ПОДБОР МЕТОДИК РАЗВЕДЕНИЯ ТЕСТЕРНЫХ ЛИНИЙ 
DROSOPHILA MELANOGASTER
Линии Drosophila melanogaster
Для проведения экспериментов по изучению изменений продолжительности жизни, возраст-зависимых физиологических показателей (плодовитости, двигательной активности), устойчивости к различным стресс-факторам, изменений транскрипционной активности генов стресс-ответа (анализа с применением метода ПЦР) будет использована линия дикого типа Canton-S (Bloomington Stock Center, Блумингтон, США). Кроме того, для изучения изменений в генной экспрессии планируется использовать линии, содержащие конструкции, меченные репортерным белком GFP: Defensin-GFP, Drosomycin-GFP, Metchnikowin-GFP (любезно предоставлены Dr. Won-Jae Lee, Сеульский университет, Корея) – содержат GFP-репортеры генов антимикробных пептидов, активируемых по Toll- зависимому сигнальному пути. D-GADD45-GFP (сконструирована по заказу лаборатории молекулярной радиобиологии и геронтологии Института биологии Коми НЦ УрО РАН, GenetiVision, Техас, США) – содержит GFP-репортер гена ответа на повреждение ДНК D-GADD45. GstD1-GFP (любезно предоставлена John Tower, Университет Южной Калифорнии, США) – содержит GFP-репортер гена глутатион-S-трансферазы, отвечающей за детоксификацию ксенобиотиков и принимающей участие в антиоксидантной защите. Hsp22-GFP и Hsp70-GFP (любезно предоставлены John Tower, Университет Южной Калифорнии, США) – содержат GFP-репортеры генов белков теплового шока 70 и 22.
Рецептуры питательных сред

Для приготовления стандартной агарно-дрожжевой питательной среды используются следующие ингредиенты: 
	Вода, л
	Агар, г
	Дрожжи, г
	Сахар, г
	Манка, г
	50 % пропионовая кислота, мл

	0,5
	3,5
	4
	15
	15
	0,5

	1,0
	7,0
	8
	30
	30
	1,0

	1,5
	10,5
	12
	45
	45
	1,5

	2,0
	14,0
	16
	60
	60
	2,0

	2,5
	17,5
	20
	75
	75
	2,5


Компоненты по очереди следует насыпать в емкость для варки среды с водой, после чего смесь необходимо довести до кипения, постоянно перемешивая, чтобы избежать пригорания и образования комков. После кипения емкость со средой следует снять с огня и через 1-2 минуты добавить в нее фунгицид пропионовую кислоту (чтобы избежать развитие грибков на поверхности среды). Затем теплую готовую среду разливают в стеклянные пробирки объемом 20 мл по 5 мл (пробирки необходимо предварительно прокались в течение 15 мин при температуре 300°С и остудить). Пробирки со средой остужают под вентилятором по полного затвердевания среды и закрывают прокалённой ватой. Среда для коллекций или разгона мух может также содержать изюм. Рекомендуется использовать темный изюм, поскольку светлый обрабатывают диоксидом серы. 

Среду для коллекций можно хранить в холодильнике в течение нескольких дней, однако экспериментальные субстраты следует готовить непосредственно за день до пересадки мух.

Существуют также другие рецептуры субстратов. В зарубежных лабораториях среду делят на личиночную и имагинальную. В некоторых протоколах вместо пропионовой кислоты часто используют антифунгальный препарат  Tegosept.
Ниже приведен состав личиночной среды, используемой в Йельском Университете:
	Вода
	1,0 л

	Агар
	6,3 г

	Черная патока
	82,7 г

	Кукурузная мука
	67,1 г

	Дрожжи
	8,92 г

	Пропионовая кислота
	13,02 г


Блумингтоновский центр линий дрозофил (Университет Индианы, США) так же предлагает рецептуры. 
Среда для культивирования имаго дрозофил:
	Вода
	1,0 л

	Дрожжи
	17,3 г

	Соевая мука
	10,0 г

	Желтая кукурузная мука
	73,1 г

	Агар
	5,8 г

	Светлый кукурузный сироп
	76,9 мл

	Пропионовая кислота
	4,8 мл


Твердая агарная среда для сбора яиц:

