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Streszczenie: Niemal kazdy proces komérkowy w organizmie uzalezniony jest od przestrzennej or-
ganizacji tkanek, w ktorych zachodzi. Liczne odmiany mikroskopii fluorescencyjnej umozliwiaja
zbadanie zaleznosci pomigdzy struktura i funkcja na poziomie komoérkowym. Jednakze z powodu
naturalnej budowy tkanek, ktorych komponenty uniemozliwiaja przenikanie $wiatta do glebszych
ich warstw, dotychczasowy zakres obserwacji mikroskopowych byl ograniczony do dziesigtek
mikrometrow w glab narzadu. Niedawno opracowana grupa metod optycznego oczyszcza-
nia tkanek czyni je przezroczystymi, tym samym rozszerzajac zakres penetracji Swiatla laserow
przez cate narzady, a nawet ciata gryzoni laboratoryjnych. Niestety, niczym kazda technika, op-
tyczne oczyszczanie tkanek ma nie tylko zalety, ale rowniez wady, z ktérych gtownym jest predkie
wyzarzanie fluorescencji endogennych biatkowych fluorochromoéw, znacznie ograniczajace zasto-
sowanie tych technik do badania tkanek pochodzacych z licznych, warto$ciowych modeli zwierzat
transgenicznych. W niniejszym opracowaniu przedstawiona zostata klasyfikacja technik optyczne-
go oczyszczania wraz z ich ogdlna charakterystyka, ze szczegélnym uwzglednieniem najnowszych
rozwiazan umozliwiajacych stabilizacje funkcji endogennych fluorochromow.

Stowa kluczowe: optyczne oczyszczanie, tkanki, przezroczysty, CUBIC, DISCO, CLARITY
Summary: Presumably every process taking place in our organs relies on 3-dimensional context

of tissues. Various fluorescence microscopy techniques were successfully implemented to unravel
relation between structure and function at cellular level. However, these approaches were limited to
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dozens of micrometers deep into the tissues, by light-obstructing nature of their components. Re-
cently developed set of methodology, tissue optical clearing (TOC), was developed to overcome this
obstacle and extend undisturbed passage of laser light through the entire organs, even whole bodies
of laboratory rodents. As every technique, TOC possess certain advantages and disadvantages, out
of which main is rapid quenching of fluorescence of proteinaceous fluorophores that greatly limits
wide application of TOC to continuously growing number of valuable transgenic animals models.
Here we provide general information about TOC classification and discuss recent advancements that
now allow to greatly stabilize function of endogenous fluorochromes.

