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Wykaz stosowanych skrotow

AF — Alexa Fluor

ANOVA — (ang. analysis of variance) analiza wariancji

BABB — mieszanina sktadajaca si¢ z benzoesanu benzylu (BB) oraz alkoholu benzylowego
(BA)

Ce3D - (ang. clearing-enhanced 3 dimensional microscopy) tréjwymiarowa mikroskopia
wsparta oczyszczaniem

CLARITY -  [ang. Clear Lipid-exchanged  Acrylamide-hybridized Rigid
Imaging/Immunostaining/In  situ  hybridization-compatible  Tissue-hYdrogel (metoda
optycznego oczyszczania tkanek)]

CUBIC —[ang. clear, unobstructed brain imaging cocktails and computational analysis (metoda
optycznego oczyszczania tkanek)]

DBE — eter benzylowy

EDTA — (ang. ethylenediaminetetraacetic acid) kwas wersenowy

ExM — (ang. expansion microscopy) mikroskopia oparta na rozszerzeniu

FITC — izotiocyjanian 5-fluoresceiny

FOCM - [ang. ultrafast optical clearing method (metoda optycznego oczyszczania tkanek)]
FRC — (ang. fibroblastic reticular cells) fibroblastyczne komorki siateczkowe

GFP — (ang. green fluorescent protein) biatko zielonej fluorescencji

IHC — (ang. immunohistochemistry) immunohistochemia

OptiMuS — [ang. Optimized single-step optical clearing Method that preserves fluorescence
and Size of the sample for 3D volume imaging (metoda optycznego oczyszczania tkanek)]
PBS — (ang. phosphate buffered saline) sol fizjologiczna buforowana fosforanami

PCR — (ang. polymerase chain reaction) reakcja tancuchowa polimerazy

PE — fikoerytryna

PFA — (ang. paraformaldehyde) paraformaldehyd

RI — (ang. refractive index) wspotczynnik zatamania §wiatta/refrakcji

RNA — (ang. ribonucleic acid) kwas rybonukleinowy

ROI — (ang. region of interest) obszar zainteresowania

SDS - (ang. sodium dodecy! sulfate) laurylosiarczan sodu

SeeDB - [ang. See Deep Brain (metoda optycznego oczyszczania tkanek)]

SHIELD - [ang. stabilization under harsh conditions via intramolecular epoxide linkages to
prevent degradation (metoda optycznego oczyszczania tkanek)]
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SRM - (ang. super-resolution microscopy) mikroskopia super-rozdzielcza

THF — tetrahydrofuran

TOC - (ang. tissue optical clearing) optyczne oczyszczanie tkanek

UbasM — [ang. Urea-Based Amino-Sugar Mixture (metoda optycznego oczyszczania tkanek)]
v/v — (ang. volume to volume) objetos¢ do objetosci

w/v — (ang. weight to volume) waga do objetosci

WBC - (ang. whole-body clearing) optyczne oczyszczanie catych organizméow

WD - (ang. working distance) dystans roboczy

WL — wezel limfatyczny



Streszczenie w jezyku polskim

W ciggu dwoéch ostatnich dekad mikroskopia dynamicznie zmienita swoje oblicze z techniki
niemal wylacznie jako$ciowe] w wysoce ilosciowa, zapewniajaca unikatowy dostgp do
zrozumienia relacji przestrzennych pomigdzy komorkami dzigki wizualizacji ich dystrybucji.
Podstawowym ograniczeniem dotychczasowych badan ilosciowych z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej bylo zawgzenie zakresu obrazowania do maksymalnie kilku warstw
komorek wynikajace z nieprzejrzystosci tkanek — a co za tym idzie zdecydowanym ostabieniem

jakos$ci danych wraz ze wzrastajaca glebokoscig obrazowania.

Niedawno zaprezentowane techniki optycznego oczyszczania tkanek (ang. tissue optical
clearing, TOC) niemal w catosci znoszg t¢ barierg, pozwalajac na przeprowadzanie pomiaréw
mikroskopowych nawet catych ciat gryzoni laboratoryjnych z wysoka, bliska komorkowe;j,
rozdzielczo$cia. Z jednej strony otwiera to zupelnie nowe mozliwos$ci zadawania 1 weryfikacji
pytan badawczych w prawdziwym kontekscie 3D narzadow, z drugiej za$ jeszcze jaskrawiej
uwidacznia niedoskonatosci metod stosowanych podczas rekonstrukcji i segmentacji
uzyskiwanych danych. Podstawowym podejsciem, ktore taczy zalety TOC z dramatycznie
poprawiong rozdzielczo$cia obrazowania jest mikroskopia oparta 0 rozszerzenie (ang.
expansion microscopy, ExM) bazujacym na transformacji komoérek/tkanek w zelowe hybrydy.
Niestety, nawet pomijajac znaczny poziom skomplikowania dostepnych protokotéw oraz
trudnos¢ pracy z powstatymi delikatnymi hybrydami, nalezy pamieta¢ iz minimalna warto$¢
powickszenia objetosci tkanek w wypadku ExM to az 20x (2000%), co czyni obrazowanie
nawet najcienszych skrawkéw zadaniem praktycznie niemozliwym pod wzgledem czaso-
I pracochtonnosci a takze pracy z bezlikiem generowanych danych. Niedawno, korzystajac
zZ serii roztwordw skladajacych si¢ z imidazolu oraz antypiryny, zaprezentowano pierwsza
metod¢ oczyszczajaca 1 rozszerzajaca w sposob kontrolowany bez potrzeby syntezy hydrozeli
— CUBIC-X. Niestety, CUBIC-X zaaplikowany do mysiego mézgowia rowniez, podobnie do
klasycznych metod ExM oferuje bardzo znaczacy wzrost objetosci narzadu na poziomie ~10x,
co niemal praktycznie wyklucza go z codziennej praktyki laboratoryjnej.

Bazujac na metodologii poszukiwania zwigzkéw chemicznych o potencjale rozszerzajacym
tkanki w CUBIC-X, podjeto probe opracowania pierwszego roztworu dokonujacego
optycznego oczyszczenia i umiarkowanego, acz powtarzalnego rozszerzenia tkanek. W wyniku
przeprowadzonych eksperymentow odkryto ISEE — roztwor gwarantujacy wysoka

przezroczystos¢, rozszerzajacy tkanki o ~15% w kazdej z osi 1 znacznie poprawiajacy jakos¢
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segmentacji sygnalu zarowno jadrowego, jak 1 pochodzacego z btony komorkowe;j
z zastosowaniem metod potautomatycznych. Zweryfikowano uzyteczno$¢ ISEE ze wszystkimi
podstawowymi typami detekcji sygnatu immunofluorescencyjnego potwierdzajac peing
kompatybilnos¢ w wypadku immunohistochemii z wykorzystaniem przeciwcial pierwszo-
I drugorzedowych (w tym skierowanych przeciwko endogennym biatkowym fluoroforom).
Ostatecznie, zaprezentowano kompatybilno$¢ ISEE z obrazowaniem tkanki mézgowej, a takze

grubych (~200 um) skrawkow weztow limfatycznych.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Over the past two decades, microscopy has dynamically changed from an almost exclusively
qualitative technique to a highly quantitative one, providing unique avenue to understanding
the spatial relationships between cells by visualizing their distribution. So far, the main
limitation of the quantitative studies using confocal microscopy was the imaging depth, limited
to a maximum of few cell layers because of the natural opacity of tissues - and thus a significant
deterioration of data quality along with the increasing depth of imaging.

The recently presented techniques of tissue optical clearing (TOC) almost completely removed
this barrier by allowing to perform the imaging of even the whole body of laboratory rodents
with high, close to cellular, resolution. On the one hand, it opens up completely new set of
scientific questions to be answered in the real 3D context of organs, but on the other, it exhibits
the imperfections of the methods currently used during the reconstruction and segmentation of
the obtained data even more vividly. Expansion microscopy (ExM) is the approach that
combines the advantages of TOC with dramatically improved imaging resolution and is based
on the transformation of cells/tissues into tissue-gel hybrids. Unfortunately, even if the
significant level of complexity of the available protocols and the difficulty of working with the
resulting delicate hybrids are omitted, it should be underlined that the minimum value of tissue
volume enlargement in the case of ExM is as much as 20x (2000%), which makes the
acquisition of even the thinnest sections a task practically impossible in terms of required time,
workload and finally data handling. Recently, using a series of solutions consisting of imidazole
and antipyrine, the first method of combined TOC and expanding in a controlled manner
without the need for hydrogel synthesis, CUBIC-X, was presented. Unfortunately, when
applied to mouse brain, CUBIC-X, similarly to the classic ExXM methods, offers a very
significant increase in organ volume of ~10x, which almost excludes it from everyday

laboratory practice.

