II.  Preparing for microinjection.

Before we begin the microinjection, we have a few preparation steps which I’ll show you now. First, prepare plasmids DNA to be injected. 

Two plasmids are required: one for tissue-specific expression of the gene of interest and a second that provides a selectable transformation marker.
Mix the plasmids together in a 1:1 ratio of 50 ng/µl each. Next prepare agar pads which will be used to immobilize the germs for the injection
To prepare the agar pads first set out several 22 x 50 mm cover glasses on a benchtop

Using a Pasteur pipette, place a drop of the melted 2% agarose on one cover glass and immediately place a second cover glass over the drop at a 90 angle to the first. Оставьте все на пару секунд и затем снимите верхнее стекло. The diameter of the flattened disc of agarose should be between 15-20 mm.

Allow the pad to dry completely for several hours or to overnight. 

Once they’re dry Store the pads in a cover glass box at room temperature.

Next prepare the DNA loaders for solution. 

Make needle loaders for DNA solution:

To do this, take 100 capillary tube heat it in the middle over an open flame and rapidly pull it to approximately twice their length. The two halves are snapped apart once the capillary tube cools. Stockpile 10-20 needle loaders for injection. You can Store it upright in a microcentrifuge tube rack. Use caution as to not impale oneself on the points.

Now make the microinjection needles:

The needle is made from a special capillary tube that contains an internal glass filament; this filament serves as a wick for the DNA solution. To make the needles We use a Narishige PP-830 puller with a heat setting of 24.8. Several needles are pulled at a time and are stored in a small plastic box. Multiple needles can be readily "mounted" on a strip of modeling clay for long-term storage.

Small shards of cover glass will be used to break open poled needle tip. 

These are prepared by wrapping an 18 x 18 mm cover glass in a paper towel and gently applying pressure until it breaks into several pieces. Use Shards of approximately 3 x 4 mm in size.

In addition to preparing the DNA needles. Prepare about 52 100 properly staged worms/construct to be injected.  

Now we are ready to set up the microinjection microscope.

Setting up the Microinjection microscope. 

To begin setting up the microscope, Open the main valve on a helium tank that is connected to a microinjection needle arm and holder. Close the regulator valve to allow the gas to enter the line, bringing the pressure to 35 psi. Notice that the gas can be released using a foot pedal.
Next Insert a needle loader into a standard mouth pipetter tubing (found in containers of glass capillary tubes) and draw up a small amount of the plasmid mixture (~1 µl).

The needle loader is carefully placed into the back end of an injection needle and gently inserted all the way through the length of the needle until resistance is felt. Expel the DNA solution by gently blowing, then remove the loader.

Once the DNA is loaded Insert the needle into the microinjection arm, being careful to place it within the small internal rubber gasket. And then clamp it to the arm of the manipulator. 

Next Place a needle-breaking shard of cover glass on one edge of an agar pad. Cover the shard, as well as the whole surface of the agar pad, with halocarbon oil. Place the agar pad on the stage of an inverted microscope.

After the agar pad is in place, Position the needle in the center of the viewing field using the 4X objective and bright field illumination, but do not yet lower it into the oil. Next, position the inner edge of the shard of cover glass in the center, then focus on it (still using 4X objective). Lower the needle into the oil, bringing it into the same focal plane as the shard of cover glass. Raise the magnification by switching to the 40X objective. Then Refocus on the edge of the shard and reposition the tip of the needle, if necessary.

To open up the tip of the injection needle, GENTLY nudge the needle against the edge of the cover glass shard, while at the same time applying a short pulse of gas via the foot pedal. The needle will be sufficiently broken open when small droplets of liquid escape the end of the needle. Excess liquid flow due to too large an opening is not desirable, as it will kill the animals.

Once the needle is ready, we begin the microinjection. 

Injecting expression vector constructs into C. elegans. 

Next Remove the agar pad from the stage by raising the needle up, but do not change the X- or Y-axis position. Slide the stage out from underneath the needle, remove the agar pad and place it onto a dissecting microscope. Transfer a worm onto the pad, below the surface of the oil. If the worm wriggles, GENTLY stroke it until it contacts the agar pad. The moist worm should adhere to the dry agarose.

Quickly place the agar pad back onto the stage, centering the worm in the field of view.

Lower the needle into the same plane of focus as the worm.

Switch the filters to Hoffman Illumination (a type of contrast filter). This allows morphological detail of the worm to become visible. If Nomarski/DIC optics are available on the inverted scope that will work as well. Using the 40X objective, focus on the "grainy" syncytial center of the worm gonad,  below the "honeycomb" pattern of the germ nuclei (choose whichever gonad is positioned on the side of the worm facing the needle).