Keywords: tissue clearing, tissues, transparent, CUBIC, DISCO, CLARITY

WSTEP

Mimo iz trudno jest wyobrazi¢ sobie jak duzy wptyw na postep w dziedzi-
nach histologii i biologii komorki maja techniki mikroskopii konfokalnej, maja
one jedno wspodlne, znaczace ograniczenie — umozliwiajg obrazowanie wytacz-
nie powierzchni preparatu (osiggajac 150-250 pum zakresu obrazowania w glab
tkanki, w zaleznosci od jej budowy). Wynika to z (i) pochtaniania energii wiaz-
ki lasera przez obecne w tkance lipidy oraz barwniki (np. hemoglobina, melani-
na, lipofuscyna) oraz (ii) rozpraszania fali $wiatla przenikajacego przez macierz
zewnatrzkomoérkowsa oraz komorki, ktorych wnetrze ztozone jest z elementow
0 znaczaco zrdéznicowanym wspotczynniku zalamania §wiatta [31] (ang. refracti-
ve index, R1, od wartosci 1.33 dla wody po ~1.58 dla biatek). Niedawno opisane
techniki tzw. optycznego oczyszczania tkanek (ang. tissue optical clearing, TOC)
znoszg to ograniczenie pozwalajac na zobrazowanie nawet catych ciat drobnych
gryzoni laboratoryjnych (myszy oraz szczurow) z komorkowa rozdzielczoscia
[24, 36, 39]. Jest to mozliwe dzieki usunigciu zwigzkéw absorbujacych $wiatto
oraz wyrownanie RI w obrebie danego narzadu. Ten ostatni etap jest osiggany
w sposob odmienny w trzech, chemicznie skrajnych metodach [37] — (a) prze-
wadniajacych (ang. aqueous-based clearing), w ktorych sumaryczny Rl ulega ob-
nizeniu po zastosowaniu zwigzkow stymulujacych naptyw wody w obreb tkanki,
(b) monomerowych/zelowych, opartych na przesyceniu tkanki monomerami np.
akrylamidu (fgczacym biatka oraz kwasy nukleinowe) oraz p6zniejszym wyphu-
kaniu lipidéow oraz (c) rozpuszczalnikowych (ang. solvent-based clearing), wy-
korzystujacych dehydratujace wtasciwosci gradientu alkoholi oraz podzniejsza
silng delipidacje¢ tkanki. Sposrod wszystkich, ponad juz 30 oryginalnych technik
TOC, techniki rozpuszczalnikowe sa postrzegane jako najefektywniejsze [23, 31]
z uwagi na (i) krotki czas preparatyki (liczacy od godzin dla drobnych tkanek
takich jak mysie wezly limfatyczne [5], czy rdzen krggowy [6], po niecate dwa
tygodnie dla oczyszczenia calych mysich cial) oraz (ii) osiagany przez rozpusz-
czalniki wysoki RI bardzo zblizony do dehydratowanych biatek [4] (np. 1.56 dla
metody 3DISCO oraz 1.55 dla uDISCO).*

*Czytelnikow zainteresowanych podstawami TOC wraz z ich pelng charakterystyka odsylamy do ar-
tykutow przegladowych [21, 26, 31] w niniejszym opracowaniu ograniczajac si¢ do znaczacego poste-
pu w metodyce zachowania fluorescencji biatkowych fluorochroméw w tkankach poddawanych TOC.
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Niestety, poczawszy od pierwszych publikacji w 2012, podstawowym, bardzo
znaczacym ograniczeniem metod rozpuszczalnikowych byto gwattowne (zacho-
dzace nawet ponizej 24 godzin!) zanikanie sygnatu pochodzacego z endogennych
fluorochromow, takich jak biatka zielonej i zottej fluorescencji (ang. green/yellow
Sfluorescent protein, GFP, YFP) oraz tdTomato [5, 6]. Uniemozliwiato to wykorzy-
stanie rozlicznych, szeroko stosowanych linii zwierzat transgenicznych i skracato
dostepny czas obrazowania do zaledwie kilku godzin/dni po oczyszczeniu. Do-
tychczas powszechne byto przekonanie, jakoby to obecno$¢ czasteczek wody od-
powiadata za zdolno$¢ fluorescencji wspomnianych biatkowych fluorochromow
[31]. Liczne zaproponowane rozwigzania przedstawione w tym opracowaniu wy-
kazaty, iz jest to mylny poglad, za$ ostatni rok przyniost przelom w kwestii za-
chowania zdolnosci fluorescencji, co niewatpliwie znajdzie swe odzwierciedlenie
W jeszcze powszechniejszym zastosowaniu technik rozpuszczalnikowych.