	Вода
	2250,0 мл

	Агар
	88,0 г

	Светлый кукурузный сироп
	350,0 мл

	10% p-гидроксибензойная кислота, растворенная в 95% этаноле
	38,0 мл


«Полуопределнная» среда: 

	Агар
	10 г 

	Пивные дрожжи
	80 г

	Дрожжевой экстракт
	20 г

	Пептон
	20 г

	Сахароза
	30 г

	Глюкоза
	60 г

	MgSO4 x 6H2O
	0,5 г

	CaCl2 x 2H2O
	0,5 г

	Пропионовая кислота
	6 мл

	10% p-гидроксибензойная кислота, растворенная в 95% этаноле
	10 мл

	Вода
	1 л


Кукурузно-сахарозно-декстрозно-дрожжевая питательная среда:

	Вода
	17 л

	Агар
	93 г 

	Кукурузная мука
	1,716 г

	Дрожжи
	310 г

	Сахароза
	517 г

	Декстроза
	1,033 г

	Фосфорная и пропионовая кислоты *
	200 мл


* Смесь из кислот готовится в соотношении: 164 мл дистиллированной воды:836 мл пропионовой кислоты; 917 мл дистиллированной воды:83 мл фосфорной кислоты.
Институт нейрологии предлагает питательную среду следующего состава:

	Дистиллированная вода
	1 л

	Агар
	10 г

	Сахароза
	15 г

	Дрожжи
	35 г

	Кукурузный сироп
	30 мл

	15% p-Hydroxy-benzoic acid methyl ester in 95% ethanol
	5 мл

	Пропионовая кислота
	7,5 мл

	Penicillin-streptomycin 
	1 мл


Лондонский университет использует рецепт сахарозно-дрожжевой питательной среды: 
	Дистиллированнная вода
	1 л

	Агар
	15 г

	Сахароза
	50 г

	Дрожжи
	100 г

	Пропионовая кислота
	3 мл

	p-Hydroxy-benzoic acid methyl ester
	3 г


Постановка эксперимента 

(по С. Плетчеру)

Данный протокол содержит описание процедуры постановки экспериментов, направленных на изучение продолжительности жизни, плодовитости, двигательной активности и других показателей жизнеспособности дрозофил, которые были разработаны С. Плетчером (Университет Мичигана, США). От позволяет четко регулировать условия развития мух, их количество и синхронность развития всех экспериментальных особей.

1. Подготовка экспериментальной среды

1. Для развивающихся личинок обычно используют среду Caltech.

2.  Для имаго рекомендуется сахарозно-дрожжевая среда с лиофилизированными дрожжами и 2% агарозной основой, прокипяченная и заправленная антибиотиками и фунгицидами. Среду разливают по 10 мл на баночку. Нужно подождать пока субстрат застынет и подсохнет (12-24 ч), т.к его конформация может в значительной степени повлиять на продолжительность жизни как в опыте ,так и в контроле.
3. Для внесения фармакологического агента используют дрожжевую пасту, где его растворяют в нужной концентрации. Пасту намазывают на субстрат по 2 мл на банку.
2. Приготовление дрожжевой пасты

Смешиваются 5-6 мл воды с 3 г живых высушенных дрожжей, перемешиваются. Консистенция должна походить на арахисовое масло.

3. Приготовление чашек Петри с агаром

1. Один пакет агарозного премикса растворяется в 500 мл дистиллированной воды в литровой посуде, затем нужно следовать инструкциям на пакете (на самом деле не принципиален, поэтому можно использовать «Hard Agar medium for egg collecting plates» , ведь мухи лишь будут откладывать туда яйца)

2. Смесь толстым слоем разливают по 100 мм чашкам Петри, ни в коем случае не допускаются дефекты поверхности, из одного стандартного пакета получается приблизительно 14 чашек (чашки перед использованием следует прокаливать).

3.  В течение 15 мин среда должна стыть при комнатной температуре, затем чашки можно поместить в холодильник, предварительно упаковав в целлофан, либо использовать немедля.
4. Сбор синхронизированных кладок

1. Нанесите дрожжевую пасту на плотный агар так, чтобы диаметр пятна составлял 2-3 см. 
2. Расположите большой садок на CO2 столике, чтобы приморить мух. 

3. Через воронку переместите 150-200 пар спящих мух в садок из банок.

