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АНОТАЦІЯ


Проведено дослідження мутагенності діоксидину за допомогою SMART-системи на мухах лінії 109611 Drosophilame lanogaster Mg. Оцінка мутагенного впливу препарату проводилась у рекомбінаційному тесті і у криловому тесті. Встановлено недостатню чутливість репараційного тесту для визначення генотоксичного ефекту діоксидину. Цей ефект вдалося довести за допомогою крилового тесту, який виявляє  фенотиповий прояв мутації mwh у клітинах крил самиць дрозофіли F1.
Роботу викладено на 39 сторінках, вона містить 6 таблиць та 2 рисунки (4 оригінальні фотографії). Наведено посилання на 37 джерел літератури (9 кирилицею та 28 латиницею).

RESUME

Dioxidine mutagenicity was esimated by using the SMART system on flies of 109611 Drosopila melanogaster Mg. Evaluation of the preparation mutagenic effect was carried out in the reparation test and in the wing test. The insufficient sensitivity of the reparation test for determining the genotoxic effect of dioxidine was established. This effect was demonstrated using the wing test, which reveals a phenotypic manifestation of the mwh mutation in the cells of the wings females of the Drosophila F1.
The work is presented in 39 pages, it contains 6 tables and 2 figures (4 original photos). References are made to 37 sources of literature (9 Cyrillic and 28 Latin).
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ВСТУП
У сучасному світі у зв’язку зі швидкими темпами розвитку науки, промисловості, медицини та інших галузей людської життєдіяльності присутня достатньо велика кількість токсикантів та потенційних мутагенів (побутова хімія, полімери, ліки тощо). У зв’язку з цим виникла проблема створення методів, які дозволяють у максимально короткий термін і безпомилково встановити ступінь реальної і потенційної загрози різних факторів зовнішнього середовища. У наш час для оцінки токсичності та мутагенності різноманітних речовин та матеріалів використовують тест-системи [Reha-Krantz, 2013].
Існує кілька традиційних методів оцінки мутагенності хімічних і фізичних агентів, в яких тест-об'єктом є Drosophila melanogaster. Виявлення і кількісний облік рецесивних, зчеплених зі статтю, летальних мутацій у дрозофіли проводиться методом Меллер-5 і CLB, локалізація рецесивних леталей в аутосомах враховується за допомогою ліній-аналізаторів зі збалансованими леталями по другій і третій хромосомах та інверсіях, наприклад, CyL/Pm і D/Sb [Muller, 1927]. У виявленні та визначенні частоти видимих мутацій і великих делецій в X-хромосомі використовується метод зчеплених X-хромосом [Bridges, 1914]. Для визначення частоти виникнення анеуплоїдних або з великими хромосомними перебудовами зигот застосовується метод домінантних леталей [Schmid, 1961]. Мутагенність досліджуваних сполук може бути оцінена і по частоті втрат кільцевої X-хромосоми і ряду інших тестів [Auerbach, 1945; Mikucki, 1983]. На думку фахівців, для використання в скринінгових батареях кращими є тести, пов'язані з вивченням індукції соматичного мозаїцизму [Wurgler, 1985]. 
[bookmark: __DdeLink__2414_81942938]Одним з найзручніших тестів є SMART (Somatic Mutation and Recombination Test), який використовується як варіант методу in vivo при оцінці мутагенних і промутагенних властивостей харчових добавок і продуктів, при скринінгу потенційних лікарських і косметичних засобів, полютантів навколишнього середовища [Graf, 1984]. В основі методу лежить дія досліджуваного агенту на геном клітин, що активно діляться і належать до  крилового імагінального диска личинки, гетерозиготної за певними рецесивними мутаціями. До переваг методу SMART відноситься існування модифікацій тесту з підвищеним рівнем експресії Р450, що дозволяють більш надійно екстраполювати результати тестування на ссавців [Giraudo, 2010]. Цей метод та ціла низка споріднених методів перевірки ксенобіотиків за допомогою спеціальних ліній Drosophila melanogaster є надзвичайно перспективним завдяки простоті застосування та надійності отриманих результатів [Захаренко, 1997; Giraudo, 2010; Graf, 1984; Wurgler, 1985;].
У зв’язку з вищевикладеним, метою даної роботи була перевірка мутагенної дії діоксидіну на мух лінії 109611.
Для досягнення даної мети були поставлені наступні завдання:
1. Визначити ефективні концентрації та спосіб внесення діоксидину у поживне середовище для Drosophila melanogaster
1. Оцінити плодючість та тривалість життя дослідних мух за умови впливу діоксидіну
1. Провести аналіз мутагенності діоксидіну з використанням репараційного тесту
1. Провести аналіз мутагенності діоксидіну з використанням крилового тесту

