении

1 параллельно обрабатываемая 
проба в каждом повторении
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Продолжение таблицы Е. 1

Внесение исследуемых и контрольных химических веществ и оцениваемые показатели

Количество повторений для 
каждого значения концентрации 
исследуемого химического ве
щества

Не менее двух независимых повторений, по три параллельно обрабаты
ваемые пробы в каждом (л = 6), а в случае получения несогласующихся 
результатов также третье, дополнительное повторение (л = 9).
Все повторения выполняют в разные дни, с использованием свежих рас
творов исследуемых химических веществ и с независимо отобранными 
образцами клеточного материала (которые могут, однако, характеризо
ваться одинаковым числом пассажей клеток)

Среда, используемая для обра
ботки клеток

150 мкл питательной среды DMEM, с добавлением сыворотки крови, но 
без добавления антибиотиков (т. е. генетицина, пенициллина/стрептоми- 
цина и пуромицина), в которую помещают 50 мкл раствора исследуемого 
вещества и контрольных веществ с 25-кратным разбавлением

Время экспозиции 48 часов при значении температуры (37 ± 1) °С и уровне содержания С02 
в воздухе 5 %
Во избежание испарения летучих испытуемых веществ, с последующим 
перекрестным загрязнением ими соседних лунок, поверхность планшетов 
накрывают фольгой

Измерения люминесцентной ак
тивности

По окончании экспозиции образ
цы клеток промывают фосфатным 
буферным солевым раствором и, 
с целью подготовки к считыванию 
показаний люминесценции, добав
ляют в каждую лунку соответствую
щий лизисный буферный раствор, 
после чего оставляют на 20 мин 
при комнатной температуре. 
Пластины с клеточным лизатом по
мещают в люминометр для выпол
нения измерений в соответствии со 
следующей программой:
(i) добавление субстрата люцифе- 
разы (по 50 мкл в каждую лунку),
(ii) выдерживание в течение 1 с, (iii) 
интегрирование измеряемых зна
чений активности люциферазы в 
течение 2 с

По окончании экспозиции в каждую 
лунку с целью подготовки к считы
ванию показаний люминесценции 
добавляют соответствующий ли
зисный буферный раствор и, по
мешивая, выдерживают в темном 
месте в течение 5—10 мин. 
Измерения люминесценции выпол
няют в течение 2 секунд с помощью 
люминометра.
Прочие условия могут варьиро
ваться в зависимости от исполь
зуемой модели люминометра

Оценивание уровня цитотоксич
ности

По окончании экспозиции добав
ляют раствор МТТ в концентрации 
5 мг/мл и производят инкубирова
ние клеток в течение 4 ч при темпе
ратуре (37 ± 1) °С и уровне содер
жания С02 в воздухе 5 %.
После этого образцы клеток 
оставляют на ночь для лизиса 
(с 10 %-ным раствором НДС), за
тем перемешивают и измеряют 
их световое поглощение на длине 
волны 600 нм

По окончании экспозиции добавля
ют 200 мкл раствора МТТ (0,5 мг/мл) 
и производят инкубирование кле
ток в течение 2 ч при температуре 
(37 ± 1) °С и уровне содержания 
С02 в воздухе 5 %.
Осуществляют лизис клеток в те
чение 5 мин (путем добавления 
10 %-ного (масса/объем) раствора 
НДС и 0,4 %-ного (по объему) рас
твора уксусной кислоты в ДМСО), 
после чего измеряют световое по
глощение образцов на длине вол
ны 570 и 690 нм
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Продолжение таблицы Е. 1

Оцениваемые показатели /тах: максимальное среднее зна
чение кратного повышения индук
ции независимо от используемого 
значения концентрации ЕС1 5: ин
терполированное значение концен
трации, при котором наблюдается 
1,5-кратное повышение уровня 
индукции активности люциферазы 
IC50/IC30: интерполированные зна
чения концентрации, при которых 
наблюдается 50 %-ное и 30 %-ное 
снижение уровня жизнеспособно
сти клеток соответственно