Based on the presented methodology in CUBIC-X, an attempt was made to develop the first
solution that performs optical clearing and moderate, but reproducible, tissue expansion. As
aresult of the conducted experiments, ISEE was discovered — a first-in-class solution that
guarantees high transparency, expands tissues by ~15% in each axis and significantly improves
the quality of signal segmentation, both nuclear and cellular, using semi-automatic methods.
ISEE was also verified compatible with immunohistochemistry using primary and secondary

antibodies (including those directed against endogenous proteinaceous fluorophores). Finally,
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compatibility of ISEE with imaging of brain tissue, as well as thick (~ 200 um) sections of

murine lymph nodes, was shown.
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1. Wstep

1.1 Rola optycznego oczyszczania tkanek w obrazowaniu narzadow.
Potrzeba precyzyjnego opisania anatomii organizmu, bedacej podstawa do zrozumienia

jego fizjologii, byta podnoszona przez srodowiska lekarzy juz w starozytnej Grecji oraz Egipcie
I zostata celnie podsumowania stowami francuskiego lekarza okresu renesansu, Jean Frangois
Fernela: Anatomia dla fizjologii jest niczym geografia dla historii, opisuje miejsce w ktorym
rozgrywa sie spektakl (1).

W dotychczasowych badaniach skoncentrowanych na pogtebianiu wiedzy o budowie
organizmu zastosowanie miaty techniki, w ktorych eksperymentator musiat wybiera¢ pomigdzy
znaczng wielkos$cig obrazowanego obszaru (tomografia komputerowa [CT], rezonans
magnetyczny [MRI]), a doktadnos$cig lub rozdzielczoscia, z ktorg tego dokona (histologia).
W zwigzku z tym, mimo iz mozliwo$¢ przyzyciowego obrazowania oferowana przez CT i MRI
ma Kkrytyczne znaczenie dla codziennej opieki klinicznej, techniki te wcigz wykazuja
ograniczong rozdzielczo$¢ przestrzenna, daleka od rozdzielczo$ci komorkowej, pomijajac
pojedyncze zastosowania eksperymentalne (2). Z drugiej za$ strony histologia umozliwia
wizualizacj¢ struktur komérkowych i subkomérkowych, zawezajac jednak pole widzenia do
maksymalnie kilku warstw komoérek w wypadku klasycznych technik obrazowania mikroskopii
fluorescencyjnej i konfokalnej. Ograniczenie to probuje si¢ przezwyciezy¢ z wykorzystaniem
technik krokowego sekwencyjnego cigcia histologicznego, co niestety jest niezmiernie
czasochtonne, pozwala na przeprowadzanie obrazowania w jednej tylko ptaszczyznie preparatu
i z wykorzystaniem pojedynczej rundy barwienia immunohistochemicznego [IHC, (3,4)].
Ponadto, niezaleznie od wybranego podejscia, nieodzownym etapem procedury histologicznej
pozostaje cigcie tkanki, co doprowadza do czeSciowej utraty materialu i powstawania
utrudniajgcych lub wrgcz uniemozliwiajacych analize przestrzenng artefaktow oraz ubytkow.

Na styku powyzszych metod obrazowania pozycjonuje si¢ optyczne oczyszczanie
tkanek (ang. tissue optical clearing, TOC) taczace podstawowe korzysci pltynace z obrazowania
makroskopowego i histologii, czyli odpowiednio obrazowanie catych narzadéw (aktualnie
glownie gryzoni laboratoryjnych) z rozdzielczoscia komoérkowa i subkomoérkows (5,6).
Obrazowanie catego narzadu bez uprzedniego cigcia na mniejsze, mikroskopijne fragmenty,
wymaga uczynienia go przezroczystym dla $wiatla widzialnego co, w potaczeniu
Z odpowiednimi technikami mikroskopii fluorescencyjnej, otwiera droge do przeprowadzania
wirtualnego ,,cigcia”, warstwa po warstwie, z wykorzystaniem $wiatta zamiast fizycznego

ostrza. W zwiazku z tym podstawowa, unikatowa korzys$cia ptynaca ze stosowania TOC, jest
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mozliwo$¢ obrazowania grubych wycinkéw lub calej objetosci narzadu w dowolnej
ptaszczyznie bez utraty materialu i obecnosci artefaktow zwigzanych z cigciem histologicznym.
Niezaleznie od metody efekt przezroczystosci przy jednoczesnym zachowaniu natywnej (lub
bliskiej natywnej) lokalizacji bialek 1 kwaséw nukleinowych uzyskiwany jest podczas dwoch
glownych etapow — (1) usuniecia zwigzkow rozpraszajacych i/lub absorbujgcych $wiatto oraz
(2) wyréwnania wspétczynnika zatamania $wiatla (ang. refractive index, RI) pomig¢dzy
pozostatg probka i roztworem, w ktorym ta probka pozostaje zanurzona i be¢dzie docelowo
obrazowana [Ryc. 1, (7)]. Do czynnikow rozpraszajacych zaliczamy lipidy, wtokna
kolagenowe i elastynowe oraz cytoszkieletu, a takze niejednorodna dystrybucje wymienionych
zwigzkow W przestrzeni narzadu (8). Cho¢ opisane zostaty techniki TOC zachowujace tluszcze,
takie jak SeeDB (9), ScaleS (10), czy UbasM (11), oferujg one mierny poziom przezroczystosci,
a ich zastosowanie jest zreguly ograniczone do niewielkiego zwigkszenia glebokosci
obrazowania, nie oczyszczania sensu stricto. Z kolei zwigzki chemiczne uznane za silnie
absorbujace $wiatlo to hem, melanina oraz lipofuscyna, przy czym specyficzne protokoty

usuwajace zostaty opisane dla pierwszych dwoéch sposréd wymienionych.

Utwalona ng?ldy Blall’fka lec(alllpldaqa{ Wyréwnanie
tkafika — ekoloryzacja o o RI
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® o » &
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Rycina 1. Etapy optycznego oczyszczania tkanek.

Niezaleznie od zastosowanej techniki TOC, tkanka podczas uzyskiwania przezroczysto$ci przechodzi przez
2 kluczowe etapy — delipidacji i/lub dekoloryzacji (przede wszystkim usunig¢cia czgsteczek hemu) oraz
wyrdéwnania RI. Ostatni etap znamienicie zmniejsza liczb¢ rozpraszajacych si¢ w tkance fotonéw, co odpowiada

za koncowy efekt przezroczystosci. Zmodyfikowano na podstawie (7).

Podkresli¢ nalezy, iz cho¢ pierwotna koncepcja TOC zostala zaproponowana
I wdrozona juz na poczatku XIX wieku przez Wernera Spalteholza (12), brak zaawansowanych
technik mikroskopii op6znit jej zastosowanie o niemal 100 lat. Obecnie, w ciggu niecatych
2 dekad od ponownego odkrycia potencjatu technik TOC przez grupe Dodta (13), doczekalismy
si¢ opublikowania ponad 100 protokotow TOC, ktore na podstawie wykorzystywanych w nich
odczynnikow klasyfikujemy do czterech chemicznych kategorii metod: rozpuszczalnikowych
(ang. solvent-based tissue optical clearing), rozwadniajacych (ang. hyperhydrating solutions),

transformujacych tkanki (ang. tissue transforming methods) oraz wodnych o wysokim
14



wspotczynniku zalamania §wiatta (ang. high-refractive index aqueous solutions) (Ryc. 2). Aby
lepiej zrozumie¢ istot¢ opisanego przeze mnie roztworu zardwno optycznie 0czyszczajacego,
jak 1 rozszerzajacego tkanki, przedstawi¢ obecny stan wiedzy, mozliwosci 1 ograniczenia

technik TOC, mikroskopii opartej na rozszerzeniu (ang. expansion microscopy, ExM) oraz

zarys podejs¢ stuzacych do segmentacji i analizy danych mikroskopowych.

