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摘    要

  庫賈氏病(CJD)為變性且具感染性之蛋白質（prion）所引起且造成病人腦組織
海綿樣及產生智力短期內快速退化之症狀。為建立台灣庫賈氏病病人標準檢驗技術，需要建立目前國際認可之標準檢測方法，以利疾病監測與判定。本次研習所要學習之課程如下: (一) 血液檢體處理與核酸萃取、(二) CSF14-3-3西方墨點法、(三) tau ELISA檢驗技術與結果判讀、(四)新鮮腦組織之前處理、西方墨點法檢驗與結果判讀、(五)病理免疫組織染色技術。研習之實驗課程將有助於本局台南實驗室建立標準檢驗方法之重要參考。
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壹、目的

庫賈氏病(CJD)為變性且具感染性之蛋白質（prion），會大量堆積於大腦組織，使腦神經細胞死亡，造成腦組織海綿樣及病人產生智力退化之症狀。常見之病例依發生機率可分為散發型(80~90%)、遺傳型(10~15%)、醫源型與新型庫賈氏病。而為因應台灣散發型庫賈氏病病人檢驗之需求，及近年因美國牛肉進口事件與首例新型庫賈氏症境外移入病例的發現，需要建立該疾病國際認可之標準檢測方法，以利流行病學監測與保障國民衛生安全。
位於美國俄亥俄州(OHIO)克利夫蘭市(Cleveland)凱斯西儲大學(case western reserve university)的National Prion Disease Pathology Surveillance Center 為美國CDC委託之庫賈氏病檢驗與研究參考實驗室(附件1)。該實驗室收受全美通報疑似庫賈氏病病人之相關檢體與檢驗結果報告審查、核發。本次受訓目的在研習庫賈氏病之檢驗技術、了解病人相關組織檢體操作之環境與生物安全及建立國外參考實驗室之合作管道，以利未來本局台南實驗室研究人員操作相關檢驗流程之重要參考與諮詢窗口。
貳、過程