Кратное значение повышения уров
ня индукции активности люцифера
зы как среднее для всех используе
мых значений концентрации 
Жизнеспособность клеток как сред
нее значение для всех используе
мых значений концентрации 
CV75: интерполированное значе
ние концентрации, при котором со
храняют жизнеспособность 75 % 
клеток

Критерии приемлемости

Положительный контроль актив
ности люциферазы

Статически значимое увеличе
ние уровня индукции более чем 
в 1,5 раза по меньшей мере при 
одном используемом значении 
концентрации положительной кон
трольной пробы (коричного альде
гида в концентрации от 4 до 64 мкМ). 
Значение ЕС15 для положитель
ной контрольной пробы должно 
варьироваться в пределах 2 СО для 
среднего значения по результатам 
прошлых исследований (например, 
в интервале от 2 до 30 мкМ соглас
но соответствующим данным базы 
по валидации).
Средний показатель повышения 
уровня индукции для коричного 
альдегида в концентрации 64 мкМ 
должен быть в пределах от 2 до 8

Увеличение уровня индукции в 
2,5 раза при использовании по
ложительной контрольной пробы 
(например, ДМЭГ в концентрации 
120 М) по сравнению с данными 
для контрольной пробы раство
рителя при нецитотоксическом 
значении концентрации, т. е. жиз
неспособность на уровне 70 % по 
сравнению с контрольной пробой 
растворителя

Отрицательный контроль актив
ности люциферазы

Не применяется Увеличение уровня индукции менее 
чем в 1,5 раза при использовании 
отрицательной контрольной пробы 
(DL-молочной кислоты в концен
трации 5000 мкМ) по сравнению с 
контрольной пробой растворителя

Изменчивость результатов для 
контрольной пробы растворителя

Коэффициент вариации равен 
20 % (18 параллельно обрабатыва
емых проб)

Коэффициент вариации равен 
20 % (не менее 21 параллельно об
рабатываемой пробы)
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Продолжение таблицы Е. 1

Прочие требования Не применяется Не следует допускать, чтобы сред
ний базовый уровень экспрессии 
для контрольной пробы питатель
ной среды (содержащей только 
клетки и питательную среду) пре
вышал уровень индукции активно
сти люциферазы в 1,5 или более 
раза по сравнению с аналогичным 
показателем для контрольной про
бы растворителя.
По меньшей мере три использу
емых значения концентрации (из 
шести, принятых для основной 
части испытаний с измерениями 
активности люциферазы) не долж
ны оказывать цитотоксическое 
воздействие (жизнеспособность 
клеток равна 70 %). При этом, од
нако, если предполагается получе
ние отрицательного результата, по 
меньшей мере одно используемое 
значение концентрации (из шести, 
принятых для основной части ис
пытаний с измерениями активности 
люциферазы) должно оказывать 
цитотоксическое воздействие (жиз
неспособность клеток менее 70 %)

Модель построения прогнозов

Положительное прогнозное за
ключение подготавливают в слу
чае строгого выполнения следу
ющих условий для двух из двух 
или двух из трех повторений, в 
противном случае подготавли
вают отрицательное прогнозное 
заключение

1. Кратное значение /тах для ис
следуемого химического вещества 
больше или равно 1,5 (>1,5 %) и 
статистически значимым образом 
отличается от аналогичного пока
зателя для контрольной пробы рас- 
творителя/вещества-носителя (по 
результатам использования дву
стороннего непарного Т-критерия 
Стьюдента).
2. Уровень жизнеспособности кле
ток превышает 70 % (>70 %) при 
самом низком значении концентра
ции, соответствующем 1,5-кратно- 
му повышению уровня индукции 
активности люциферазы (т. е. при 
значении концентрации, служащем 
для определения параметра ЕС1 5).
3. Значение ЕС15 меньше 1000 
(<1000) мкМ (либо 200 (<200) мкг/мл, 
если точное значение молекулярной 
массы неизвестно).
При этом прослеживается отчетливая 
зависимость уровня индукции люци
феразы от размера используемой 
дозы