Об’єкт досліджень – мутагенні властивості ксенобіотиків
Предмет досліджень – мутагенність діоксидіну










УЗАГАЛЬНЕННЯ

Оцінка мутагенної дії діоксидину була проведена завдяки новій системі SMART (Somatic Mutation and Recombination Test) на лінії 109611 Drosophila melanogaster. Система SMART, як варіант методу invivo, на сьогодні є дуже перспективним методом оцінювання мутагенних та промутагенних властивостей лікарських та косметичних засобів, харчових добавок, та багатьох інших продуктів [Graf, 1984].
Smart-тест дозволяє оцінити дію досліджуваного препарату на геном клітин, що активно діляться та належать до імагінального диску личинки, довести або спростувати наявність мутагенного ефекту [Giraudo, 2010]. Перевага SMART-методів полягає в простоті застосування та надійності отриманих результатів.
Проведена робота була націлена на перевірку мутагенної дії діоксидину на мух лінії 109611. В ході роботи з’ясувалося, що додавання препарату у поживне середовище пригнічує плодючість та значно скорочує тривалість життя дослідних мух, що свідчить про токсичний ефект.
Згідно результатів тесту на репарацію SMАRT-системи, виконаних на мухах лінії 109611, під дією жодної з використаних у двох серіях дослідів концентрацій діоксидіну не проявився мутагенний ефект препарату. Таким чином, експериментальним шляхом показано низьку чутливість репараційного тесту на мухах лінії 109611 до діоксидину.
Мутагенний ефект діоксидину ми спостерігали на криловому тесті SMАRT-системи за обох шляхів внесення препарату у корм комах. З підвищенням концентрацій діоксидину підвищився мутагенний ефект препарату — збільшилася кількість аберраційних перебудов ІІІ хромосоми, що візуалізувалося у фенотиповому прояві мутації mwh (клітини крила мухи у нормі мають 1 довгу щетинку, за прояву mwh щетинок стає декілька і вони коротші). Показово, що шлях внесення препарату впливав на час його дії – з огляду на те, що при внесенні діоксидину на поверхню субстрату приблизно 10% крил мух мали повністю мутантний фенотип, ми можемо припустити, що якісь зміни у третій хромосомі відбулися на самих ранніх етапах розвитку яйцеклітини або ембріону дрозофіли F1.
Методика постановки досліду на перевірку мутагенної дії ксенобіотиків з допомогою SMАRT-системи (лінія 109611) дозволяє підтведити наявність генотоксичного ефекту при позитивному результі рекомбінаційного та / або крилового тесту [Detailed Strain Information, 2018]. 
У наших дослідженнях не було отримано позитивного результату при проведенні рекомбінаційного тесту;  позитивний результат крилового тесту свідчить про наявність мутагенного ефекту діоксидину, проте встановлення пошкоджуючих властивостей цього препарата потребує подальших детальних досліджень. За результатами проведених експериментів, незважаючи на доступність, відносну безпечність для дослідника і доведену у криловому тесті  мутагенну дію діоксидину, ми не можемо рекомендувати цей препарат у якості позитивного контролю при проведенні тестування ксенобіотиків на генотоксичну дію за допомогою мух лінії 109611  SMART-тесту.


ВИСНОВКИ

1. Мутагенний ефект діоксидину був зафіксований при внесенні високих концентрацій діючої речовини: 50 % вміст діоксидину у поживному середовищі і обробка поверхні поживного середовища 50% розчином діоксидину.
1. Встановили, що вплив діоксидину навіть у незначних концентраціях (від 30%) значно пригнічує плодючість, а також скорочує тривалість життя дослідних мух майже в 2 рази.
1. Репараційний тест  SMАRT-системи виявився недостатньо чутливим для виявлення мутагенного впливу діоксидину в усіх досліджених концентраціях та способах введення препарату.
1. Криловий тест SMАRT-системи виявив мутагенний ефект діоксидину на високих концентраціях (30%, 35%, 50%) при внесенні препарату у поживне середовище та при концентраціях 30% і 50%, внесених на поверхню поживного середовища.
1. Отримані результати не є остаточними і не дозволяють застосування діоксидину у якості речовини позитивного контролю при проведенні тестів SMАRT-системи.
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