Metody TOC

Rozwadniajgce Transformujgce tkanki

Wodne o wysokim RI

T\
= | ™
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* | N
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A [ AT
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Rycina 2. Podzial metod TOC na podstawie chemicznej natury wykorzystywanych zwiazkow.
Metody TOC dzielimy obecnie na 4 podstawowe, wyszczegolnione na rycinie grupy, z Ktorymi zwigzane sg
charakterystyczne mozliwosci, ale tez ograniczenia obserwowane podczas akwizycji i analizy danych

mikroskopowych. Na schemacie zawarto metody najwazniejsze z uwagi na ich uzytecznos$¢ i/lub pionierski

charakter. Zmodyfikowano na podstawie (14).

1.2 Charakterystyka technik TOC.

1.2.1 Metody rozpuszczalnikowe.
Jak wspomniano, pionierem TOC byt Spalteholz, ktory poprzez zastosowanie

(1) gradientu alkoholu oraz (2) mieszaniny o wysokim (>1,50) RI ztozonej z salicylanu metylu,
benzoesu benzylu oraz olejku Wintergreen zainicjowat tzw. podej$cie rozpuszczalnikowe.
Dzigki dehydratacji zachodzacej podczas pierwszego etapu procedury zanika problem
znacznego zroznicowania RI sktadnikéw tkanki — woda o niskim (1,31) RI ulega usunigciu,
pozostawiajac mieszaning biatek, thuszczow i kwasow nukleinowych o wysokim (~1,50), a co
réwnie wazne znacznie jednorodnym, RI. Aktualnie metody rozpuszczalnikowe sg najczesciej
wybieranymi spos$réd mnogosci technik TOC z uwagi na prostotg i krotki czas przeprowadzania

oczyszczania (w zaleznosci od wielkosci preparatu czas zawiera si¢ w granicach godziny — dni)
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oraz wysoki stopien przezroczystosci preparatu. Z drugiej za$ strony techniki te nierzadko
doprowadzaja do zniszczenia endogennej fluorescencji pochodzacej z biatkowych fluoroforow
tkankowych, a takze, z uwagi na etap dehydratacji, zawsze prowadza do obkurczenia preparatu
a W konsekwencji pogorszenia rozdzielczo$ci danych uzyskiwanych z uktadami optycznymi tej
samej mocy 1 jakosci. Co interesujgce, warto§¢ skurczenia badanego narzadu nie jest
bezposrednio zalezna od ilosci wody wchodzacej w jego sktad, ale przede wszystkim od
odczynnika wykorzystanego podczas etapu dehydratacji (15,16). W wypadku techniki uDISCO
(ang. ultimate DISCO) odwadniajacej z zastosowaniem alkoholu tert-butylowego, wartosci
obkurczenia sg jednymi z najwigkszych i dochodza do az 30-40% pierwotnej objetosci tkanki
(17-19). Oczywiscie ogranicza to rozdzielczo$¢ obrazowania, jednak jesli pozostaje ona
wystarczajgca aby odpowiedzie¢ na zadane pytanie badawcze — daje istotng korzys¢ w postaci
znacznie krotszego czasu obrazowania tkanki, objgtos$ci generowanych danych oraz szybkosci
ich poézniejszej analizy. Aktualnie, korzystajac z efektu obkurczenia tkanek, mozliwe jest
obrazowanie catych cial gryzoni laboratoryjnych (17,20,21), a nawet ludzkich embrionéw
I plodow (22) jako catosci z wykorzystaniem mikroskopii opartej na arkuszu swiatta (ang. light-
sheet fluorescence microscopy, LSFM). Dzigki potaczeniu tej technologii TOC wraz
z zaawansowanymi metodami detekcji obiektow opartej na uczeniu maszynowym, Pan i wsp.
(23) zaprezentowali zautomatyzowane podejscie do wykrywania nie tylko przerzutow
nowotworowych w obrebie catego ciata myszy, ale réwniez pomiaru odsetka komorek
przerzutowych wykrywanych przez wyznakowane fluoroforami przeciwciata monoklonalne.
Przyktadowo, w wypadku zwierzat ktorym podano komorki linii ludzkiego raka piersi, MDA-
MB-231, oraz monoklonalne przeciwciata terapeutyczne 6A10 skierowane przeciwko ludzkiej
anhydrazie weglanowej (CA12) a skoniungowane z barwnikiem Atto-647N, srednio 77%
wszystkich wykrytych mikroprzerzutow wspotwystepowato ze znacznikiem przeciwciata, przy
czym dla ptuc warto$¢ ta byla istotnie wyzsza i wynosita 85%.

Wykorzystanie barwnika Atto-647N we wspomnianym powyzej doswiadczeniu nie jest
przypadkowe, a wynika z jednej z bardziej znaczacych restrykcji wickszosci technik TOC (cho¢
przede wszystkim rozpuszczalnikowych) - silnej autofluorescencji tkanek zwierzecych
w spektrum koloru niebieskiego 1 zielonego [od ~400 do ~500 nm, (24)]. Istotna
autofluorescencja w tkance oczyszczonej metoda rozpuszczalnikowa ogranicza inspekcje do
dwoch epitopow/kanatow (czerwieni i dalekiej czerwieni). Dotychczas jedynym znanym
postepowaniem obnizajacym autofluorescencj¢ kompatybilnym z TOC jest inkubacja

zwysokim (3-10%) stezeniem H202 (25,26), rozszerzajaca mozliwosci znakowania
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immunohistochemicznego o dodatkowe 2 kanaly (w spektrum niebieskim i zielonym).
Dodatkowo, inkubowanie tkanki z H20: jest niezwykle przydatne w konteks$cie usuwania
melaniny, a wigc jednego z gléwnych zwiazkow absorbujacych $wiatlo lasera, co ma
szczegolne znaczenie w wypadku badan transparentnych gatek ocznych (27) i skory oraz
bogatych w melanofory ciat bezkregowcow (28). Niestety, takie postgpowanie nie pozostaje
wolne od wad, spos$rod ktorych najwazniejsza pozostaje opisywana destrukcja niektorych
epitopow (29,30).

Ostatnim sposrod znaczacych dla eksperymentatoréw ograniczeniem technik przede
wszystkim rozpuszczalnikowych jest wyzarzanie sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego
z endogennych biatkowych fluoroforéw (31,32). Efekt ten byl poczatkowo przypisywany
etapowi dehydratacji i zatozeniu, iz biatka fluorescencji wymagajg obecno$ci molekut wody do
utrzymania zdolnosci emisji (5). Pionierska praca, w ktorej opisano metode FluoClearBABB
(33) oraz wiele po niej nastgpujacych potwierdzily, ze niezaleznie od substancji
wykorzystywanej podczas dehydratacji (tert-butanol, 1-propanol, etanol, tetrahydrofuran
[THF]) mozliwe jest niemal pelne zachowanie fluorescencji endogennych biatkowych
fluoroforow w wypadku zastosowania roztworow 0 alkalicznym pH [9,0 — 9,5, Ryc. 3A, (34)].
Hahn wraz ze wspdlnikami (35) rozszerzyli to podejscie o usunigcie nadtlenkéw i1 aldehydow
zarowno w roztworze odwadniajacym (THF), jak i eterze benzylowym (ang. dibenzyl ether,
DBE) wyrownujagcym RI. Wykorzystujac chromatografie kolumnowa z tlenkiem glinu,
a nastepnie dodanie galusanu propylu (silnego przeciwutleniacza stosowanego w przemysle
spozywczym i kosmetykach) do DBE, ustabilizowali biatko zielonej fluorescencji (ang. green

fluorescent protein, GFP) na ponad rok (Ryc. 3B-C).

17



uDISCO alkaliczne uDISCO

hippocampus

superior % -V, superior
colliculus haia

1000 pm

Rycina 3. Techniki umozliwiajace zachowanie dlugotrwalej aktywnosci bialek fluorescencji w wypadku
metod rozpuszczalnikowych.