於去(2011)年與美國參考實驗室進行電子信件往來，並於同年獲得美國National Prion Disease Pathology Surveillance Center實驗室主管Dr. Pierluigi Gambetti的同意，於2012年4月16日至27日至該實驗室研習，內容詳如研習表(附件2)。
報到的第一天先由實驗室主管Dr. Gambetti指示實驗室管理人員Dr.Sally帶領介紹實驗室環境，並給予該校關於環境安全衛生、實驗室安全等文件與填寫個人資料，並依規定進入該實驗室前的訪客或實習生要進行4小時教育訓練，並至該校的環安部Department of occupatational & environment safety (DOES) 接受關於Laboratory safety & regulated chemicals與Bloodborne pathogen training課程。
凱斯西儲大學內有教學醫院，而NPDPSC實驗室位於院區病理系的4樓與5樓，實驗室有21名成員，可分成臨床檢驗組與基礎研究組，而臨床檢驗技術員依檢驗業務為2人負責一項檢驗，以利於檢驗工作之相互協助，檢驗結果比對與互為業務之代理。Dr.Gambetti為NPDPSC實驗室總負責人且其本身為病理醫師，主要負責實驗結果與病理報告核發，並有兩位Co-director為庫賈氏病的研究員，本次負責課程主要分別與技術員Jianxin與Aaron學習血液檢體處理與核酸萃取、CSF14-3-3西方墨點法與tau ELISA檢驗技術與結果判讀；與技術員Yvone與Wei學習新鮮腦組織之前處理、西方墨點法檢驗與結果判讀；與技術員Diane與Miriam學習病理免疫組織染色技術，於最後一天與Dr.Gambetti進行總結討論。
   第一周，完成凱斯西儲大學環安部(DOES)的安全教育訓練課程後，由Aaron先示範教導血液檢體的前處理與後續核酸萃取的流程(附件3)，而血液檢體主要是來自於有庫賈氏病家族病史的個案，經評估後進行PRNP基因的分析，全血檢體會經過離心速度的分離過程，分別取出上層的血漿留存他用與中間層的WBC進行後續基因體核酸萃取，完成的核酸樣本會進行DNA定量、編號與保存在-80℃冷凍櫃保存，再由實驗室的研究組進行後續PRNP基因核酸分析。
   CSF14-3-3與tau ELISA檢測則由Jianxin示範檢測流程(附件4、5)，14-3-3西方墨點法檢測所使用之抗體與目前台南實驗室所使用之試劑相同，但其陽性對照組是經過濃度校正之後才可使用，因此其檢體之訊號強度需大於陽性對照組才可判定為陽性，假如訊號只比中間值高卻低於陽性對照組則判定為Ambiguous的結果；tau ELISA是使用Invitrogen Human (Hu) Tau ELISA的試劑進行檢驗，每次檢驗都需帶入標準品以進行標準曲線之效正與陰性、陽性對照組，最後得到結果進行運算時如果發現檢體訊號超過標準曲線，需加做適當之稀釋，以求出檢體內所含tau蛋白質的總含量，最後會將兩種檢驗的結果送給Dr.Gambetti評估結果及將報告核發給通報單位。
第二周，與Wei學習新鮮大腦組織之前處理、西方墨點法檢驗與結果判讀。該實驗室會收受到全美庫賈氏病病理解剖或採檢後之腦部組織檢體，組織檢體會先由負責採檢之病理醫師依部位先進行初步之切片，並依前腦至後腦之次序放置於砧板，以利後續技術員針對部位採檢。
實驗室收到檢體後會先給予檢體編號，並暫時保存於-80℃冷凍櫃，執行檢體採樣會由兩人配合進行，由一人使用拋棄式手術刀分別從大腦的frontal, occipital, cerebellum皮質刮取0.08~0.1g的檢體，再由另一人確認檢體的確實重量，最後依流程進行組織均質、蛋白質水解等流程(附件6)，而採樣後之剩餘檢體會經過三層包裝後送回-80℃冷凍櫃保存。
每件個案之檢體會跑一張蛋白質電泳，再以專一性抗體確認所採檢之檢體是否有變性prion蛋白質的存在，並與陽性對照組比對位置是否符合，最後再將結果整理成書面報告送實驗室主管審核報告。
而通常通報單位的病理醫師會將全腦組織分成兩半，一半不經任何處理以-20℃冷凍直接寄送至實驗室進行變性prion西方墨點法檢測，另一半會先泡在10%中性福馬林溶液中，送至實驗室進行後續病理組織切片與染色(附件7)。技術員Diane與Miriam在收到腦組織後會繼續將其泡至於福馬林滿14天，並與病理醫師或專司gross之技術員確認檢體粗切之時間。
病理組織會採取大腦的17個部位進行H&E染色，另其中的7個部位會加做免疫組織染色，取下適量大小之組織檢體進行脫水、滲蠟、包埋、切片、染色及封片等流程，技術員會先檢視陽性對照組之玻片是否符合標準，再將完成染色之病理玻片再送實驗室主管進行判讀與報告核發。


5、 心得及建議
一、依檢體危害等級進行實驗室操作區域劃分
  依WHO公告關於庫賈氏病操作實驗室安全的指引，可依操作檢體的種類，在適宜的環境下進行檢驗工作。在美國庫賈氏病參考實驗室的作法，將組織西方墨點法、CSF14-3-3西方墨點法、tau ELISA與血液核酸萃取在BSL-1實驗室搭配BSC的設備下操作，但新鮮腦組織之前處裡仍須再BSL-2實驗室搭配Class 2 type B1的BSC裡頭進行檢體採檢。病理組織的腦組織粗切、甲酸去活化、脫水、與包埋在BSL-1實驗室搭配化學排氣櫃與生物安全櫃內進行；腦組織石蠟玻片製備與染色則在另一間BSL-1實驗室。因此，在進行組織檢體前處理時仍須在高規格實驗室下操作或必須經過去活化處理，其餘CSF或血液檢體則可在有配備 BSC的實驗室環境下操作。
二、實驗室操作人員個人防護裝備須確實著裝
實驗室技術員也會穿著適宜之防護裝備執行檢驗工作，在BSL-1實驗室內會依序換穿拋棄式實驗衣、袖套、2層手套、口罩、拋棄式面罩等個人防護裝備；在BSL-2實驗室依序換穿拋棄式D級防護衣(含鞋套)、頭套、袖套、鞋套、3層手套、口罩、拋棄式面罩等個人防護裝備，檢體前處理時，須兩人配合，以利檢體採檢與其相關資料之紀錄。台南實驗室BSL-3實驗室在進行相關檢驗時，也會採2人一組，並依循標準流程進行個人防護裝備之著裝，以確保操作人員之安全。
三、建立腦脊髓液tau蛋白質等生物標誌之檢驗技術與研究
依WHO庫賈氏病的診斷依據，病人除了符合近期內快速失智症之相關症狀，同時腦波圖(EEG)有週期性的棘波或CSF檢體內有蛋白質14-3-3的存在，即可判定為極可能個案。然而近年來相關文獻指出，個案之CSF檢體還有其他可供參考之生物標誌如tau、S100b等。NPDPSC實驗室在近兩年內也加入tau蛋白質的檢驗，除可與蛋白質14-3-3之結果比較外，該技術所採用的是相對定量的技術，可將檢體內tau蛋白質的含量藉由標準曲線進行估算，檢體內檢測到超過1200 pg/mL of tau則判定為陽性。因此台南實驗室也會建立tau ELISA的技術，以提供台灣庫賈氏病工作小組另一判定之指標。
四、新鮮組織檢體之西方墨點法之建立
在台灣對於庫賈氏病極可能個案除了病人家屬同意外可進行行政解剖，並無強制進行後續病理之程序，但如有新型庫賈氏病極可能個案，且無法排除為本土病例，則為積極說服家屬進行病理解剖，以利病例之判定與後續流行病學追蹤。因此台南實驗室將建立新鮮腦組織檢體西方墨點檢驗方法，並感謝美國參考實驗室Dr.Gambetti同意分讓變異prion陽性之檢體，以為檢驗過程之陽性對照組，對於方法學之建立有極大之幫助。 