4. Поместите чашку Петри с агаром на дно садка, закройте крышкой.

5. Поставьте садок на бок, пока мухи не проснуться. 
6.  На следующий день смените чашку с субстратом на свежую, на новой среде должно быть пятно из дрожжевой пасты диаметром 1см. Чашка со средой первого дня больше не понадобится.
7. Подождите 16-22 ч, затем откиньте мух-родителей.
8. Промойте поверхность среды стандартным раствором PBS. Яйца от субстрата отделите скребком для клеточных культур как можно аккуратней, чтобы не повредить эмбрионы и не захватить вместе с кладкой тонкие кусочки агара. При помощи воронки переместите смыв в 15 мл коническую ёмкость.
9.  Подождите, пока яйца осядут на дно ёмкости, слейте лишнюю жидкость, должно остаться 2-3 мл.
10. Добавьте 8-10 мл PBS в ёмкость, повторите промывание 2-3 раза, главное в этом пункте процедуры очистить кладку от дрожжевой пасты, так кладку можно считать чистой, когда PBS станет прозрачным.

11. Слейте весь PBS, чтобы осталось не более 2 мл. Аликвотируйте яйца (32 мкл) по баночкам с CT, используя широконосую пипетку. Яйца в носике должны располагаться компактно, объем жидкости, поэтому следует минимизировать, достигается это глубоким  и быстрым погружением носика пипетки в раствор.
12.  Заселенные баночки поместите в инкубатор на время развития мух.

5. Сбор мух с известным возрастом.

1. Откиньте мух, которые вылупились преждевременно, чтобы избежать негативных последствий  от незапланированных скрещиваний, эта процедура нужна так же для максимальной синхронизации выборки.
2. 16-22 часа спустя перекиньте имаго возрастом в 1 день на 10% сахарозно-дрожжевой среды, если требуется мух, вылупившихся позже, тоже можно использовать, но отдельно.

Верните мух в инкубатор, дождитесь, когда они достигнут половой зрелости, оставьте на два дня, зафиксируйте день пересадки на 10%  сахарозно-дрожжевой среды.

Оценка количества потребляемых веществ
Данный протокол описывает процедуру измерения количества потребляемого вещества, которое экспериментатор тестирует на дрозофиле как на модельном объекте. Он может быть использован в экспериментах по изучению эффектов применения фармакологических препаратов, ингибиторов либо активаторов сигнальных путей клетки, контроля за потреблением вещества-активатора встроенных в геном генетических конструкций и их продуктов (например, контроль потребления мифепристона при мифепристон-индуцированной сверхэкспрессии генов).

Описание процедуры

1. Готовим среду с 50 мкМ флуоресцеином — на 100 мл среды 1 мл 5 мМ раствора флуоресцеина.

2. Растворяем в аликвотах среды опытные вещества, разливаем по банкам.

3. После застывания среды помещаем в банки предварительно отделённых мух (по 30 на точку) и инкубируем в темноте +25 ºС в течение часа.

4. Мух переносим в виалы и замораживаем на -20 ºС либо переносим в эппендорфы и замораживаем в жидком азоте (не менее 10 мин).

5. Быстро извлекаем пинцетом эппендорф из сосуда Дьюара и, держа за верх, вортексим 20 сек для отделения голов мух.

6. Высыпаем тела, отсчитываем по 5 шт и помещаем в новые эппендорфы. На каждый вариант эксперимента делаем 5-6 повторостей.

7. Добавляем 1 мл дистиллята, гомогенизируем 1 мин.

8. Центрифугируем 15000g 2 мин.

9. Отбираем 0.8 мл супернатанта в новый эппендорф.

10. Добавляем 0.7 мл дистиллированной воды и перемешиваем на вортексе. После этой стадии пробы можно хронить в холодильнике в течение ночи.

11. Центрифугируем 15000g 2 мин.

12. Снимаем флюоресценцию на приборе Люмекс Флюорат-02 Панорама (Lumex, Russia):

возбуждение — 494 нм

регистрация — 521 нм

коррекция флюоресценции — полная

1 мл образца наливаем в кювету и добавляем 3 мл дистиллята, кювету вставляем в кюветодержатель до упора и запускаем измерение.