1. Повышение уровня индукции 
люциферазы в 1,5 раза или более 
(> 1,5 %) по сравнению с аналогич
ным показателем для контрольной 
пробы растворителя наблюдается 
по меньшей мере для двух после
довательных используемых зна
чений концентрации, не вызываю
щих цитотоксических проявлений 
(т. е. таких, при которых уровень 
жизнеспособности клеток состав
ляет 70 % или более (> 70 %)).
2. По меньшей мере три использо
ванных значения концентрации не 
должны оказывать цитотоксическо
го воздействия (уровень жизнеспо
собности клеток должен составлять 
70 % или более (> 70 %)).
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Окончание таблицы Е. 1

Химическая продукция, не спо
собная образовывать устойчи
вую взвесь

Отрицательные результаты, полу
ченные для исследуемых химиче
ских веществ, не способных обра
зовывать устойчивую взвесь при 
значениях концентрации менее 
1000 мкМ (либо 200 мкг/мл — если 
точное значение их молекулярной 
массы неизвестно), определяются 
как «неубедительные»

Отрицательные результаты, полу
ченные для исследуемых химиче
ских веществ, не способных обра
зовывать устойчивую взвесь и не 
испытывавшихся со значениями 
концентрации до 2000 мкМ (либо 
2000 мкг/мл — если точное значе
ние их молекулярной массы неиз
вестно) включительно, определя
ются как «неубедительные»
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Приложение F 
(обязательное)

Контроль качества измерений люминесценции

Базовый эксперимент для контроля оптимальных условий измерений люминесценции 
при реализации метода исследования LuSens

В целях обеспечения оптимальных условий измерения люминесценции, если анализ подобного рода осу
ществляется впервые, предварительно рекомендуется выполнить один или два аналитических цикла согласно 
методу исследования LuSens с ДМЭГ в качестве исследуемого вещества, с возрастающими значениями концен
трации и с использованием схемы заполнения планшета, представленной ниже. При выполнении этих повторений 
необходимо учитывать следующие аспекты:

- уровень индукции люциферазы при обработке образцов растворами ДМЭГ с возрастающими значениями 
концентрации должен повышаться по мере увеличения размера используемой дозы (лунки А-С: 1-6);

- напротив, зависимость уровня индукции люциферазы от размера используемой дозы не должна просле
живаться в лунках D: 1-6 и A-D: 7 (т. е. пустых) при сравнении с уровнем люминесценции, наблюдаемым в лунках 
A-D: 8-12;

- процентное значение стандартного отклонения изменчивости по меньшей мере в 21 лунке с растворите- 
лем/веществом-носителем (F-G: 1-12) должно в среднем составлять менее 20 % и не должно характеризоваться 
«градиентной» картиной изменения.

Табли ца  F.1 — Схема заполнения планшета для первого проверочного эксперимента
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Приложение G 
(обязательное)

Выполнение расчетов в соответствии с методом исследования LuSens

G.1 Кратное значение повышения уровня индукции активности люциферазы (/тах) определяют соглас
но уравнению G.1, а общее максимальное кратное значение повышения уровня индукции (/тах) вычисляют как 
среднее значение для нескольких отдельных повторений.