五、提升腦病理組織之判定能力
實驗室可建立血清學與分子生物學之技術與檢驗結果判定，但對於病理切片後之結果，仍須由專業之病理醫師協助鑑定H&E染色組織空泡化之情形與IHC染色變異prion之抗體染色，為需長久經驗之累積與專業才可執行之業務。短期將先建立血清學檢驗之技術，中、長期擬與有興趣之病理醫師合作，可先在台南實驗室建立病理組織切片之技術，再將製備好之病理玻片送交合作之病理醫師協助最後結果判定。
六、國際合作
國際交通發達，文化交流頻繁，台灣仍有發生新型庫賈氏病境外移入與本土個案之可能性，且新型庫賈氏病病例的發生往往伴隨對進口牛肉安全之疑慮與社會的恐慌，對於個案之判定實需謹慎求證。因此可與國外參考實驗室建立檢體送驗管道，而未來台南實驗室也須建立庫賈氏病標準檢驗方法，並與相關參考實驗室進行結果比對，以提升檢驗能量。 
肆、 結語

雖然本次美國庫賈氏病參考實驗室研習只學習常用之標準檢驗方法，但如需開發其他新式檢驗技術或基礎研究，仍須有標準檢驗方法之結果供比對，才能進行技術優劣之比較。未來的趨勢是希望能藉由血液或CSF檢體即能判定是否為庫賈氏病的個案，或監測疾病的病程，以減少病理解剖帶給病人家屬之心理壓力，同時也能以更有效率的方式監測疾病的盛行率，台南實驗室將先具備基礎之檢驗能力後，將積極開發新式檢測工具。
附件1.研習地點 (NPDPSC)
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National prion disease pathology surveillance center, 

Case western reserve university, Cleveland, Ohio 44106
附件2.研習行程表
	日期
	工作

日誌
	地     點
	行  程  內  容

	2012/4/14
	啟程
	高雄→台北
	路程

	2012/4/14
	轉機
	台北→洛杉磯
	路程

	2012/4/15
	轉機
	洛杉磯-克利夫蘭
	抵達

	2012/4/16-26
	研習
	克利夫蘭

National Prion Disease Pathology Surveillance Center
	庫賈氏病相關檢驗技術研習

	2012/4/27
	返程
	克利夫蘭→洛杉磯
	路程

	2012/4/28
	返程
	洛杉磯→台北
	路程

	2012/4/29
	抵達
	台北→高雄
	抵達


附件3.血液檢體的前處理與核酸萃取
Blood protocol

1. 血液檢體於離心400*g, 10分鐘，如無法得到澄清之上清液，需再重複離心。

2. 取上清液，並小心吸取沉積於血液上層之白血球移入新的1.5 mL 離心管。

3. 含有血球之血漿離心2800*g, 10分鐘。

4. 將上層血漿移到新離心管中保存，下層白血球部分以350 uL of PBS回溶，並充分打散。

5. 取200 uL的白血球，利用QIAamp DNA blood mini kit萃取total DNA。  

Materials:

1. QIAamp DNA blood mini kit

2. 1.5 mL eppendorf.