METODY STABILIZACJI I DETEKCJI SYGNALU
FLUORESCENCJI ENDOGENNYCH BIALKOWYCH
FLUOROCHROMOW PODCZAS TOC

DODATKOWE BARWIENIE IMMUNOHISTOCHEMICZNE

Najwczesniej zaproponowanym [30] i wielokrotnie optymalizowanym [1,
29] rozwigzaniem problemu wyzarzania fluorochromoéw byto znakowanie immu-
nohistochemiczne tkanek z zastosowaniem przeciwciat anty-GFP sprzezonych ze
znacznie odporniejszymi na wyzarzenie fluorochromami z rodziny AlexaFluor.
Niestety, takie podejscie nie tylko rodzi watpliwosci dotyczace specyficznosci
znakowania (nalezy pamigtac, iz mozliwos$¢ obecnos$ci niespecyficznego wigza-
nia jest wyzsza w wypadku penetracji przeciwciat przez kilka centymetrow tkanki
niz kilka, kilkadziesiat jej mikrometrow), jego jednorodnej dystrybucji (czesto za-
burzonej przez wzmozone wigzanie przeciwciat na powierzchni preparatu [42]),
ale przede wszystkim znaczaco wydtuza procedurg (ktorej szybki przebieg jest
jedng z dwoch podstawowych zalet metod rozpuszczalnikowych) o 3-6 dni na
inkubacj¢ przeciwciatem, w zalezno$ci od typu oraz wielkosci tkanki [30]. Nie
bez znaczenia jest rowniez wyzszy koszt zwigzany z zastosowaniem przeciwciat.
Warto podkresli¢, ze niejednorodne wigzanie przeciwciat ogranicza prowadzenie
analiz ilo$ciowych, a takze znaczaco utrudnia procedur¢ obrazowania prepara-
tu, ktory pozostaje prze§wietlony na obrzezach i niewystarczajaco doswietlony
w kolejnych warstwach glebokosci tkanki. Co wigcej, dla niektorych tkanek do-
datkowe znakowanie immunohistochemiczne jest wrecz niewykonalne — przy-
ktadowo brakuje protokotu zdolnego do efektywnego barwienia kosci z zastoso-
waniem przeciwcial [9]. Ostatnia jednak optymalizacja tego podejscia opartego
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na znakowaniu immunohistochemicznym, polegajaca na perfuzji ciala zwierze-
cia nanoprzeciwciatami skoniungowanymi z bardzo stabilng grupa barwnikow
fluorescencyjnych typu Atto [2], pokazata Zze moze by¢ to szybkie, efektywne
podejscie do znakowania i obrazowania catych narzadoéw, a nawet organizmow,
z ustabilizowanym, wielokrotnie wzmocnionym sygnatem fluorescencyjnym (az
118-krotnie w poréwnaniu z fluorescencjg biatka).

ZWIAZKI PRZECIWUTLENIAJACE

Mimo iz od pierwszych publikacji dotyczacych zastosowania metod rozpusz-
czalnikowych podnoszona byta kwestia akumulacji nadtlenkéw w tetrahydrofura-
nie [5] (zwiazku dehydratujacym w klasycznej metodzie 3DISCO podejrzewanym
o destrukcyjny wplyw na zdolno$¢ biatek do wykazywania fluorescencji), dopiero
w roku 2016 w metodzie uDISCO [24] (od ang. ultimate-DISCO) podjeto probe
zastosowania alfa-tokoferolu (jednego z glownych sktadnikéw witaminy E) jako
zmiatacza nadtlenkow (Ryc. 1, ale nie podczas dehydratacji, a wyrownania RI).

1mm

RYCINA 1. Metoda uDISCO znaczaco wydluza zdolno$é¢ GFP do fluorescencji.

(A) Zamiana dehydratujacego THF na fert-butanol oraz dodanie eteru difenylu i zmiatacza nadtlen-
koéw w postaci alfa-tokoferolu do odezynnika wyréwnujacego RI — BABB-D, znamiennie stabilizu-
je sygnat pochodzacy z GFP, co wykazano na przyktadzie oczyszczonego mézgu myszy linii Thy-1
(lewy gorny rog — makrofotografia przezroczystego mézgu, prawy gorny rog — kolce dendrytyczne).
(B) Klasyczna metoda 3DISCO prowadzi do gwattownego wyzarzenia sygnatu GFP. Stworzono za
pozwoleniem na podstawie [24], Springer Nature, 2016

FIGURE 1. uDISCO method significantly prolongs GFP fluorescence.