13. Проводим статистическую обработку результатов: попарно сравниваем группу значений флюоресценции контроля с группами значений опытов парным t-критерием Стьюдента для определения достоверности различий.
Анализ продолжительности жизни
1. Отбор мух для изучение продолжительности жизни

1. Расположите мух на анастетическом столике (время проведения процедуры разделения самок и самцов нужно минимизировать).

2. Рассадите в банки с субстратом по 30 мух одного пола, в случае отсутствия хромосом-балансеров в каждом сосуде должно оказаться мух каждого пола на 3-4 банки. В целом время, проведенное мухами под анастезией не должно превышать 10 мин.

3.  Повторяйте шаги 1 и 2 до тех пор, пока не наберется 8-10 банок с мухами каждого пола.

2. Оформление бланка для подсчета продолжительности жизни

Рекомендуется присваивать банкам произвольные номера, которые не содержат информации о содержимом, но все расшифровки должны быть занесены в экспериментальный журнал, исследователь в идеале не  знает шифр. Банки не рекомендуется группировать по линиям. На бланке в столбцах следует размещать числа подсчета смертности, в строках – номера банок, в обязательном порядке указывается на бланке день начала отсчета ПЖ.

3. Ведение эксперимента по измерению ПЖ

Среда в банках, приготовленных для пересадки мух, должна быть комнатной температуры.

1. Во время эксперимента пересаживать мух в банки со свежей средой рекомендуется каждые 2 дня, либо 3 раза в неделю. Так можно избежать порчи среды у молодых самок личинками. Пересадка осуществляется без анастезии и часто вызывает всплески смертности у старых мух.

2. При каждой пересадке записывайте возраст и подсчитывайте мертвых мух в отработанной банке. В случае если вы ведете подсчет мертвых мух каждый день, вычитайте прежде зафиксированных из полученного числа, чтобы определить, сколько из них умерли только что.

Муха вносится в статистику, только если она подверглась естественной смерти, улетевшие и раздавленные вместе с утонувшими не учитываются.

4. Анализ данных 

1. Кривая выживаемости отражает вероятность того, что индивид не умрет в определенном возрасте, оценка этого параметра осуществляется при помощи процедуры Каплана-Майера. Когда нет возможности верно цензурировать данные, формула может быть упрощена так, что возраст–специфичная выживаемость в определенном возрасте X(Sx) определяется делением числа выживших в начале интервала времени в возрасте X(Nx)  на общее число мух в эксперименте (N0 ); Sx =Nx /N0. Кривые выживаемости являются самой распространенной формой подачи материала, их легко сравнивать , применяя логарифмический тест. Достоверные данные можно получить при наличии 50-100 индивидуумов в исследуемой группе. Выживаемость – кумулятивный показатель, так смерти не связанные со старением( ранняя смертность) будут снижать его зачение, внося некоторые сложности в наблюдение исключительно возрастных эффектов.

2. Второй способ визуализации данных – возраст-специфичная функция смертности, которая иллюстрирует вероятность гибели на каждом возрастном интервале. У показателей смертности в разных возрастных группах не прослеживается зависимости, форма кривой к тому же может поведать многое о динамике старения, в особенности когда какой-либо препарат используется только в период половозрелости. Оценки возраст-специфичной смертности требуют значительного объема выборки, т.к. в противном случае может снизится точность, рекомендуемый объем в таких случаях несколько сот мух.

3. Другие методы сравнительной оценки продолжительности жизни. В данном пункте следует упомянуть параметрическую (Гомпертца) и полупараметрическую (регрессия Кокса) модели. Это мощные статистические инструменты, но использовать их следует с осторожностью, ведь известны случаи неверной интерпретации выходных аналитических данных, особое внимание стоит уделить природе экспериментальных воздействий на мух, которая играет значительную роль при оценке данных.
Анализ плодовитости

Плодовитость самок оценивают по количеству отложенных яиц и количеству куколок, развившихся из них:

1. Для каждого варианта эксперимента отбирают по 50-100 самок. 
2. Рассаживают в пробирки объемом 20 мл по 5 самок вместе с 5 самцами линии дикого типа. Минимум раз в месяц требуется заменять самцов на молодых.
3. Раз в неделю дрозофил переносят на свежую среду, подкрашенную активированным углем.
4. Через 24 ч мух переносят на свежую культуральную среду, и подсчитывают количество яиц, отложенных самками в течение суток. При этом необходимо вести учет числа умерших самок. 
5. Через 10-12 сут производят подсчет количество куколок, развившихся из кладки. 
6. Достоверность различий между выборками оценивают с помощью критерия хи-квадрат.
Методика проведения эксперимента по наблюдению суточной динамики локомоторной активности мух

Данный протокол разработан для измерения локомоторной активности осуществляют с помощью аппаратно-программного комплекса Drosophila Population Monitor (TriKinetics, США).
1. Подготовка пробирок

1. Отсоединить от использованных пробирок колпачки (если поддеть ногтем, то снять колпачок будет легче), удалить вату. Прокипятить загрязненные пробирки вместе с колпачками 10-15 мин. Промыть под проточной водой от остатков среды. Прокалить пробирки (заодно можно высушить колпачки, при такой температуре они не плавятся). Остудить до комнатной температуры.

2. Приготовленную, остывшую среду положить в чашку Петри. Среда нарезается на кусочки и раскладывается по колпачкам с помощью иглы шприца примерно до уровня половины колпачка. Пробирка закрывается колпачком.

2. Постановка эксперимента
1. При посадке мушки в пробирку нужно следить за тем, чтобы она не соприкасалась со средой. Конец пробирки без колпачка закрывается комочком ваты. При этом важно, чтобы мушка не упала на среду, если мушка всё-таки прилипла к среде, обязательно стряхнуть ее на ватку или стекло. 

2. Мониторы заполняются пробирками строго по номерам, указанным на корпусе. В журнале делается запись о том, какие мониторы и каналы занимает каждый вид мушек. Лучше подряд размещать сначала самцов, потом самок. Если для части пробирок не хватает места, то они раскладываются строго на следующий по номеру монитор. 
Пример оформления журнала:

[image: image1.emf]2 мон. 3 мон. 4 мон.

1 6a2 male 1 4s22 female 1 2s20 male

7 12a2 female 5 10v25 male 3 8s20 female

13 18b3 male 11 16v25 female 9 14m12 male

19 24b3 female 17 22k10 male 15 20m12 female

25 30s22 male 23 28k10 female 21 26p18 male

31 32s22 female 29 32s20 male 27 32p18 female

5 мон. 6 мон.

1 6y27 male 1 4b4 female

7 12y27 female 5 7w26 male

13 18a1 male 11 16w26 female

19 24a1 female

25 30 b4 male

31 32b4 female


3. Перенос дрозофил на свежую среду
1. Каждые 4-5 дней необходимо пересаживать мушек в пробирки со свежей средой. Необходимо иметь в виду, что в условиях эксперимента среда портится примерно за 7 дней.

2. Пересадка производится в затемненной комнате, где отсутствуют любые источники света, кроме красной лабораторной лампы. 

3. Заранее в светлой комнате необходимо разместить в новых пробирках среду. Для пересадки нужно стряхнуть мушку от ваты, перевернуть пробирку ватой вниз. Подставив новую пробирку снизу, быстро вытащить кусочек ваты и плотно совместить концы пробирок. Постукиванием о стол, или потряхиванием пробирки добиться перехода мушки из старой пробирки в новую, быстро закрыть ее кусочком ваты.

4. Новая пробирка с мушкой размещается в том же канале на мониторе, откуда была взята. Каналы, в которых мушка уже погибла, можно либо оставлять пустыми, либо класть в них пустые пробирки колпачком вверх (удобно, чтобы не сбиваться в процессе пересадки).
4. Подключение установки к компьютеру
1.  После того, как все пробирки размещены по мониторам. Мониторы помещаются в инкубатор, где поддерживается температура T=25 °С и отсутствует освещение, к ним подводятся провода от системы сбора данных, а сама система подключается через USB к компьютеру.

2. Компьютер должен быть настроен на режим работы без выключения, перехода в спящий и ждущие режимы, ноутбук не должен выключаться при закрытии крышки, из-за обновления Windows и других факторов. В его работе не должно быть перебоев.

5. Запуск программы сбора данных

1. Сбор данных осуществляет программа DAMSystem308.exe. Если она не работает, нужно ее запустить. Перезагружать её нет необходимости. 