PPE:

1. 穿上拋棄式實驗衣。

2. 戴上口罩。

3. 戴上拋棄式face shield。

4. 戴上第一層手套(長)，並包覆實驗衣衣袖，並用膠帶密封手腕處。

5. 穿上袖套，並戴上第二層手套，將手套與袖套接觸處以膠帶密封。

6. 戴上第三層手套。

實驗過程如有接觸任何檢體，如要再在使用其他器材，須記得更換最外層手套。

7. 在fume hood 操作所有實驗。

附件4.14-3-3蛋白質西方墨點法
Csf protocol

1. 從-80℃取出檢體回溫，並於實驗桌上排定檢體。

2. 檢體依其送來的量分裝於1.5mL eppendorf,每管約1ml,並詳細記錄體積量。

3. 放入離心機,14000 rpm,5 min。

4. 取出上清液,並移至新的1.5ml eppendorf，並保存於-80℃。

5. 取45uL CSF與22.5uL sample buffer混合,於乾浴槽加熱至100℃,10min。
6. 取step5 30uL加入電泳膠片well內，進行蛋白質電泳。
7. 電泳完成後,進行轉漬實驗。
8. 取出轉漬膜PVDF,加入10% non-fat milk in TBST 1小時blocking。
9. 加入1’Ab 1:1000 in 5% non-fat milk in TBST o/n hybridization。 

10. Wash in TBST 4 tims,每次10分鐘.
11. 加入2’Ab 1:1000 in 5% non-fat milk in TBST hybridization。
12. Wash in TBST 4 tims,每次10分鐘.
13. PVDF 放在保鮮膜上,加入ECL反應5 min.

14. 暗房壓片.

Materials:

1. TBST: 10X TBS biorad 1706435 100ml + water 890 +10 Tween-20 10 ml

2. Sample loading buffer: Add 50 uL of ᵦ-mercaptoethanol (2ME) per 950 uL of sample buffer (biorad 161-0737) 

3. 1Ab SC-625

4. 2Ab Amersham NA9340 (anti-rabbit)

5. ECL Amersham RPN2132

6. PVDF: immobilon P transfer membrane Millipore cat IPVH00010

7. 電泳膠片12.5% TG glycine biorad 345-0015

8. PC: positive control 經過比對過病人組織判定結果後,得到最小判定為陽性之   
      對照組。

9. NC: negative control經過比對過病人組織判定結果後,得到判定為陰性之對照  

    組。

10. AC: Ambiguous control經過比對過病人組織判定結果後,得到最判定為陰性，

   仍有弱陽性band之對照組。  

PPE:

1. 穿上拋棄式實驗衣。

2. 戴上口罩。

3. 戴上拋棄式face shield。

4. 戴上第一層手套(長)，並包覆實驗衣衣袖，並用膠帶密封手腕處。

5. 穿上袖套，並戴上第二層手套，將手套與袖套接觸處以膠帶密封。

6. 戴上第三層手套。

實驗過程如有接觸任何檢體，如要再在使用其他器材，須記得更換最外層手套。

7. 在fume hood 操作所有實驗。

判定標準:

1. Negative: equal or less than the NC

2. Ambigious: less than the positive control, but more than the NC.

3. Positive: equal or more than the sensitivity of PC

附件5.tau 蛋白質ELISA
Tau ELISA:
Materials:
1.試劑：Invitrogen Human (Hu) Tau ELISA
	Internal control
	sample
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	


2.ElLISA plate 其中之孔盤 coated with anti-Tau antibody，並可定量確認Tau的濃
 度.
Step (依試劑指示說明進行)
1. CSF sample 1:10 diluent 10uL of CSF + 90 uL of diluent加入well中。
2.  Dilution standard:
	Diluent 9uL)
	Standard conc 400 pg/ml
	Final conc. pg/ml

	380
	20
	20

	350
	50
	50

	300
	100
	100

	200
	200
	200

	100
	300
	300


進行QC時,設定檢測 High (200 pg /ml) 與low conc (40 pg/ml)of standard.並要在兩個標準差內.