(A) Replacement of THF with tert-butanol and addition of diphenyl ether and peroxide scavenger,
alpha-tocoferol to the RI-matching solution — BABB-D, contributes to significant preservation of
GFP, as shown in cleared, Thy-1 mouse brain (left upper corner — macrophotography of the cleared
brain, right upper corner — dendritic spines). (B) Classic 3DISCO clearing leads to rapid quenching
of GFP in the same model. Reproduced with permission [24], Springer Nature, 2016
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RYCINA 2. Eliminacja nadtlenkéw i aldehydéw z DBE jest kluczowa dla zachowania dlugo-
trwalej fluorescencji GFP.

(A) Mysi moézg oczyszczony z wykorzystaniem nowego protokotu sDISCO nawet 22 miesigce po pro-
cedurze utrzymuje fluorescencj¢ umozliwiajaca obserwacje calego mézgu z rozdzielczoscia komor-
kowa (prawy panel). Skala odpowiada 2 mm w lewym 1 500 um w prawym panelu. (B) Poczatkowo
oczyszczony i utrzymany w pozbawionym zaréwno nadtlenkow, jak i aldehydow DBE mézg myszy
(C) traci niemal cata fluorescencj¢ juz w 3 dni po przeniesieniu do DBE pozbawionego nadtlenkow
(z galusanem propylu), jednak nieoczyszczonego z aldehydéw. Skala odpowiada 500 pm. Stworzono
za pozwoleniem na podstawie [10], Wiley-VCH, 2019

FIGURE 2. Elimination of both peroxides and aldehydes from DBE solution is crucial of long-
-term preservation of GFP fluorescence.

(A) Even 22 months after clearing with sDISCO, preservation of fluorescence is sufficient for who-
le-brain imaging with cellular resolution (right panel).Scale bar, 2 mm and 500 um for left and right
panel, respectively. (B) Cleared and stored in peroxide- and aldehyde-free DBE (C) losses almost the
entire fluorescence after 3 days of incubation in peroxide-free (due to addition of propyl gallate) but
not aldehyde-free DBE. Scale bar, 500 pm. Reproduced with permission [10], Wiley-VCH, 2019
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Trudno oceni¢ wptyw obecnos$ci tokoferolu na utrzymanie fluorescencji, gdyz
jednoczasowo do ostatniego roztworu (zwanego BABB, skladajacego sie z ben-
zoesanu benzylu oraz alkoholu benzylowego), pelniacego funkcjge wyréwnujaca
RI tkanki, dodano stabilizujacy GFP difenyl eteru (tym samym nazywajac nowy
roztwor mianem BABB-D). Pomimo wydtuzenia okresu poéttrwania fluorescencji
GFP, dodatek difenylu eteru wptywa negatywnie na ostateczny poziom przezro-
czystosci tkanek, niewatpliwie nie jest wigc on optymalnym rozwigzaniem. Nie-
dawno Hahn i wsp. [10] szczegdélowo przeanalizowali wptyw wielu zwigzkow
na eliminacj¢ nadtlenkéw, a tym samym zachowanie fluorescencji pochodzacej
z modelowego GFP. Z przeprowadzonych do§wiadczen wynika, iz stabilizacja sy-
gnatlu z GFP na poziomie pozwalajgcym na obrazowanie nawet rok po oczyszcze-
niu wymaga zarowno usuni¢cia nadtlenkow, jak i aldehydoéw obecnych w wyrow-
nujacym RI benzylu eteru (DBE, Ryc. 2). W zaproponowanym protokole, THF
i DBE poczatkowo podlegaja oczyszczeniu z wykorzystaniem chromatografii
kolumnowej z tlenkiem glinu (usunig¢cie nadtlenkoéw oraz aldehydow), po czym
do DBE (w ktorym tkanka pozostaje caty czas po dokonanej dehydratacji) doda-
wany jest galusan propylu — silny przeciwutleniacz powszechnie stosowany m.in.
w przemysle spozywczym i kosmetykach. Warto podkresli¢, iz samo oczyszcze-
nie DBE, bez p6zniejszej stabilizacji galusanem propylu, prowadzi do ponownego
pojawienia si¢ nadtlenkéw w roztworze, a wraz z nimi aldehydow degradujacych
GFP, zas§ w tescie bezposrednio pordwnujacym galusan propylu i alfa-tokoferol,
ten ostatni wykazat znacznie stabsze wlasciwos$ci przeciwutleniajace.