(A) Alkalizacja zard6wno zwigzkdéw dehydratujacych (tu: tert-butanol), jak i wyréwnujacych RI tkanki (tu: BABB)
powoduje znaczacy wzrost zachowania sygnatu fluorescencyjnego podczas procedury oczyszczania. (B) Mozg
myszy poddany TOC i utrzymany w pozbawionym nadtlenkéw i aldehydow DBE (C) traci niemal calg
fluorescencj¢ w ciggu 3 dni po przeniesieniu do DBE nieoczyszczonego z aldehydow. Skala w B i C odpowiada
500 pm. Zmodyfikowano na podstawie [A (34)] oraz [B-C (35)].

Podsumowujac, nowoczesne rozpuszczalnikowe metody TOC oferujg niemal
perfekcyjny stopien przezroczystoSci przy stosowaniu krotkich, nieskomplikowanych
protokotow i sg zdolne do dtugotrwatego zachowania fluorescencji endogennych fluoroforow.
Podstawowym 1 wydaje sie, ze niezbywalnym ograniczeniem pozostaje obnizenie
rozdzielczo$ci w wyniku kurczenia preparatow, a takze mozliwo$¢ skutecznej wizualizacji do
maksymalnie dwodch odrgbnych epitopow z uwagi na silng autofluorescencje widoczng
w spektrum $wiatta niebieskiego i zielonego. Ostatecznie, nie bez znaczenia pozostaje

chemiczna reaktywnos$¢ roztwordw wykorzystywanych jako zwigzki wyrownujace RI
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(np. BABB, DBE), co wymaga znacznej ostroznosci podczas pracy z metodami
rozpuszczalnikowymi oraz korzystania ze specjalnych, odpornych na ich dziatanie obiektywow

mikroskopowych.

1.2.2 Metody rozwadniajace.

W przeciwienstwie do metod rozpuszczalnikowych dazacych do wyrownania RI
w obrebie tkanki poprzez usunigcie czasteczek wody, techniki rozwadniajace obnizajg ich
$redni RI poprzez przewodnienie i czesto czg¢sciowa denaturacje. Pionierzy w zakresie tych
technik dokonali pierwotnie przypadkowej obserwacji, iz 4-molowy roztwor mocznika czyni
membrany z polifluorku winylidenu przezroczystymi (36). Wynikiem przeprowadzonych
przez nich testow dodatkowych substancji chemicznych jest roztwor Scale ztozony z mocznika
oraz glicerolu o Rl = 1,38 umozliwiajacy obrazowanie calej mysiej potkuli mozgu oraz
zachowujacy fluorescencje endogennych biatkowych fluoroforéw. Niestety, bardzo dtugi czas
inkubacji niezbedny do osiagniecia przezroczystosci (az 6 miesigcy dla mysiego embrionu
w stadium E13.5) oraz proces nickontrolowanego rozszerzania (nawet podwajania) objetosci
preparatow sprawit, ze Scale miato dotychczas ograniczone zastosowanie. Obydwie bolgczki
Scale zostaly czeSciowo rozwigzane prezentacjg metody CUBIC [clear, unobstructed brain
imaging cocktails and computational analysis, (37)], ktora jak si¢ pozniej okazalo, stata sig¢
najistotniejszg technika rozwadniajaca i punktem wyjscia wielu zoptymalizowanych
protokotow (38). Oryginalny CUBIC sktadat si¢ z dwoch roztworow (CUBIC-1 i CUBIC-2),
z ktorych pierwszy dokonywat delipidacji oraz dekoloryzacji preparatu, drugi zas wyrownywat
RI1 (1,49) oraz przywracat ksztalt narzadu do niemal pierwotnego stanu. Zawarty w CUBIC-1
quadrol (bedacy aminoalkoholem) odpowiadatl za zdolno$¢ roztworu do dekoloryzacji, w tym
przede wszystkim wyplukiwania zalegajagcego w utrwalonej tkance hemu. Wtasnosé
ta pozwolita poczatkowo rozszerzy¢ zastosowanie CUBIC do oczyszczania wielu narzadow,
aby ostatecznie doprowadzi¢ do opisania technik optycznego oczyszczania catych organizmow
[ang. whole-body clearing, WBC, (39)]. Dotychczas WBC z wykorzystaniem roztworow
CUBIC zostat zaaplikowany do charakteryzacji dynamiki powstawania mikroprzerzutow wielu
linii komorkowych [Ryc. 4, (40)] oraz dystrybucji nekrozy reprezentowanej przez ztogi wapnia
w komorkach migsni szkieletowych mysiego modelu dystrofii migéniowej Duchenne’a [mysz
mdx oraz mdx-beta geo, (41)]. Nalezy podkresli¢, ze aktualnie paleta roztworow typu CUBIC
jest szeroka i pozwala na precyzyjne dostosowanie efektywnos$ci delipidacji, dekoloryzacji,

dekalcyfikacji, czy nawet wartosci RI ostatecznego roztworu do potrzeb badanej tkanki (38).
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CUBIC wraz ze swymi modyfikacjami zostal zaaplikowany nie tylko do obrazowania
narzadow gryzoni, ale takze poznania tréjwymiarowej struktury zakrzepow (42), czy
dystrybucji poszczegolnych etapéw rozwojowych zarodzca malarycznego w organizmie

komara (43).

Linia komoérkowa: SUIT-2, Barwienie jgdrowe: RedDot2, Skala: 2 mm, obrazowanie LSFM
Pancreas . Intestine

Aktywnos¢ lucyferazy

Rycina 4. WBC moze by¢ stosowane do efektywnej wizualizacji przerzutéw oraz mikroprzerzutéw w ciele
gryzoni laboratoryjnych.

Zmodyfikowana metoda CUBIC pozwala na oczyszczenie catego organizmu, jednocze$nie pozostajgc na tyle
delikatng, iz mozliwe jest obrazowanie komorek (w tym wypadku nowotworowych) wykazujacych endogenna
ekspresje biatek fluorescencyjnych. Rycina przedstawia przyktadowe obrazowanie trzustki, pluc, watroby oraz

jelit myszy po inokulacji z wykorzystaniem linii komoérkowej SUIT-2. Zmodyfikowano na podstawie (40).

Podsumowujac, metody rozwadniajgce, reprezentowane przede wszystkim przez
szerokg palete roztworéw CUBIC, wykorzystuja nietoksyczne substancje o szerokim
zastosowaniu, bezpieczne dla optyki wickszosci klasycznych obiektywow, gwarantujace dosé
dobry stopien przezroczystosci wigkszosci narzgdéw gryzoni laboratoryjnych oraz dobre
zachowanie sygnatu endogennych biatkowych fluoroforéw. Ich podstawowe ograniczenia to
wyraznie nizszy stopien przezroczystosci w pordwnaniu z metodami rozpuszczalnikowymi,

oraz znacznie dtuzszy (dni — tygodnie) czas inkubacji niezb¢dny do zakonczenia protokotu.
1.2.3 Metody wodne 0 wysokim wspotczynniku zatamania $wiatta.

W tej heterogennej grupie klasyfikuje si¢ zwigzki nierozpuszczalnikowe o wysokim RI,
dobrze zachowujace fluorescencj¢ z biatkowych fluoroforéw oraz pierwotny ksztatt
preparatow. Protokoly z ich wykorzystaniem polegajg na inkubacji tkanek z roztworami
0 wzrastajacym stezeniu substancji odpowiedzialnych za efekt optycznego oczyszczenia
(44,45), lub pojedynczym roztworze i trwaja, w zaleznosci od wielkosci preparatu, od Kilku
godzin w wypadku skrawkéw do 1 mm grubosci, po kilka dni dla catych mysich narzadow.
Wiele sposrod zaprezentowanych technik mialo charakter raczej anegdotyczny i nie zostato
zaadoptowane przez badaczy np. FRUIT (44), UbasM (11), OPTIClear (46) czy Clear"™ (47).

Z drugiej strony w grupie tej znajdziemy jedyny czesto wykorzystywany komercyjny

20



odczynnik FocusClear, bedacy mieszaning DMSO, kwasu diatrizowego, kwasu wersenowego
(EDTA), pochodnej megluminy i innych, zastosowany do badania tkanek ssakow (48), roslin
(49), owadow (50), czy tez Danio pregowanego (51). Najbardziej zaawansowane badania
Z wykorzystaniem FocusClear pochodza z grupy prowadzonej przez Tanga, ktory korzystajac
z tego odczynnika poczatkowo udowodnit jego uzyteczno$¢ w badaniu nabtonka (52), naczyn
krwionos$nych (53) oraz unerwienia jelit myszy oraz ludzi (54), aby ostatecznie odkry¢ nowy,
okotonaczyniowy typ komoérek Cajala w jelicie grubym cztowieka (55). Niedawno Lin i wsp.
wykorzystujac FocusClear i zmodyfikowany system obrazowania spinning disk, zobrazowali
caty mozg Drosophila melanogaster, uzyskujac przy tym rozdzielczo$¢ ponizej 20 nm w 0si
bocznej (56).