3  判定標準:樣本經標準曲線得到之濃度>1200 pg/ml則判定為陽性。

4. 樣本濃度如超過標準曲線外，則需進行稀釋以得到準確濃度。
附件6. 腦組織檢體PrPSC西方墨點法檢測

方法:  

1. 先換上個人防護裝備，依序如下:穿上鞋套，C級防護衣(含鞋套)，穿上防滑鞋套，戴上第一層手套並覆蓋防護衣袖口,使用膠帶包覆袖口與手套處，繫上拋棄式圍裙，戴上袖套，戴上第二層手套並覆蓋袖套袖口處,使用膠帶包覆袖口處，戴上口罩(活性碳)，戴上頭套，將防護衣頭罩拉上，戴上拋棄式面罩，戴上第三層手套。

2. 生物安全櫃內鋪設吸水墊，以避免直接汙染BSC表面;並放置滅菌袋，以便相關組織檢體包裝耗材丟棄；配製1N NaOH約30 mL於細胞T150 flask中，以利拋棄式手術刀使用後之消毒。

3. 先取一張吸水紙，利用拋棄式手術刀檢體包裝割開，取出所需之組織檢體並放置於吸水紙上，利用手術刀刮取0.08~0.1g左右的組織檢體放置於2 mL螺蓋式保存管(利用微量天平詳細記載重量)。

4. 主要採集大腦的三個部位:frontal,occipital,cerebellum。

5. 採集後剩餘之腦組織檢體於BSC內放回新的厚塑膠包裝袋中(各種大小)，並由另一人協助，另放入新的一層厚塑膠包裝袋中，並附上寫有檢體編號之紙條，並利用塑膠熱融機封口，移入-80℃冷凍櫃中保存。

6. 加入3-5顆0.1 mm大小左右之鐵珠於保存管中。

7. 以重量體積比1:10加入tissue lysis buffer(ex:0.1g的組織,加入900 uL的lysis buffer)。

8. 搭配使用微珠撞擊器，將組織均質化，每次撞擊時間75 sec，重複三次，每次撞擊後可將樣本放置於冰上一段時間後再繼續，以避免檢體過熱。

9. 取用2個1.5 mL離心管，並各加入60 uL均質後之檢體(檢體需分成PK與non-PK處理)。

10. 一管含有60 uL均質後之檢體加入3 uL of PK (2 mg/mL)，並放置於37℃乾浴槽作用1 hr，另一管不加PK處理。

11. 含有PK之均質後檢體作用完後，加入2 uL of PMSF (72mM，溶於乙醇或異丙醇)。

12. 經過 PK與不經任何處理的檢體中加入65 uL of SDS sample buffer(2X)，並放置於100℃的乾浴槽中作用10分鐘。

13. 從中分別取用PK作用後之檢體與未經PK處理之檢體於同一片電泳膠片進行蛋白質電泳，loading gel 示意表1如下。

	Well No.
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12
	13
	14
	15
	16
	17
	18

	Part No.
	F
	F
	F
	F
	T1
	T2
	O
	O
	O
	O
	M
	C
	C
	C
	C
	N
	
	

	PK(+/-)
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	-
	
	

	Vol (uL)
	8
	8
	2
	30
	3
	0.8
	8
	8
	2
	30
	
	30
	8
	2
	30
	30
	
	


F:Frontal O:Occipital C:Cerebellum T1:sCJD type1 T2: sCJD type2 M:Marker

N:negative control

14. 進行蛋白質電泳，以80V進行電泳40分鐘，再調整為150V進行電泳2小時，電泳過程中可放入含有冰寶之保麗龍箱中進行。
15. 電泳完成後,進行轉漬實驗2小時。
16. 取出轉漬膜PVDF,加入10% non-fat milk in TBST 1小時blocking。
17. 加入1’Ab 1：40,000 in 5% non-fat milk in TBST o/n hybridization。
18. Wash in TBST 4 tims,每次10分鐘.
19. 加入2’Ab 1:3000 in 5% non-fat milk in TBST hybridization。
20. PVDF 放在保鮮膜上,加入ECL反應5 min.

21. 暗房壓片.

結果判定:

NC: The negative control is a brain homogenate, only normal prion protein.