Fine tune the position of the needle until the tip is also in focus 

1. Gently insert the needle into the center of the gonad and apply a brief pulse of gas pressure to expel a droplet or two of DNA into the gonad arm. You should observe a wave of liquid spread across the distal gonad. With a lot of practice and skill you can hit the center of gonad every time. Keep in mind that you should work quickly, injecting a warm, as they can easily desiccate. The entire process should ideally take less than 1 to 2 minutes. 

2. Once the injection is completed, Remove agar pad  from the stage and place it on a dissecting scope. Apply 1µl of M9 buffer (22mM KH2PO4, 42mM Na2HPO4, 85mM NaCl, 1mM MgSO4) directly onto the injected worm (this might entail submerging the pipette tip below the surface of the halocarbon oil). The buffer should rehydrate the worm; it will then float off the agarose pad surface. Transfer the worm to a regular plate using a worm pick. Now I will hand off the injected warms to the Adam, and he’ll show us the selection imitenens of transgenic lines. The agarose pad can be reused several more times until it has become too saturated with buffer and the worms no longer adhere.

Injected worms, the P0 generation, are transferred to individual fresh, bacterially seeded plates (60 mm) and allowed to reproduce. Typically, injected animals are incubated at 20°C for 2-3 days until the offspring appear.

Once the offspring appear we begin to screening the transgenic warms. 

Screening for transgenic C. elegance.  

II. Подготовка к микроинъекции

Перед тем, как приступить к микроинъекции, мы должны провести подготовительные работы, о которых я вам сейчас расскажу. Во-первых, подготовьте ДНК плазмиды, которые нужно ввести путем инъекции. 
Нам необходимо 2 плазмида: один - для тканеспецифичного экспрессии гена, представляющего для нас интерес, а второй - для селективного маркера для трансформации клеток.

Смешайте плазмиды в соотношении 1 к 1 c общей концентрацией 50 ng/µl каждая. Дальше подготовьте агаровую среду, которую используют для того, чтобы лишить подвижности бактерий на время инъекции.
Чтобы приготовить агаровую среду, сначала выставите несколько покровных стекол размерами 22 x 50 мм на рабочую поверхность стола. 
При помощи пипетки Пастера поместите каплю жидкой 2% агарозы на покровное стекло и сразу же расположите второе покровное стекло над каплей под углом 90 градусов по отношению к первому покровному стеклу. Оставьте все на пару секунд и затем снимите верхнее стекло. Диаметр плоской частицы агарозы должен составлять от 15 до 20 мм.

Оставьте агаровую среду на ночь или на несколько часов, чтобы она полностью высохла. 
Когда она  высохнет, храните ее в коробке для покровного стекла с крышкой при комнатной температуре.

Затем приготовьте контейнеры ДНК для раствора.
Сделайте контейнеры шприцов с  раствором ДНК:
Для этого возьмите  капиллярную трубку с концентрацией 100 µl и нагрейте ее над открытым пламенем и быстро вытяните ее для того, чтобы она увеличилась в длине вдвое. Две половины оторвутся друг от друга, как только капиллярная трубка остынет. Пусть у вас в запасе будет 10-20 шприцов для инъекции. Вы можете хранить их прямо в микроцентрифуге на  штативе для пробирок. Будьте осторожны, чтобы не натолкнуться на острые концы.

Теперь приготовьте шприцы для микроинъекции:

Шприц изготовлен из специальной капиллярной трубки, которая содержит внутреннюю первичную стеклянную нить, эта нить служит в качестве фитиля для ДНК-раствора. Для создания шприцов мы используем пружинку Narishige PP-830 с термофиксацией в 24,8 балла. Несколько шприцов содержат раствор и хранятся в маленькой пластиковой коробке. Шприцы многократного пользования могут находиться на длительном хранении на рейке формовочной глины.
Небольшие частицы покровного стекла будут использоваться для откалывания кончика иглы. 
Их приготавливают следующим образом: необходимо поместить покровное стекло размерами 18 x 18 в бумажное кухонное  полотенце и осторожно надавить, пока оно не разломается на несколько частей. Используйте осколки размерами примерно 3 x 4 мм.
В добавление к теме о подготовке шприцов для дозирования образцов ДНК, подготовьте около 52000 поэтапных червей, которых нужно ввести путем инъекции.
Теперь мы готовы установить микроскоп микроинъекции.
Установление микроскопа микроинъекции
Для начала установки микроскопа откройте главный клапан на гелевом резервуаре, который присоединен к ручке микроинъекционного шприца и штативу. Закройте распределитель регулятора, чтобы газ вошел на линию, и добавьте давление до 35 пси. Заметьте, что газ можно выпустить при помощи ножной педали.
Дальше вставьте загрузчик иглы в режим стандартного разливания по пробиркам (найденное в контейнерах стеклянных капиллярных трубках) и вытягивайте небольшое количество смеси плазмидов (~1 µl).