Kolejnym waznym roztworem reprezentujgcym metody wodne o wysokim RI jest Ce3D
[clearing-enhanced 3 dimensional microscopy, (57)] — technika opracowana przez Gernera,
pioniera histocytometrii (58), z mysla o rozszerzeniu koncepcji histocytometrii mysich weztow
limfatycznych (WL) o analizg w trojwymiarze. Pomijajac nieefektywnos¢ Ce3D
W oczyszczaniu tkanek grubszych niz kilka milimetréw, mozna uzna¢ ten roztwor za niemal
uniwersalny — wybitnie zachowuje zarowno natywne epitopy, jak i fluorescencj¢ biatkowych
fluoroforow, pozostaje kompatybilny z hybrydyzacjg in situ (59), a takze dziala dos¢ szybko
(pelne oczyszczanie mysiego WL zachodzi w ciggu doby) i gwarantuje wysoki stopien
przezroczystosci. W zwigzku z powyzszym nie dziwi fakt, iz liczne badania poréwnujace
uzytecznos¢ metod TOC w stosunku do réznych tkanek zwierzecych wskazujg na Ce3D jako
technike pierwszego wyboru, o ile preparat jest wystarczajaco cienki (60,61).

Na jeszcze cienszych skrawkach mysich mozgéw (<100 um) Ke i wsp. (62) opisali
nowe zastosowanie TOC — mozliwo$¢ przeprowadzania trojwymiarowego obrazowania
z uzyciem super rozdzielczej mikroskopii (ang. super-resolution microscopy, SRM). Na bazie
joheksolu (jodowego niejonowego $rodka cieniujgcego wykorzystywanego w diagnostyce
obrazowej) oraz saponiny opracowali protokdét SeeDB2 o RI = 1,518, ktory precyzyjnie
odpowiada RI wigkszo$ci obiektywow przystosowanych do obrazowania w wysoKiej
rozdzielczosci w immersji olejowej oraz RI typowych szkietek nakrywkowych (Rl = 1,52).
Cowazne, w serii do$wiadczen z wykorzystaniem zrdznicowanej aparatury 1 typow
obrazowania (STED, SR-SIM, PALM, FV-OSR, SD-OSR, SP8-HyVolution oraz Airyscan)
autorzy wykazali, ze oczyszczanie z wykorzystaniem SeeDB2 nie wpltywa na morfologie
struktur nawet tak drobnych, jak szyjki kolcow dendrytycznych, znacznie ulatwiajac ich

wykrywanie. Podstawowe ograniczenia SeeDB2 to relatywnie dtugi czas inkubacji (4-5 dni dla
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cienkich skrawkéw moézgu) z wykorzystaniem kilku nastepujacych po sobie roztwordw,
ktérych wymiana z pewnoscig moze doprowadzi¢ do uszkodzenia tak delikatnych preparatow,
a takze brak potwierdzonego zastosowania dla tkanek innych niz mézgowe (myszy oraz
D. melanogaster).

Pod wzgledem prostoty i czasu niezbednego do zakonczenia oczyszczania,
niekwestionowanym liderem jest FOCM (ang. ultrafast optical clearing method).
Z wykorzystaniem FOCM, Zhu i wsp. (63) uzyskali wysoki stopien transparentno$ci 300 um
skrawkow mozgu myszy juz w ciggu 120 sekund. W potaczeniu z deklarowang stabilizacja
sygnatu fluorescencyjnego oraz nietoksyczng i niedroga recepturg, pozycjonowato to FOCM
jako bardzo uzyteczne narzedzie do obrazowania 3D preparatdéw o ograniczonej grubosci.
Istotne watpliwosci dotyczace przydatnosci FOCM zostaty zaprezentowane w niedawnym
artykule Kim i wsp. (64), ktorzy wykazali iz FOCM co prawda dokonuje szybkiego
oczyszczenia preparatow, jednak rownie szybko (<1 doby) wyzarza obecne w nich fluorofory
oraz obkurcza preparaty, tym samym utrudniajac pézniejsza segmentacj¢ danych. Autorzy
przedstawili roztwor alternatywny, OptiMuS (ang. Optimized single-step optical clearing
Method that preserves fluorescence and Size of the sample for 3D volume imaging) ztozony
z joheksolu, mocznika oraz D-sorbitolu o Rl = 1,47. W poréwnaniu do FOCM, OptiMuS
charakteryzuje si¢ porownywalnie krotkim czasem inkubacji (1-mm skrawek mézgu szczura
oczyszcza si¢ optycznie w ciggu 1,5 godziny) i, co najwazniejsze, zachowuje oryginalny ksztatt
preparatu, nie doprowadzajac do jego obkurczenia.

Podsumowujac, techniki wodne o wysokim wspotczynniku zatamania $wiatla
w ogromnej wigkszosci bazuja na nietoksycznych odczynnikach (zaréwno dla
eksperymentatora, jak i obiektywoéw mikroskopowych), ktore nie powodujg wyzarzania
fluoroforow i pozwalaja na efektywne oczyszczanie skrawkow niewielkiej grubosci (~100 -

~2000 pm).
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1.2.4 Metody transformujace tkanke.
Rozwoj ostatniej sposrod chemicznie odrebnych gatezi TOC zapoczatkowata pionierska

praca grupy Deisserotha (65), w ktorej mozgowie myszy zostalo poddane inkubacji
z monomerami akrylamidu oraz bisakrylamidu. W wyniku sieciowania wskazanych
monomerdéw uzyskano hybryde tkankowa, w ktorej biatka i kwasy nukleinowe, ich lokalizacja
oraz konformacja, sa skutecznie stabilizowane. Umozliwito to zastosowanie podczas
oczyszczania silnego zwiazku delipidujgcego i czeSciowo dekoloryzujacego — laurylosiarczanu
sodu (ang. sodium dodecyl sulfate, SDS), uzyskujac niemal idealnie transparentne narzady
myszy. Podejscie to nazwano CLARITY (ang. Clear Lipid-exchanged Acrylamide-hybridized
Rigid Imaging/Immunostaining/In situ hybridization-compatible Tissue-hYdrogel) i stanowito
wylacznie punkt wyjscia do licznych optymalizacji protokotu z uwagi na pierwotnie dtugi czas
oraz zlozono$¢ procesu inkubacji. Ponadto koniecznos¢ stosowania elektroforezy podczas
delipidacji i barwienia z wykorzystaniem przeciwciat prowadzita do mocno zréznicowanego
stopnia przezroczystosci, a nierzadko réwniez zniszczenia preparatow w wyniku ich
uszkodzenia termicznego. Obecnie istnieje wiele modyfikacji usprawniajacych pierwotne
CLARITY, ktére dotyczg m.in. opracowania pasywnych protokolow oczyszczania [bez
potrzeby stosowania niestabilnej w wypadku tkanek delipidacji z wykorzystaniem
elektroforezy (66)], dostosowania stgzen monomerow, ich modyfikacji (67,68), a takze
opracowania tanszych i bardziej skutecznych roztworow wyréwnujacych RI powstatych
hybryd (69). Yang i wsp. pokazali, ze odpowiednio zmodyfikowane CLARITY pozwala
rébwniez na przeprowadzenie procedury WBC (66). Niestety zmienna warto$¢ pecznienia
poszczegolnych narzadow pod wptywem tego typu oczyszczania oraz wysoki koszt IHC catego
organizmu z wykorzystaniem jego unaczynienia, ograniczyty stosowanie tej techniki przez inne
laboratoria.