PC: Type I PC, Type II PC (此類型之病人病症快速), proteinase K-resistant

環境:

1. BSL-2 

2. BSC: class 2 type B1

材料:

1.Tissue lysis buffer: 1.Tris-HCl, pH7.5 (Biorad 1610719) 200mL
                 2.ddH2O                      200mL
                 3.NaCl                        1.75g

                 4.EDTA-sigma E1644            0.74g

                 5.sodium deoxicolate-sigma D6750  1.0g

                 6.IGEPAL CA-630 sigma I-3021    1mL

                 7.proteanase K (PK) sigma P2308 with PBS (2mg/ml)

                 先加1至150mL ddH2O

2. Bio-rad Criterion Tris-HCl gel 15% 345-0020

3. TBST: 10X TBS Biorad 1706435 100 mL + water 890 mL + Tween-20 10 mL
4. Sample loading buffer: Add 50 uL of β-mercaptoethanol (2ME) per 950 uL of 
  sample buffer (Biorad 161-0737) 

5. 1Ab 3F4

6. 2Ab Amersham NA9310v (anti-mouse)

7. ECL Amersham RPN2132

8. PVDF: immobilon P transfer membrane Millipore cat IPVH00010

備註:

1. 隨然處理環境沒有負壓，但進出入管制與個人防護裝備仍規定相當嚴格。

2. 使用拋棄式刀具組，但使用須小心。

3. 進行組織前處理流程時建議為兩人一組，一人負責取樣放入採樣管中，一人負責秤重並記錄重量。取樣後組織需再以三層包裝移至-80℃冷凍櫃保存，因此   於BSC將檢體依大小與部位放入封口袋中(第一層)，並將同一批號之檢體放回原袋子或新的袋子中，於妥善包裝後(第二層)，再由另一位同仁協力將整批組織連同標示檢體編號之紙片放入一個新的袋子(第三層)，並以熱熔機做封口處理。

檢驗結果報告(對照示意表一):
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Tissue sample concentration: 

檢體濃度過低，導致western blot 訊號不明，需作檢體濃縮。

Protocol

Brain homogenate

1. In BSC class 2 type B1, please 200~350 mg of sample tissue into 2.0 mL Axygen v bottom screw cap tube containing 3*2.3mm bead (stainless steel bead).

2. Add 1.425 mL of ice cold standard lysis buffer per tube.

3. Homogenize the tissue for 3 cycles at 75 sec each with reciprocating homogenizer in BSL-2 hood.

4. Cool homogenates between cycles on ice.

5. Clarity the BH for 5 min at 500*g (3000 rpm) at RT in Allegra S-2415 swing rotor.

6. Take on aliquot of the supernatant for standard PK step and WB and store at -80℃.

Prion precipitation with PK/NaPTA

7. Transfer 0.5 mL of the thawed supernatant from step 6 to a conical eppendorf tube containing 0.5 mL of PBS/4% sarkosyl/5 mM MgCl2, vortex vigorously, 

pH 7.4. (25 mL PBS +1g sarkosyl +125 uL 1M MgCl2).

8. Add 50 IU of benzonase (2 uL of undiluted stock containing 25 IU/uL ).

9. Shake 30 min at 37℃ at 600 rpm.

10. Add PK to final 50 ug/ml (10 ul of 5 mg/mL stock) and incubated 60 min at 37℃ with shaking at 600 rpm.

11. Block PK with proteinase inhibitor 1:50 (20 uL of each).

12. Add 33 uL of NaPTA without MgCl2 and incubate 30 min to 16 hrs at 37℃ with shaking at 600 rpm.

13. Spin at14000*g 30 min RT.

14. Discard the supernatant and resuspend the pellet in 35 ul of 2x SB for SDS PAGE, boiling 100℃ 10 min.

Materials

1.10X PBS

2. 30 % sarcosyl in H2O(sigma 61747)

3. PK (100 mg, Amresco 0706 )

4. PMSF (sigma P7626)

5. Aprotinin (sigma A6103)

6. Leupaptin (sigma L2884)

7. NaPTA (sigma P6395)

配製濃度

1. 1X PBS

2. PK 5 mg/mL

3. PI (PMSF at 0.2 M/100% EtOH)

4. 100% PTA

附件7. 腦組織病理染色
1. 收到醫院寄來浸泡在福馬林的腦組織，於BSC內換新的福馬林溶液，並繼續放置14天(標示處理日期於塑膠圓桶外)，以利福馬林能繼續滲進腦組織中。