Загрузчик шприца осторожно помещается в конец инъекционной иглы и выпускается на всю длину, пока не будет чувствоваться сопротивление. Выдавите раствор ДНК при осторожном нажатии шприца, затем уберите загрузочное устройство. 
Когда ДНК загружен, вставьте иглу в область микроинъекции, осторожно поместите его в пределах небольшой внутренней резиновой прокладки. И затем зажмите ее вплоть до руки манипулятора.
Затем поместите осколок покровного стекла, ломающий иглу, на край контейнера с агарной средой. Нанесите на  осколок также, как  и на всю поверхность контейнера с агарной средой, жидкую смазку из  галоидзамещённого углеводорода. Положите контейнер с агарной средой на предметный столик инвертированного микроскопа.

После того, как контейнер с агарной средой будет на месте, установите иглу в центре поля обозрения, используя 4 Х объектив и не забывая в то же время о ярком освещении, но все же не опускайте его в смазочный материал. Дальше установите внутреннюю грань осколков покровного стекла в центре, затем  сфокусируйтесь на нем (все еще используя 4X объектив). Опустите иглу в смазочный материал, поместите его на той же фокальной плоскости, как и осколок покровного стекла. Увеличьте масштабирование, переключив объектив до 40 Х. Затем перефокусируйтесь на край осколка и переставляйте верхнюю часть иглы, если нужно. 
Чтобы открыть верхнюю часть инъекционной иглы, осторожно легким толчком нажмите на край частицы покровного стекла, в то же время применяя короткий толчок газового давления через ножную педаль. Шприц готов к  впрыскиванию раствора, когда маленькие капли жидкости будут соскальзывать с конца иглы. Чрезмерный поток жидкости нежелателен из-за слишком большого отверстия, так как он убьет животных.

Когда будет наполнен шприц, мы начинаем микроинъекцию.

Вектор экспрессии инъекции направлен в тело свободноживущей нематоды.
Дальше уберите контейнер с агарной средой с предметного столика, подняв вверх иглу, но, не изменяя ось Х или Y. Уберите предметный столик под иглой, установите агарную среду и поместите ее под препаровальную лупу. Переместите червя на мягкую подкладку, ниже поверхности смазочного материала. Если червь извивается, аккуратно заденьте его, пока он не соприкоснется с агарной средой. Влажный  червь должен прилипнуть к сухой агарозе.
Быстро поместите контейнер с агарной средой на предметный столик, помещая червя  в центр поля зрения.
Опустите шприц в той же фокальной плоскости, как и червяка. 
Переключите фильтры на освещение Гоффмана (вид контрастного светофильтра), что позволит увидеть морфологические детали червяка. Если дифференциальный интерференционный контраст Номарского доступен  на инвертированной области, то тоже можно будет увидеть морфологические детали червяка. Используя объектив 40X, сосредоточитесь на гранулированном, относящемся к синцитию центру половой железы червяка, ниже ноздреватого образца ядра бактерии (выберете любую половую железу с той стороны, которая обращена к игле).
Настрой положения иглы, пока верхняя его часть не находится в фокусе действия.
1. Осторожно вставьте иглу в центр половой железы и примените короткий толчок газового давления для того, чтобы выдавить каплю или две ДНК в половую железу. После приобретения многолетнего опыта и навыков вы сможете попадать в центр половой железы с первого раза. Не забывайте о том, что вы должны работать быстро, делая инъекцию червяку, так как он может легко высохнуть. Весь процесс в идеальном варианте должен занимать от 1 до 2 минут.
2. Когда завершена инъекция, уберите резевуар с агарной средой с предметного столика и поместите его под препаровальную лупу. Примените 1 гранулу буферного раствора магния (22mM KH2PO4, 42mM Na2HPO4, 85mM NaCl, 1mM MgSO4) прямо к инъецируемого червяку  (это может влечь за собой погружение кончика пипетки ниже уровня галогенизированного масла). Переместите червяка в обычную тарелку, используя специальный пинцет для червяка. Сейчас я передам инъецируемого червяка Адаму, и он покажет вам селекцию трансгенной линии. Данная агарная среда может быть использована несколько раз, пока она не будет насыщена буферным раствором, и червяки больше не будут прилипать.
Инъецированных червяков, поколение P0, перемещают на отдельные свежие, посеянные семянами бактерии (60мм), где они могут размножаться. Обычно инъецированных животных выращивают в течение 2-3 дней при температуре 20 градусов до тех пор, пока у них не появятся отпрыски.
Когда появляются их отпрыски, мы начинаем проводить скрининг трансгенных червей.
Скрининг на трансгенную свободноживущую нематоду