Rezygnacja z elektroforezy podczas delipidacji i IHC sprawita, ze proces TOC byt
bardziej powtarzalny, jednak pozostawal problem penetracji przeciwcial i homogennego
barwienia calych narzadoéw. Interesujace rozwigzanie tej kwestii zaprezentowat Murray (70),
ktory opracowal dwa roztwory — SWITCH-off oraz SWITCH-on. SWITCH-off utrudniat
wiazanie przeciwcial do rozpoznawanych przez nie epitopdw, co pozwalato na jednorodna,
niezaburzong penetracj¢ przeciwcial przez caty narzad, za§ SWITCH-on przywracal zdolno$¢
wigzania przeciwcial. To istotne odkrycie doczekato si¢ rowniez optymalizacji dokonujace;j
stabilizacji fluorescencyjnych bialek — SHIELD [stabilization under harsh conditions via
intramolecular epoxide linkages to prevent degradation (71)]. SHIELD niemal ostatecznie znosi

znany problem nier6wnomiernej dystrybucji przeciwcial i pdézniejszego, zbyt intensywnego
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$wiecenia skoniungowanych z nimi fluoroforow na obwodzie tkanki, z jednoczesnym
niedo$§wietleniem glebi preparatu (tzw. edge effect).

Obecnie metody transformujace sg wykorzystywane stosunkowo rzadko, z uwagi na dtugie
czasy inkubacji (dni — tygodnie) niezbedne do uzyskania przezroczystosci (72) oraz wcigz dosé
zréznicowany (mi¢dzy innymi pod wzgledem zachowania ksztattu preparatow) efekt koncowy.
I cho¢ z perspektywy tkanki/catych narzadéw nie prezentuja zadnych ogdlnych korzysci
W poréwnaniu do metod rozpuszczalnikowych lub rozwadniajgcych, w przeciwienstwie do
tych ostatnich mogg stuzy¢ trojwymiarowemu obrazowaniu probek amorficznych, takich jak

zbadana juz plwocina chorych cierpiagcych z powodu mukowiscydozy (73).

1.3 Mikroskopia oparta na rozszerzeniu.
W wypadku transformujacych metod TOC efekt rozszerzania tkanki po jej uprzednim

usieciowaniu byl powszechnie uznawany =za ograniczenie techniki, z uwagi na
nieprzewidywalny, zalezny od tkanki oraz sktadu zelu akrylamidowego, charakter pecznienia
preparatu (74). W wypadku ExM rozszerzanie jest procesem w peini kontrolowanym
I pozadanym, osigganym podczas 4 etapow: (1) inkubacji ze zwigzkami sieciujgcymi, (2)
polimeryzacji in situ, (3) homogenizacji enzymatycznej (zazwyczaj z wykorzystaniem
proteinazy K) lub mechanicznej tkanki oraz (4) rozszerzenia zelu z wykorzystaniem wody.
W wypadku klasycznych protokotow ExM, preparat ulega ~4.5x liniowemu rozszerzeniu, co
oznacza ze jego objetos¢ rosnie okoto 100-krotnie i w 98-99% sktada si¢ z wody (75). Dzigki
ExM klasyczne obiektywy, ktorych dotychczasowa rozdzielczos¢ wynosita 270 nm, pozwalaja
na wizualizacj¢ tkanek z efektywna rozdzielczoscig na poziomie 60 nm (270 nm / 4,5), a wigc
znacznie ponizej poziomu dyfrakcji klasycznych mikroskopow swietlnych.

Jak wspomniano, w wypadku EXM warto$¢ powigkszenia jest w pelni kontrolowana i moze by¢
modyfikowana poprzez zastosowanie odmiennych chemicznie monomeréw (zawierajacych
wiecej hydrofilowych grup bocznych lub tworzacych mniej potaczen krzyzowych) badz
kolejnej rundy rozszerzania wcze$niej rozszerzonego preparatu. Standardowy hydrozel
wykorzystywany w ExM i gwarantujacy 4.5% rozszerzenie sktada si¢ z akrylanu sodu,
akrylamidu oraz N,N’-metylenodiakrylamidu. Aby jeszcze bardziej zwigkszy¢ efektywna
rozdzielczo$¢ obrazowania zamieniono dwa ostatnie zwigzki na N,N-dimetyloakrylamid, co
W sposob powtarzalny pozwolito osiggnac¢ az 10x liniowe powigkszenie preparatow podczas
jednej rundy rozszerzania (76,77). Niedawno grupa Boydena przesuneta granice jeszcze dalej,
opracowujaC protokot dwukrotnego rozszerzenia (2*4.5x) dzigki ktoéremu osiggnigto

sumaryczne ~20x rozszerzenie liniowe przektadajace si¢ na osiggalng rozdzielczo$¢ na
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poziomie ~25 nm przy uzyciu konwencjonalnych mikroskopow $wietlnych (78). Nalezy
podkresli¢, iz stosowanie protokotéw o tak znaczacych wartos$ciach rozszerzania wymaga
duzego doswiadczenia, szczegdlnie na etapie kontroli, czy rozszerzanie zostato
przeprowadzone w sposob izotropowy, jak podaja to liczne oryginalne prace.

Niezaleznie od techniki rozszerzenia, ostateczna hybryda sktada si¢ z ~1% pierwotnego
materiatu biologicznego oraz ~99% wody, co czyni ja w pelni przezroczysta i teoretycznie
dostepng do obrazowania w konteks$cie 3D rowniez z wykorzystaniem wysokoprzepustowych
technik obrazowania, takich jak LSFM. Mimo to, ExM stuzy obecnie badaniu pojedynczych
komorek lub struktur subkomoérkowych, takich jak mikrotubule czy chromatyna. Z jednej
strony dystans roboczy obecnych obiektywoéw przystosowanych do imersji wodnej
uniemozliwia obrazowanie tak znacznie rozszerzonych preparatéw, z drugiej zas$ czas
niezbedny do przeprowadzenia obrazowania i pdzniejszej analizy nawet niewielkich obszarow
aktualnie skutecznie odstrgcza od podejmowania takich prob. Warto réwniez zwroci¢ uwage
na podstawowe ograniczenie EXM - przestrzenne ,rozcienczenie”  czasteczek
fluorescencyjnych obecnych w tkance, Ktorego nasilenie narasta wraz z glgbokoscia
obrazowania. W wypadku mniej gesto rozdystrybuowanych epitopow lub suboptymalnego
barwienia IHC okaza¢ si¢ moze, ze struktury w rzeczywistosci ciagle, np. mikrotubule, sa

obrazowane w sposob nieciagly, prowadzac do fatszywego odzwierciedlenia rzeczywistosci.

1.4 Histocytometria, jako przyklad zaawansowanej iloSciowej analizy danych
mikroskopowych.
Histocytometria to podejscie, ktore od 2012 roku wyznacza drogg dla iloSciowej analizy

danych pochodzacych z mikroskopii konfokalnej (58). Protokot histocytometrii zaktada (1)
obrazowanie z rozdzielczos$cig komorkowsg oraz (2) segmentowanie komorek na podstawie (i)
sygnatu jadrowego w wypadku komorek o resztkowej ilosci cytoplazmy (np. limfocyty
I komorki dendrytyczne) lub (ii) najbardziej charakterystycznego markera dla danej populacji
(np. podoplaniny dla fibroblastycznych komorek siateczkowych, FRC). Tak przygotowane
dane daja wglad w intensywno$¢ fluorescencji kazdego uzytego markera w kazdym
wysegmentowanym obiekcie i zawierajg informacje o jego lokalizacji w tkance. Przyktadowo,
jesli do barwienia immunohistochemicznego zastosowano przeciwciata anty-B220, -CD3
i CD11b, mozliwe bedzie wykorzystanie uzyskanych danych w programie FlowJo (wiodgcym
programie oryginalnie stworzonym do analiz danych cytometrycznych) i ocena nie tylko tego,
jaki odsetek komoérek stanowia limfocyty B (komoérki B220%), limfocyty T (komorki CD3")
oraz komorki mieloidalne (komorki CD11b*), ale réwniez precyzyjne okreslenie ich

dystrybucji przestrzennej w tkance. Podejscia takie jak histocytometria niosg ze sobg trzy
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fundamentalne korzysci — pierwsza z nich to wspomniana analiza w 3D, ktora pozwala na
badanie interakcji pomigdzy komorkami w tkance, spojrzenie na ich zaleznosci z punktu
widzenia architektury narzadu. Druga, to mozliwos$¢ przeprowadzenia doktadnych badan na
populacjach komorek niepoddajacych si¢ optymalnej izolacji z wykorzystaniem klasycznych
technik stosowanych podczas przygotowania materialu do cytometrii np. komorek
dendrytycznych, czy budujacych zrab narzadu fibroblastow. W koncu trzecia, to tatwosé
badania populacji komorek, ktore wystepuja w niewielkich odsetkach, a tym samym
pozostajacych niedoreprezentowywanymi lub wrecz nieobecnymi w wynikach oznaczen

pochodzacych z cytometrii przeptywowe;.