2. 於預定時間內通知病理醫師或技師於BSC內進行腦組織切片，並將切片放置於已編號的組織卡夾(cassette)中，進行H&E染色需取腦部17個部位(Frontal, Temporal, parietal, Hippo, WM & CG, Occip, BG ANT, BG Post, ThAL Post, Htpo thalamus, Dentate, Hemisphere, mid Brain, PONS, Medulla, Pit)，進行IHC染色需取7個部位(Frontal, Hippo, Occip, BG ANT, Dentate, Hemisphere, midBrain)。

3. 將取下的部分分別浸泡於甲酸(98% Formic acid)1小時，可將變異之 prion去活化，再移入中性福馬林浸泡48小時。

4. 接下來將檢體放入組織水脫水機進行脫水與滲蠟處理。

5. 脫水後之檢體依其需求進行H&E染色與IHC染色。

H&E自動染色機器染色程序
   Leica auto stained XL染色機與CV 5030自動封片機。

   設定程序如下表:

	Step
	reagent
	time

	1
	xylene
	2 min

	2
	xylene
	2 min

	3
	xylene
	2 min

	4
	EtOH 100%
	2 min

	5
	EtOH 100%
	2 min

	6
	EtOH 100%
	2 min

	7
	EtOH 95%
	2 min

	8
	ddH2O
	2.5 min

	9
	Hematoxylin
	3 min

	10
	Bluing
	15 sec

	11
	ddH2O
	2.5 min

	12
	EtOH 95%
	1.5 min

	13
	Eosin
	15 sec

	14
	EtOH 95%
	1 min

	15
	EtOH 95%
	1 min

	16
	EtOH 100%
	1.5 min

	17
	EtOH 100%
	1.5 min

	18
	EtOH 100%
	1.5 min

	19
	xylene
	2 min

	20
	xylene
	2 min

	21
	Rack move to CV 5030自動封片機


免疫組織染色程序

1. 將玻片放置60℃烘箱內放置24小時，進行初步脫蠟。

2. 玻片脫蠟(rehydration): (1).xylene 3min, (2). xylene 3min, (3).100% EtOH 3min, (4).100% EtOH 3 min, (5).95% EtOH 3min, (6).95% EtOH 3min, (7). Running cold tap water to rinse.

3. Antigen retrieval: 1).將玻片泡置於含1.5mM HCl溶液的玻片槽, (2). 將玻片槽入壓力鍋，並倒入600 mL水於壓力鍋內鍋, (3).蓋上壓力鍋蓋放入微波爐加熱12 min, (4).取出壓力鍋，聽到蒸氣聲(約30 sec), (5).將微波爐功率調降至20%並加熱15 min, (6).取出壓力鍋靜置45 min, (7).打開鍋蓋取出玻片槽靜置於室溫15 min, (8). Running cold tap water to rinse, 5 min.

4. Leica auto IHC stain:

	Step
	reagent

	1
	TBST one time/each slide

	2
	2.4% H2O2 

	3
	Rinse in TBST

	4
	1% NGS, 10 min 

	5
	1’Ab 1:600, 90 min 

	6
	Rinse in TBST

	7
	Dako Enrision kit, 35 min

	8
	TBST wash 2 times

	9
	Visualization (Dako DAB 1mL, 1 drop of substrate, chromogen ), 60 sec 

	10
	Stop DAB in water

	11
	Counterstain:dips in 50 % Hematoxylin, wash 2 time in water

	12
	Dehydration: water,95%EtOH 2 time, 100% EtOH 2 time, Xylene 2 time.快速去水  

	13
	Rack move to CV 5030自動封片機


Materials:

1. 10%中性福馬林

2. 塑膠圓筒(用於浸泡福馬林與腦組織) 

3. 甲酸 (98%)

4. 1Ab 3F4 (1:750, 1000, 1500)

5. DAB 750118 Invitrogen

6. 95% EtOH

7. 100% EtOH

8. 30% H2O2
9. TBST :Tris-buffered saline (S1968 Dako), 2.5mL tween-20 in 5L ddH2O

10. 10% NGS (S-1000 vector Lab), blocking conc.:1% NGS.

11. 1.5 mM HCl (32.5 uL of 濃.HCl in 250mL of ddH2O)

12. Hematoxylin[image: image3.jpg]



13. 玻片染色示意圖:紫色為H&E, 咖啡色為IHC
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