KONTROLA pH

Drugim, kluczowym czynnikiem wptywajacym na stabilizacj¢ sygnatu z GFP
iinnych biatkowych fluorochromoéw jest pH wykorzystywanych odczynnikow.
Mimo iz badania przeprowadzone dekadg¢ wczesniej opisywaly zachowanie aktyw-
nosci fluorescencyjnej wyizolowanych czasteczek GFP w $rodowisku zasadowym
oraz dramatyczny spadek juz w lekko kwasnym pH = 6.5 [27], pierwsza metoda
zwracajgcg uwage na konieczno$¢ stosowania zasadowych zwiazkéw dehydratuja-
cych (doktadnie tert-butanolu lub 1-propanolu) w wypadku technik rozpuszczalni-
kowych byt protoko6t FluoClearBABB opublikowany w 2016 roku przez Schwarza
i wsp. [32] Prace opublikowane w ciagu ostatnich 2 lat dobitnie potwierdzaja, iz
zastosowanie alkalicznych zwigzkoéw dehydratujacych i/lub zwigzkow wyréwnu-
jacych RI tkanki stabilizuje sygnat fluorescencyjny niezaleznie od zastosowanego
zwiazku (Ryc. 3, fert-butanolu w wypadku wspomnianego juz FluoClearBABB
[32] oraz PEGASOS [14], tert-butanolu i BABB-D w alkalicznym a-uDISCO
[18], THF w FDISCO [28], etanolu w protokole ECi [16] oraz 1-propanolu w dru-
giej generacji ECi [20]). Hahn 1 wsp. [10] niedawno zaproponowali zastosowanie
alkalicznych roztwordw juz na etapie perfuzji, w szczegdlnosci PBS o pH = 8.3,
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RYCINA 3. Alkalizacja zwiazkéw wykorzystywanych podczas TOC wzmacnia zachowanie sy-
gnalu fluorescencyjnego.

Na przyktadzie mysiego mézgu linii 7hy-1 oczyszczonego klasycznym uDISCO oraz alkalicznym
uDISCO (a-uDISCO) zobrazowano, iz alkalizacja zarowno zwigzkow dehydratujacych (tu: tert-bu-
tanol), jak i wyréwnujacych wspotczynnik zatamania $wiatta tkanki (tu: BABB-D) powoduje zna-
czacy wzrost zachowania sygnatu fluorescencyjnego podczas procedury oczyszczania. Stworzono
za pozwoleniem na podstawie [18], Frontiers Media, 2018

FIGURE 3. Alkalization of TOC reagents leads to improved stabilization of fluorescent signal.
Using Thy-1 mouse brain cleared with uDISCO and alkaline uDISCO (a-uDISCO), it was shown
that application of alkaline both dehydrating (here: fert-butanol) and RI-matching agents (here:
BABB-D) significantly enhances preservation of fluorescence signal. Reproduced with permission
[18], Frontiers Media, 2018

zamiast standardowo wykorzystywanego PBS o pH obojetnym. Niestety, bezpo-
srednie porownanie sygnatu fluorescencji z tkanek perfundowanych roztworami
PBS o odmiennych odczynach nie zostato przedstawione, co uniemozliwia oceng
zasadnosci tego dziatania.