1.4.1. Zarys problematyki segmentacji sygnatu jadrowego.
Niestety, jak podkreslono we wstepie, podstawa calej procedury histocytometrii [na

ktorej opiera si¢ wiele zupelnie nowoczesnych narzedzi analizy danych, takich jak CytoMAP
(79)] jest udana, precyzyjna segmentacja pojedynczych komoérek, zazwyczaj na podstawie
sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego z ich jadra. Okazuje si¢, ze pomimo rozwoju technik
optycznego oczyszczania oraz licznych narzedzi stuzacych do wykrywania jader
komorkowych, segmentacja tych ostatnich, szczegélnie w wypadku tkanek o wysokim
zageszczeniu komorek, wcigz pozostaje ogromnym wyzwaniem (80). Najlepiej $wiadczy o tym
trudno$¢, z ktorag dostepnym programom przychodzi rozpoznanie nawet nienachodzacych na
siebie jader komorkowych w niewielkich zbiorach danych. Przyktadowo, Piccinini
przetestowal 9 automatycznych 1 potautomatycznych narzedzi do segmentacji jader
komorkowych w 3D na dwoch zbiorach danych, zawierajacych zaledwie ~50 komorek (81).
Ostatecznie tylko 5 sposrod 9 programoéw rozpoznato wiecej niz 90% komorek w tych
nieporownywalnie prostszych w analizie zbiorow w stosunku do choc¢by mikroskopii
konfokalnej grubego skrawka mysiego WL lub moézgowia. Co wigcej, mimo stosowania
zaawansowanych metod opartych na sztucznej inteligencji, szeroko obserwowanym
problemem jest uzyteczno$¢ poszczegdlnych metod segmentacji wylacznie w stosunku do
konkretnych typow preparatow lub sposobu ich barwienia, na ktérych byty pierwotnie
przygotowywane. Dlatego tez spoteczno$¢ akademicka czyni znaczacy wysitek upubliczniajac
jak najbogatsze w oznaczone obiekty zbiory danych stuzace do weryfikacji coraz to nowszych
algorytmow rozpoznawania jader komorkowych (82). Niestety, w poréwnaniu do do$é
powtarzalnego barwienia z wykorzystaniem hematoksyliny i eozyny (83), mikroskopia

fluorescencyjna wraz ze zréznicowana klasg wykorzystywanych instrumentow oraz ich
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ustawien, doktada kolejng niezwykle znaczaca trudno$¢ dla naukowcow podejmujacych temat

segmentacji jader, co ostatecznie znacznie ogranicza uzyteczno$¢ programow typu CytoMAP.

1.5. Podsumowanie.
TOC wraz z postegpem w dziedzinie analizy danych otworzyto potencjalng droge do

badania komorek oraz relacji pomiedzy ich populacjami w 3D. Niestety, gesto§¢ upakowania
komorek w tkankach oraz ich obkurczanie podczas najczesciej stosowanych metod TOC -
technik rozpuszczalnikowych, czyni ich segmentacj¢ i pdzniejszg analize zadaniem niezwykle
trudnym, a obecnie wrecz niewykonalnym.

Do tej pory brakowalo metody, ktora znacznie ulatwitaby proces segmentacji
pojedynczych komorek, jednoczesnie nie zwigkszajac objgtosci badanych narzadéw
0 kilkanascie — kilkadziesiagt razy, czynigc ich obrazowanie niemozliwym do ukonczenia
w normalnych  warunkach pracowni mikroskopii. Opisanie techniki TOC, ktéra
gwarantowataby tatwo$¢ stosowania i szybko$¢ przeprowadzenia procedury z jednoczesnym
umiarkowanym rozszerzeniem tkanek, a tym samym przestrzeni pomi¢dzy komorkami,
mogloby przyczyni¢ si¢ do znacznego poprawienia jakosci przeprowadzanego obrazowania
I nastgpowej analizy danych z narzedziami typu CytoMAP. Jednocze$nie, umiarkowane
rozszerzenie tkanki oznaczatoby potencjalng maksymalizacje doktadnosci przy niewielkim
wydluzeniu czasu obrazowania, co mogltoby odmieni¢ oblicze ExM z techniki czasochtonne;j
I ograniczonej do badania pojedynczych komorek lub anegdotycznego obrazowania mysiego

moézgowia.
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2. Zalozenia i cel pracy.

Glownym celem niniejszej pracy byto opracowanie sktadu roztworu umozliwiajacego

uzyskanie optycznego oczyszczenia i powtarzalnego rozszerzenia tkanek, ktorego stosowanie

umozliwialoby obrazowanie grubych (>40 pum) skrawkow mysich narzadoéw i zwickszato

doktadnos$¢ ilosciowej analizy danych pochodzacych z mikroskopii fluorescencyjne;.

W zwigzku z wyr6zniajacym si¢ wysokim stopniem upakowania komoérkowego WL,

pozytywnie skorelowanym z trudno$cig segmentacji obiektow, to wlasnie mysie WL obrano za

gloéwny materiat stuzacy do weryfikacji uzytecznosci nowego roztworu.

Sformutowano nastepujace cele szczegdtowe:

1.

Identyfikacja zwigzkdéw potencjalnie rozszerzajacych tkanke, charakteryzujacych si¢
wysokim (>1,40) wspoétczynnikiem zatamania $wiatta, weryfikacja ich wplywu na
wielkos¢ tkanek i1 opracowanie ostatecznego roztworu.

Zbadanie kompatybilno$ci opracowanego roztworu z protokotami obrazowania
fluorescencyjnego, tj. (1) wlasciwosci roztworu podczas wielogodzinnego obrazowania
w warunkach obnizonej temperatury (22°C) pracowni mikroskopii konfokalnej,
wplywu na (2) integralno$¢ epitopéw oraz (3) ksztatt tkanki, (4) zachowania emisji
pochodzacej z endogennie kodowanych biatek fluorescencji, (5) zachowania sygnatu
pochodzacego z komercyjnie dostepnych fluoroforow.

Zbadanie  uzytecznosci  stosowania  roztworu  optycznie  0CZySzCzajgcego
i rozszerzajacego w kontekScie akwizycji 1 segmentacji danych mikroskopowych
W porédwnaniu do standardowego schematu obrazowania tkanek.

Zbadanie  uzyteczno$ci  stosowania  roztworu  optycznie = 0OCZyszczajacego
i rozszerzajacego w kontekscie akwizycji i segmentacji danych mikroskopowych

W poroéwnaniu do referencyjnej techniki optycznego oczyszczania mysich WL - Ce3D.
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3. Material i metody

3.1 Tkanki wykorzystane w do§wiadczeniach.
W eksperymentach wykorzystano tkanki pobrane od myszy ze szczepu wsobnego

C57BL/6Jcmdb (hodowane w Centrum Medycyny Doswiadczalnej w Bialymstoku oraz
Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego w Warszawie),
C57BL/6-Tg(Foxp3-DTR/EGFP)23.2Spar/Mmjax, B6.129S4-Argltml.1Lky/]J oraz B6.Cg-
Tg(CAG-DsRed*MST)1Nagy/J (hodowane w Warszawskim Uniwersytecie Medycznym).

Zwierz¢ta mialty zapewnione kontrolowane S$rodowisko (temperatura 24°C, cykl
dobowy 12/12) i zapewniony dostep do wody i paszy ad libitum. Zwierz¢ta usmiercano poprzez
dyslokacje¢ rdzenia kregowego, poprzedzona ekspozycja na izofluran (FDG9623, Baxter).
Izolowane tkanki byly utrwalane przez 1 dobe w 4% roztworze paraformaldehydu (BD
Cytofix/Cytoperm™, No. 554722, BD Bioscences) w 4°C przed wykorzystaniem
w doswiadczeniach.

