Трансгенные линии Drosophila melanogaster на основе гена зеленого флуоресцентного белка как биологические сенсоры экотоксикантов 
1. Цель выполнения научно-исследовательской работы (проекта)

Целью проекта является конструирование новых эффективных тест-систем, предназначенных для биосенсорного обнаружения в окружающей среде малых концентраций мутагенов. Предполагается создать коллекцию трансгенных линий дрозофилы, характеризующихся индукцией экспрессии генов-репортеров в ответ на действие мутагенов различной химической природы. В качестве репортерного гена предполагается использовать ген зеленого флуоресцентного белка GFP. Это позволит использовать дрозофилу для определения неблагоприятных факторов в экспериментах in vivo, без привлечения дополнительных методов генетического анализа.
2. Актуальность выполнения научно-исследовательской работы

Несмотря на то, что мутагенное действие факторов физической и химической природы обнаружено в первой половине прошлого столетия, все еще не создано нашедшей широкую коммерциализацию биологической тест-системы, предназначенной для быстрого выявления мутагенов в окружающей среде. 

В тоже время, в результате интенсивного развития топливно-энергетического и горно-металлургического комплексов, предприятий химической промышленности, являющимися источниками разнообразных загрязняющих веществ, возрастает мутагенная нагрузка на человека и окружающую среду. В связи со сложившейся ситуацией, существует острая необходимость в системе быстрого тестирования биологической эффективности малых доз мутагенов. В настоящее время даже самый чувствительный из известных тестов на дрозофиле позволяет регистрировать только большие дозы ионизирующей радиации и химических мутагенов. При этом провести оперативную оценку присутствия малых доз мутагенов остается сложной и дорогостоящей задачей.

3. Описание решаемых научно-технических проблем и поставленной задачи

В рамках проекта предполагается создание эффективных биосенсоров, предназначенных для обнаружения в окружающей среде летучих органических соединений и других газообразных экотоксикантов. При выполнении проекта будут решены следующие задачи:

С использованием технологии ПЦР в «реальном времени» будут выявлены гены, увеличивающие экспрессию в ответ на воздействие экотоксикантов.

 На основании данных дифференциальной экспрессии генов методами генетической инженерии будут созданы трансгенные линии Drosophila melanogaster,  у которых в ответ на действие мутагенов будет происходить активация экспрессии репортерного гена, кодирующего зеленый флуоресцентный белок GFP. Флуоресценция GFP будет свидетельствовать о наличии мутагена в окружающей среде.

4. Краткое описание работы

Работа будет состоять из следующих блоков:

1.
Выявление генов, активирующихся в ответ на действие летучих органических соединений.

На данном этапе предполагается провести анализ изменений транскрипционного профиля в ответ на действие летучих органических соединений. Уровень экспрессии генов, активирующихся при действии мутагенов, будет дополнительно оценен с помощью метода количественной ПЦР в реальном времени. 

2.
Создание трансгенных линий Drosophila melanogaster  у которых экспрессия  репортерного гена зеленого флуоресцентного белка GFP находится под контролем промоторов мутаген-активируемых генов. 

На данном этапе  будут созданы генетические конструкции, содержащие репортерный ген GFP и промоторную область генов, активируемых под действием экотоксикантов. Полученные конструкции будут встроены в геном дрозофилы с помощью метода трансформации зародышевой линии. 

3.
Тестирование генетически трансформированных линий на предмет индукции гена репортера под действием экотоксикантов.

При выполнении данного этапа планируется:

Выделить линии, в которых экспрессия гена-репортера индуцируется наиболее низкими дозами экотоксиканта.

Определение спектра мутагенов, которые способны активировать ген-репортер.

Определить имеется ли тканеспецифичность экспрессии рассматриваемых репортеров.

Определить как быстро активируется экспрессия гена репортера после обработки мутагеном.

Определить в течение какого времени после обработки экотоксикантом экспрессия гена репортера сохраняется.

4. На основе аналогов создание портативного прибора для анализа индукции флуоресценции зеленого флуоресцентного белка GFP.

5. Назначение и возможность использования результатов научно-исследовательской работы 

На основе трансгенных линий дрозофилы будут получены высокочувствительные к экотоксакантам биологические тест-системы, которые при небольших затратах по поддержанию можно будет использовать в качестве биосенсоров для оценки эколого-генетической безопасности атмосферного воздуха и физического окружения, оценки санитарно-эпидемиологических характеристик условий жизни и труда.