KONTROLA TEMPERATURY

TOC jest na nadal we wczesnej fazie optymalizacji metodyki. Nie dziwi wigc
fakt, iz wcigz stosunkowo niewielkie zmiany protokotdéw, prowadza do znaczacych
udoskonalen metodyki. Waznym tego przyktadem jest przeprowadzanie protokotu
3DISCO (dehydratacja THF, wyréwnanie RI z wykorzystaniem DBE) w tempe-
raturze 4°C zamiast temperatury pokojowej, co pozwolito na spektakularne wy-
dhuzenie zdolnosci GFP i YFP do fluorescencji oraz pozwolito na ustabilizowanie
fluorescencji tdTomato (zupetnie nickompatybilnego ze standardowym 3DISCO,
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RYCINA 4. Obnizenie temperatury podczas TOC jest istotnym czynnikiem zwi¢kszajacym
zachowanie fluorescencji oczyszczonych tkanek.

(A) Inkubacja tkanki w odczynniku wyréwnujacym RI w temperaturze 4°C (FDISCO) w poréwna-
niu z 25°C (3DISCO) istotnie zwigksza zachowanie fluorescencji GFP oraz (B) CyS5, ktérego sygnat
zanika kompletnie juz w 14 dni po inkubacji w temperaturze pokojowej. (C) Protok6ét FDISCO
umozliwia obrazowanie oczyszczonej tkanki w 150 dni po procedurze. Stworzono za pozwoleniem
na podstawie [28], American Association for the Advancement of Science, 2019

FIGURE 4. TOC performed at lower temperature is an important approach stabilizing fluore-
scence within cleared tissues.

(A) Tissue incubation in RI-matching solution at 4°C (FDISCO) greatly enhances GFP signal with
the same procedure performed at 25°C (3DISCO) and (B) Cy5 signal, which is completely lost
when incubated at room temperature. (C) FDISCO protocol allows to image the tissue still after 150
days post clearing. Reproduced with permission [28], American Association for the Advancement
of Science, 2019
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Ryc. 4). Protokét ten, nazwany FDISCO [28], zostal juz wykorzystany do opisa-
nia dystrybucji przestrzennej ptytek nerwowo-migsniowych w myszach transge-
nicznych wykazujacych ekspresje YFP pod promotorem 7/y!l [40]. W polaczeniu
z przeprowadzonymi badaniami elektrofizjologicznymi po raz pierwszy pozwolito
to na wyodrebnienie funkcjonalnych grup wtokien migéniowych, co w przysztosci
potencjalnie znajdzie zastosowanie podczas wykonywania celowanych na poszcze-
g6lne, nowoodkryte grupy funkcjonalne, oznaczen elektroneurograficznych.
Badania z wykorzystaniem innych niz rozpuszczalnikowe metody TOC wy-
kazaty logiczna pozytywna korelacje pomiedzy wzrostem temperatury, w ktorej
zachodzi oczyszczanie, a czasem niezbgdnym do zakonczenia procesu, oraz ko-
relacj¢ negatywna ze stabilnos$ciag fluorescencji pochodzacej z GFP [34, 41]. Dla
tych metod optymalna temperatura opisywana przez autorOw waha si¢ miedzy
37 a47°C, przy znacznym spadku fluorescencji poczawszy od 52°C (Ryc. 5).
Nalezy jednak pamietac, ze w wypadku zastosowania barwien immunohistoche-
micznych, temperaturg podczas etapu odptukiwania nalezy obnizy¢ (np. do tem-
peratury pokojowej), aby ograniczy¢ proces dysocjacji przeciwcial [17].

USIECIOWANIE GFP

Podczas gdy wszystkie opisywane w literaturze optymalizacje metod TOC
dotyczace utrzymania sygnatu fluorescencji skupione byty na etapach odbywaja-
cych si¢ po izolacji oraz utrwaleniu tkanek, grupa kierowana przez Chunga wpro-
wadzita nowe rozwigzanie juz na etapie utrwalania preparatu [25]. Wykorzystujac

37°C 42°C 47°C 52°C 57°C kontroli
N\//\/*\ 37°C
\’\/\,.\ ——42°C
’5 47°C
z 0
e
5 o4
0 100 200 300 400
Glebokos¢ obrazowania (um)

RYCINA 5. Temperatura zmienia efektywnos¢ TOC réwniez z wykorzystaniem technik
hydrozelowych.