2. Данные собираются в папке DAMSystem3Data, которая находится в том же каталоге, что и DAMSystem308.exe. 
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3. Значения параметров изменяются нажатием мыши на верх или низ соответствующей цифры в окне.

4. Среди портов в пункте Serial Port нужно найти тот, к которому подключена установка. Это делается перебором всех портов по очереди.

5. Интервал чтения выбирается большим или равным числу мониторов. На данный момент имеется всего 5 мониторов, поэтому интервал чтения используется равным 5 секундам.

6. Monitor Range задает границы номеров мониторов, используемых в эксперименте. Сейчас используется мониторы под номерами 2,3,4,5,6 соответственно нужно слева поставить «2», а справа «6». Другие параметры на этой вкладке трогать не нужно. Вкладка Lights не используется.  
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7. На вкладке Monitors показаны индикаторы состояния всех используемых мониторов. Если цвет индикатора белый, то монитор не подключен, черный – он не отвечает, красный – возникла ошибка при доступе к нему. Единственный цвет, при котором монитор собирает данные – зеленый. Нужно добиться того, чтобы все используемые мониторы загорелись зеленым цветом.

6. Сохранение результатов

1. Так как данных собирается много, этот пункт является очень важным. Программа дописывает собирающиеся данные в файлы, которые находятся в этой папке, поэтому при запуске каждого нового эксперимента и пересадке мушек необходимо вырезать  эти файлы в отдельную папку, название которой задает даты начала и конца сбора данных, например:  «30 Jul – 5 Aug». Лучше размещать эти папки отдельно в папке с названием эксперимента. Например, данные по 12 видам мушек, собранные с 8 июля по 15 июля, будут лежать в папке “…/DAMSystem308/12 species/8 Jul – 15 Jul”.

2. При пересылке данных, в папку с файлами «Monitor2.txt, …» нужно добавить копию журнала, где описано то, как мушки размещены по мониторам. Пересылать нужно будет архив этой папки. 

В течение всего периода эксперимента, кроме постановки эксперимента, мушки должны находиться в темноте (красный свет при пересадке). Мушки не должны прилипать к среде в спящем состоянии. При начале нового эксперимента нужно вырезать старые файлы из папки с данными.

Анализ стрессоустойчивости

1. Проведение эксперимента

Отбирают по 150-250 мух на каждый вариант эксперимента и рассаживают их в 20 мл пробирки со стандартной агарно-дрожжевой питательной средой в количестве по 10 особей на пробирку.

Для исследования влияния теплового шока на выживаемость мух используют стандартную агарно-дрожжевую питательную среду, экспериментальных мух помещают в термостат при 35 °С. 

Для исследования влияния окислительного стресса готовят 20 мМ раствор прооксиданта параквата в 5 % сахарозе, который наносят на фильтровальную бумагу, помещенную в баночки вместо питательной среды. Далее в баночки рассаживают мух и ставят в термостат с плотно закрывающейся дверцей. Если в термостате не предусмотрен контроль влажности, необходимо обеспечить ее высокий уровень. Для этого в термостат требуется поместить емкость с водой.

Для исследования влияния голодания мух помещают в баночки с фильтровальной бумагой, пропитанной 1 мкл дистиллированной воды. В обоих вариантах воздействия стресс-фактора мухи содержатся при 25 °С.

Смертность мух смотрят 2 раза в день, разница между измерениями должна быть не менее 6 часов, в идеале – 12 часов. Данные измерений заносят в таблицу смертности и проводят статистическую обработку данных. 

Распределение 8-12

				2 мон.								3 мон.								4 мон.

				1		6		a2 male				1		4		s22 female				1		2		s20 male

				7		12		a2 female				5		10		v25 male				3		8		s20 female

				13		18		b3 male				11		16		v25 female				9		14		m12 male

				19		24		b3 female				17		22		k10 male				15		20		m12 female

				25		30		s22 male				23		28		k10 female				21		26		p18 male

				31		32		s22 female				29		32		s20 male				27		32		p18 female

				5 мон.								6 мон.

				1		6		y27 male				1		4		b4 female

				7		12		y27 female				5		7		w26 male

				13		18		a1 male				11		16		w26 female

				19		24		a1 female

				25		30		 b4 male

				31		32		b4 female
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