Уравнение G.1: Кратное повышение индукции = *~sample—^blank,
^solvent -  ̂ Hblank

где i-samp|e — измеренное значение люминесценции в лунке с исследуемым химическим веществом;
/-ыапк — измеренное значение люминесценции в холостой лунке, не содержащей образцов клеток и не 

подвергавшейся химической обработке;
^-solvent —  среднее измеренное значение люминесценции в лунках, содержащих образцы клеток и кон

трольную пробу растворителя.
G.2 Уровень жизнеспособности клеток для целей метода исследования LuSens определяют в соответствии 

с уравнением G.2:

Уравнение G.2: Уровень жизнеспособности = (^sample 4>!ank) 

(^solvent ~  4>lank)

гДе ŝample 
^blank

solvent

измеренное значение абсорбции МТТ в лунке с исследуемым химическим веществом;
измеренное значение абсорбции МТТ в холостой лунке, не содержащей образцов клеток и не 
подвергавшейся химической обработке;
среднее измеренное значение абсорбции МТТ в лунках, содержащих образцы клеток и кон
трольную пробу растворителя.

G.3 Частные значения концентрации, при которых уровень жизнеспособности клеток снижается до
75 % (CV75), для целей метода исследования LuSens определяют путем линейной интерполяции согласно уравне
нию G.3, тогда как общее значение CV75 вычисляют как среднее геометрическое значение для отдельных парал
лельно обрабатываемых проб.

гдеСа

Сь

va
Vb

Уравнение G.3:CV75 =(С/,-Са)- Т б -у„ 
Wb~V.

используемое значение концентрации, в мкМ, обеспечивающее сохранение жизнеспособности на 
уровне, ближайшем к 75 %, в верхней области значений;
используемое значение концентрации, в мкМ, обеспечивающее сохранение жизнеспособности на 
уровне, ближайшем к 75 %, в нижней области значений;
% значения уровня жизнеспособности, достигаемое при использовании Са;
% значения уровня жизнеспособности, достигаемое при использовании Сь.
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Приложение ДА 
(справочное)

Сопоставление структуры настоящего стандарта со структурой международного документа

Т а б л и ц а  ДА. 1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа

Разделы Подразделы Перечисления Разделы Перечисления

Введение 1, 3—4 —

1 — — 2 —

2 — — 7, дополнение IA —

— — 7, дополнение IB —

2.1 — Приложение 1 —

2.2 — Приложение 1 —

2.3 — Приложение 1 —

2.4 — Приложение 1 —

2.5 — Приложение 1 —

2.6 — Приложение 1 —

2.7 — Приложение 1 —

2.8 — Приложение 1 —

2.9 — Приложение 1 —

2.10 — Приложение 1 —

2.11 — Приложение 1 —

2.12 — Приложение 1 —

2.13 — Приложение 1 —

2.14 — Приложение 1 —

2.15 — Приложение 1 —

2.16 — Приложение 1 —

2.17 — Приложение 1 —

2.18 — Приложение 1 —

2.19 — Приложение 1 —

2.20 — Приложение 1 —

2.21 — Приложение 1 —

2.22 — Приложение 1 —

2.23 — Приложение 1 —

2.24 — Приложение 1 —

2.25 — Приложение 1 —

2.26 — Приложение 1 —

2.27 — Приложение 1 —
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Продолжение таблицы ДА. 1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа

Разделы Подразделы Перечисления Разделы Перечисления

2.28 — Приложение 1 —

2.29 — Приложение 1 —

2.30 — Приложение 1 —

2.31 — Приложение 1 —

2.32 — Приложение 1 —

2.33 — Приложение 1 —

2.34 — Приложение 1 —

2.35 — Приложение 1 —

2.36 — Приложение 1 —

3 3.1.1 — 5 —

3.1.2 — 6 —

3.1.3 — 7 —

3.1.4 — 8 —

3.1.5 — 9 —

3.1.6 — 10 —

3.2.1.1 — 1, дополнение IA —

3.2.1.2 — 2, дополнение IA —

3.2.1.3 — 3, дополнение IA —

3.2.1.4 — 4, дополнение IA —

3.2.1.5 — 5, дополнение IA —

3.2.1.6 — 6, дополнение IA —

3.2.2.1 — 8, дополнение IA —

3.2.2.2 — 9, дополнение IA —

3.2.2.3 — 10, дополнение IA —

3.2.2.4 — 11,дополнениеIA —

3.2.3 — 12, дополнениеIA —

3.2.3.1.1 — 13, дополнение IA —

3.2.3.1.2 — 14, дополнение IA —

3.2.3.2.1 — 15, дополнение IA —

3.2.3.2.2 — 16, дополнение IA —

3.2.3.2.3 — 17, дополнение IA —

3.2.3.2.4 — 18, дополнение IA —

3.2.3.3.1 — 19, дополнение IA —

3.2.3.3.2 — 20, дополнение IA —
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Продолжение таблицы ДА. 1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа

Разделы Подразделы Перечисления Разделы Перечисления

3.2.3.3.3 — 21, дополнение IA —

3.2.3.4.1 — 22, дополнение IA —

3.2.3.4.2 — 23, дополнение IA —

3.2.3.4.3 — 24, дополнение IA —

3.2.3.5 — 25, дополнение !А —

3.2.4.1.1 — 26, дополнениеIA —

3.2.4.1.2 — 27, дополнениеIA —

3.2.4.1.3 — 28, дополнение IA —

3.2.4.1.4 — 29, дополнение IA —

3.2.4.1.5 — 30, дополнение !А —

3.2.4.2 — 31, дополнениеIA —

3.2.4.3.1 — 32,дополнениеIA —

3.2.4.3.2 — 33, дополнение IA —

3.2.4.4 — 33, дополнение IA —

3.3.1.1 — 1, дополнение IB —

3.3.1.2 — 2, дополнение IB —

3.3.1.3 — 3, дополнение IB —

3.3.1.4 — 4, дополнение IB —

3.3.1.5 — 5, дополнение IB —

3.3.1.6 — 6, дополнение IB —

3.3.2.1 — 8, дополнение IB —

3.3.2.2 — 9, дополнение IB —

3.3.2.3 — 10, дополнение IB —

3.3.3 — 11, дополнение IB —

3.3.3.1.1 — 12, дополнение IB —

3.3.3.1.2 — 13, дополнение IB —

3.3.3.2.1 — 14, дополнение IB —

3.3.3.2.2 — 15, дополнение IB —

3.3.3.2.3 — 16, дополнение IB —

3.3.3.2.4 — 17, дополнение IB —

3.3.3.2.5 — 18, дополнение IB —

3.3.3.2.6 — 19, дополнение IB —

3.3.3.3.1 — 20, дополнениеIB —

3.3.3.3.2 — 21, дополнение IB —
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Окончание таблицы ДА. 1

Структура настоящего стандарта Структура международного документа

Разделы Подразделы Перечисления Разделы Перечисления

з.з.з.з.з — 22, дополнение !В —

3.3.3.4.1 — 23, дополнение IB —

3.3.3.4.2 — 24, дополнение IB —

3.3.3.4.3 — 25, дополнениеIB —

3.3.3.5 — 26, дополнениеIB —

3.3.4.1 — 27, дополнениеIB —

3.3.4.2 — 28, дополнениеIB —

3.3.4.3 — 29, дополнениеIB —

3.3.4.4 — 30, дополнение!В —

3.3.4.5 — 31, дополнение IB —

3.3.4.6 — 32, дополнениеIB —

3.3.4.7 — 33, дополнениеIB —

3.3.4.8 — 34, дополнениеIB —

3.3.4.9 — 35, дополнение!В —

Приложение А — Приложение 1 
ДополнениеIA

—

Приложение В — Приложение 2 
ДополнениеIA

—

Приложение С — Приложение 3 
ДополнениеIA

—

Приложение D — Приложение 1 
ДополнениеIB

—

Приложение Е — Приложение 2 
ДополнениеIB

—

Приложение F — Приложение 3 
ДополнениеIB

—

Приложение G — Приложение 4 
ДополнениеIB

—
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