Cryostat section

작성자 : 김미진
1. 1.       준비물
1) 1)       Cryosection machine (Leica CM1900)

-사용 전 3시간 전에 미리 –20℃ setting (평상시 –10℃ 유지 or 전원을 끈 상태에서 뚜껑을 열어둔 상태로 유지)

-두께 조절 10-60um

-칼 고정(오른쪽 나사 조절)

-antiroller: fragile

2) 2)       Slide warmer 37-42 ℃ 준비
3) 3)       Slide glass (poly L-Lysine coated, Fisher 12-550-15)

Cover glass (corning, other German co. 22x30 mm)

2. 2.       Sample preparation

1) 1)       Hoil을 둥글게 말아서 mold 를 만든다 (1.5cm 높이).

2) 2)       척위에 hoil mold를 OCT로 붙인다 (-20℃).

3) 3)       Bubble이 안 들어가도록 OCT를 mold의 절반까지 천천히 부어준다. 

4) 4)       Dry ice 위에 *embryo를 올려놓고 급속히 freeze한 후, mold의 OCT 위에 올려 방향 맞추어 세워놓고(한번에 붙여야 안 떨어짐), OCT를 더 부어서 mold를 완전히 채운다. (* Stained embryo는 gradually hydration 한 후, 30% sucrose에 넣어서 가라앉힌 후, 냉동시킨다.)

5) 5)       –20℃에서 냉동시킨다.

6) 6)       Cryosection machine 에서 원하는 두께로 section 한다.

** Mold의 hoil을 벗겨내고, frozen OCT의 매끄러운 부분이 칼날에 닿도록 위치시킨다.

3. 3.        Section 후, sample이 고정되어있는 slide glass를 다음에 열거한 solution이 들어있는 staining jar에 차례로 담근다.

1) 1)       PBS for 5min (x2)

2) 2)       70% EtOH for 2min 

3) 3)       80% EtOH

4) 4)       90% EtOH

5) 5)       100% EtOH

6) 6)       100% EtOH (absolute) 

7) 7)       Xylene (or Histo choice, Amresco) for 5min (x2)

8)  Dry

8) 8)       Permanent mounting (VectorLab)

9) 9)       Dry overnight 