(A) Usieciowane hydrozelem biatka GFP zaczynaja zanika¢ podczas oczyszczania metoda PACT
w temperaturze 52-57°C, za$ (B) w temperaturze 47°C osiggany jest najwyzszy poziom kontrastu
na danej glebokosci obrazowanej tkanki. Stworzono za pozwoleniem na podstawie [41], Springer
Nature, 2017

FIGURE 5. Temperature is a factor that impacts TOC using hydrogel techniques.

(A) Cross-linked GFP during PACT-mediated clearing begins to quench at 52-57°C, while (B) tissue
incubation at 47°C leads to the highest normalized contrast at studied imaging depths. Reproduced
with permission [41], Springer Nature, 2017
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najpierw stymulacje komputerowe GFP, a nastepnie badania laboratoryjne, wy-
selekcjonowano eter poliglicerolo-3-poliglicydylu jako zwiazek sieciujacy, ktore-
go dodatek do standardowo wykorzystywanego zwigzku utrwalajacego, 4% para-
formaldehydu, pozwala na spektakularny wzrost odpornosci GFP na wyzarzenie.
Warto podkresli¢, iz tak przygotowana tkanka nie tylko utrzymuje fluorescencje
czasteczek GFP nawet po 24 godzinach ogrzewania w temperaturze 70°C, ale row-
niez zachowuje jej naturalny ksztatt, co ma fundamentalne znaczenie podczas badan
poréwnawczych z wykorzystaniem nowopowstatych komérkowych atlasow mozgu
myszy [22, 29]. Zastosowanie eteru poliglicerolo-3-poliglicydylu jako zwigzku sie-
ciujacego stabilizuje rowniez inne biatka, a wraz z nimi ich epitopy, pozwalajac na
wykonanie wiele rund znakowania przeciwciatami tego samego rejonu preparatu.

INNE METODY TOC A STABILIZACJA BIALEK RODZINY GFP

Destabilizacja sygnatu endogennych biatek fluorescencyjnych nie stanowi pro-
blemu w przypadku metod przewadniajacych, z ktorych najczesciej dotychczas stoso-
wang byla metoda CUBIC. Mimo znacznego stezenia mocznika, stanowiacego sktad-
nik wielu z tych metod TOC (m.in. FRUIT [12], Scale [11], CUBIC [36], UbasM
[3]), fluorescencja pozostaje zachowana dzigki lekko zasadowemu odczynowi wyko-
rzystywanych roztworow [37]. Niemniej badania ilo$ciowe z zastosowaniem technik
przewadniajacych powinny by¢ prowadzone z ostroznoscia, gdyz charakteryzujg si¢
one wzmozonym wyplywem bialek obserwowanym podczas procesu oczyszczania.
Grupg technik, ktorej problem ten niemal nie obejmuje, sg wspomniane juz we wste-
pie techniki zelowe/polimerowe [8], ktore dzigki usieciowaniu biatek $wietnie chro-
nig tkanke przed ich wyptukaniem, a nawet stabilizuja mRNA — pozwalaja na prze-
prowadzenie fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ w obrgbie catych, przezroczystych
narzaddéw [39]. Niestety podstawowym ograniczeniem tych technik jest bardzo dhugi
czas inkubacji, wynoszacy np. 4, 6 1 10 tygodni dla odpowiednio opracowanych pro-
tokotow TOC kosci [9], miesni szkieletowych [43] oraz jajnika [7] myszy.

Metoda gwarantujgca niewatpliwie najkrotszy czas inkubacji niezbedny do
osiggnigcia pelnej przezroczystosci jest technika FOCM (ang. ultrafast optical
clearing method) [44], sktadajaca si¢ z zaledwie jednego odczynnika, w ktorego
sktad wchodzg nietoksyczne i tanie substancje: DMSO, mocznik, D-sorbitol oraz
glicerol. Niebywale szybka inkubacja z FOCM trwa zaledwie 2 minuty, pozwala
jednak na pelne uprzezroczystowienie wytacznie ~300 pm skrawkow mysiego
mozgu (co jest wynikiem 60% szybszym od CUBIC, 75% od SeeDB, 90% od Sca-
leS, 1450%x od CLARITY) oczywiscie pozwalajac na zachowanie sygnatu fluore-
scencji z GFP/YFP. Mimo to, bazujac na zataczonych makrofotografiach, FOCM
nie wydaje si¢ by¢ podejsciem, ktore mozna byloby zastosowa¢ do catych narza-
dow (serce, watroba, nerki), czy potkul mozgu.
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PODSUMOWANIE

W ciaggu niecatych 10 lat od pierwszych doniesien opisujacych nowoczesne
metody TOC, zostaty one zastosowane w ponad 300 publikacjach naukowych, do
niemal kazdego gtownego narzadu/tkanki myszy (z wylaczeniem pracia)[21]. Tym
samym przyczynity do opisania licznych odkry¢, tak odmiennych jak m.in. nowy,
okotonaczyniowy typ komoérek Cajala w ludzkim jelicie [19], udzial makrofagow
w przewodnictwie uktadu bodzco-przewodzacego serca [13], zweryfikowany mo-
del megakariopoezy, w ktorej to rozmieszczenie przestrzenne megakariocytow
zalezy od lokalnego unaczynienia, nie za$§ dojrzato$ci komérek [35], czy doktad-
niejsza charakterystyka typoéw gruczotow macicznych [38]. Mozliwos$¢ dokonania
obserwacji w obrebie catej tkanki z rozdzielczoscig komdrkowa (a nawet subko-
morkowa, co potwierdzaja analizy tworzacych synapsy kolcow dendrytycznych)
w krétkim czasie z przystosowana do tego mikroskopig arkusza §wiatta (ang. /i-
ght-sheet fluorescence microscopy) stopniowo przenosi wigc badania obrazowe
tkanek ze skrawkow histologicznych do trzech wymiaréw. Jednak zanim TOC
stanie si¢ podobnym do podejécia histologicznego standardem wykorzystywanym
w setkach tysiecy laboratoriow, musi zosta¢ zoptymalizowana i przystosowana,
niewatpliwie w sposob odmienny i specyficzny dla kazdego narzadu [15]. Wydaje
si¢, ze przedstawione w niniejszym opracowaniu podejscia w sposdb powtarzal-
ny pozwalajg juz na wyeliminowanie jednej z gtdwnych ograniczen tej metody-
ki — gwaltownego wyzarzania endogennych biatkowych fluorochroméw. Warto
jednak podkresli¢, iz wciaz sa to pojedyncze doniesienia nielicznych grup badaw-
czych obejmujace zgola odmienne zabiegi: (i) kontrole warunkéw oczyszczania
(pH, temperatura), (ii) specyficzne przygotowanie odczynnikoéw do oczyszczania
(oczyszczenie i stabilizacja THF i DBE) oraz (iii) modyfikacj¢ zwigzkow stoso-
wanych podczas samego procesu utrwalania tkanki (eter poliglicerolo-3-poligli-
cydylu). Bez watpienia wymagaja wigc dalszej optymalizacji, prawdopodobnie
potaczenia w jeden protokot ktory, wraz z zastosowaniem nowych, oporniejszych
na degeneracj¢ form GFP [33], pozwoli na uzyskiwanie powtarzalnych rezultatow
rowniez w laboratoriach niemajacych wczesniejszego do§wiadczenia w stosowa-
niu tej metodologii.
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