Wszystkie czynno$ci zostaly przeprowadzone w zgodzie z Dyrektywa Parlamentu
Europejskiego i Rady (2010/63/UE) i polskim Prawem. Myszy byly jedynie donorami tkanek,

co oznacza brak koniecznos$ci uzyskania zgody Komisji Etyczne;.

3.2 Poszukiwanie zwigzkéw chemicznych o potencjalnie do rozszerzania tkanek i analiza
danych dotyczacych powierzchni tkanek.
Na podstawie wczesniejszych badan (84) wyselekcjonowano 10 zwigzkow

chemicznych potencjalnie rozszerzajacych tkanki i gwarantujacych wysoki RI ostatecznego
roztworu. Mysie WL byly fotografowane z wykorzystaniem trinokularu (B1O000629, Jangar)
wyposazonego w kamere cyfrowa USB SMP (BIO000695, Jangar) przed procedurg
oCzyszczenia i rozszerzenia, a nastepnie inkubowane w 2 ml testowanych roztwordéw
i fotografowane ponownie po 24 godzinach od rozpoczecia inkubacji. Ostatecznie zdjecia byly
obrysowywane, a powierzchnie tkanek mierzone w programie ImageJ (wersja 1.52n; National
Institutes of Health) z wykorzystaniem narzgdzia polygon selections.

W pierwszej serii eksperymentéw testowano wpltyw pojedynczych roztworow na
objetos¢ WL. Zastosowano nastepujace stezenia: 100%, 75%, 50%, 25%, 15% oraz 5% (waga
do objetosci, w/v lub objetos¢ do objetosci, V/v, w zalezno$ci od stanu skupienia substancji
W temperaturze pokojowej), przy czym warto§¢ 100% oznaczata maksymalng rozpuszczalnos¢
substancji w wodzie w temperaturze pokojowej, z wyjatkiem glicyny, N-laurylosarkozyny oraz
Tricine, ktorych stezenia odpowiadaty stezeniom wagowym. W Kkolejnej serii eksperymentow
testowano 10% mieszaniny zwigzkow potencjalnie najbardziej optymalnych substancji

(powodujacych rozszerzenie powierzchni o ~25%).
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3.3 Przygotowywanie skrawkow histologicznych.
Utrwalone narzady zatapiano w 3% w/v roztworze agarozy (Sigma-Aldrich) w wodzie,

po czym skrawano na zadang grubo$¢ z wykorzystaniem Vibratomu (VT1000S, Leica).
Skrawki przechowywano w 1x buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS, Sigma-
Aldrich) z dodatkiem 0,05% azydku sodu (NaNs, Sigma—Aldrich).

3.4 Barwienia immunofluorescencyjne i barwienia jadrowe.
Aby zminimalizowaé niespecyficzne wigzanie przeciwciat skrawki inkubowano

przez godzing w roztworze blokujacym sktadajacym sie z 2% surowicy wotowej (BSA, bovine
serum albumin, Jackson ImmunoResearch) oraz 0,3% Tritonu X-100 (Sigma-Aldrich) w PBS
w temperaturze pokojowej. Do skrawkow w roztworze blokujacym dodawano mieszaning
przeciwcial pierwszorzedowych lub bezposrednio skoniugowanych z fluorochromami (lista
oraz stezenia wykorzystanych przeciwcial zostata przedstawiona w Tabeli 1) oraz barwnik
jadrowy — Hoechst 33342 (1:10 000, Thermo Fisher Scientific) dla tkanek poddawanych
oczyszczaniu z wykorzystaniem Ce3D, lub jodek propidyny (1:5000, Thermo Fisher Scientific)
w wypadku wszystkich pozostatych.
Nastepnego dnia skrawki ptukano w 0.3% Tritonie X-100 w PBS (3x10 minut).
W wypadku przeciwciat pierwszorzedowych, po ostatnim ptlukaniu dodawano przeciwciata
drugorzgdowe sprzezone z fluoroforem (Tabela 1) i inkubowano przez 120 minut. Skrawki
ptukano w PBS (3x10 minut) i naktadano na szkietka. Wszystkie etapy barwienia i plukania
odbywaly si¢ na rotorze Mini—Shaker PSU-2T (BS-010155-AAG, Biosan).
Do zatapiania preparatow kontrolnych wykorzystywano odczynnik Fluoromount-G
(Thermo Fisher Scientific), pozostale preparaty zatapiane byly w ostatecznym roztworze

oczyszczajacym i rozszerzajacym lub Ce3D, w zalezno$ci od zastosowanej metody TOC.

Tabela 1. Lista przeciwcial wykorzystanych w pracy.

Typ przeciwciala/ Wykorzystane
Nazwa przeciwciala Producent, numer katalogowy .
koniugat stezenie
ER-TR7 Thermo Fisher Scientific, MA1-40076 Pierwszorzedowe 1:500
LYVE1L Thermo Fisher Scientific, 53-0443-82 AF 488 1:500
CD172 (SIRPw) Biolegend, 144006 FITC 1:500
CD21/35 (CR2/CR1) Biolegend, 123424 AF 647 1:500
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CD3 Biolegend, 100272 PeFire 700 1:500
CD45R/B220 Biolegend, 103202 Pierwszorzgdowe 1:500
GFP MBL, 598 Pierwszorzedowe 1:500
GFAP Thermo Fisher Scientific, PA1-10019 Pierwszorzedowe 1:2000
NeuN Merck, MAB377 Pierwszorzedowe 1:500
Anti-Rat Thermo Fisher Scientific, A-21247 AF 647 1:1000
Anti-Rat Thermo Fisher Scientific, A-11007 AF 594 1:1000
Anti-Rat Thermo Fisher Scientific, A-21434 AF 555 1:1000
Anti-Rat Thermo Fisher Scientific, A-11006 AF 488 1:1000
Anti-Mouse Thermo Fisher Scientific, A-21235 AF 647 1:1000
Anti-Rabbit Thermo Fisher Scientific, A-21428 AF 555 1:1000
Anti-Syrian Hamster Jackson ImmunoResearch, 107-295-142 RRX 1:1000

3.5 Optyczne oczyszczanie.

3.5.1 ISEE.
Opracowany nowy roztwor do optycznego oczyszczania i rozszerzania sktada si¢ z

25% imidazolu (1202-100G, Merck), 20% mocznika (U5378-5KG, Sigma-Aldrich), 30% 1-(3-
Aminopropyl)imidazolu (272264-50G, Merck) oraz 25% wody i ma Rl = 1,47. W wypadku
oczyszczania z ISEE, tkanki o grubosci 40 um inkubowane byly w roztworze przez 15 minut,

za$ 100-200 um przez 30 minut, po czym zatapiane i obrazowane.

3.5.2 Ce3D.
Roztwor przygotowywano zgodnie z opublikowanym protokotem (59). W skrocie,

przygotowano 40% v/v roztwor N-metylacetamidu (M26305-100G, Sigma—Aldrich) w PBS,
ktorego uzywano do rozpuszczania Histodenz (D2158-100G, Sigma—Aldrich) do 86% w/v w
37°C. Po catkowitym rozpuszczeniu, ktore nastgpowato po 5-6 godzinach, do roztworu
dodawano Triton X-100 (0.1% v/v, Sigma—Aldrich) oraz 1-tioglicerol (0.5% v/v, M1753-
100ML, Sigma-Aldrich). W celu oczyszczenia mysich weztéw limfatycznych, inkubacje

przeprowadzano przez 24 godziny z delikatng rotacja.

3.6 Obrazowanie konfokalne.
Do obrazowania preparatow wyznakowanych fluorescencyjnie uzyto mikroskopu

konfokalnego Leica TCS SP8 (Leica Microsystems) wyposazonego w modul Navigator oraz
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obiektywy HC PL APO CS2 20x/0.75 oraz HC PL APO CS2 40x/1.30 z imersja olejowa.
Wzbudzenia dokonywano z wykorzystaniem lasera $§wiatla biatego (WLL) Iub argonowego
w odpowiednich dla danych fluoroforéw dtugosciach. W ogromnej wiekszosci detekcja byta
przeprowadzana z wykorzystaniem detektorow hybrydowych, HyD, w rozdzielczo$ci

1024x1024, obraz 8-bitowy, predkos¢ 600, krok w 0si z=2 um.

3.7 Porownanie detekcji jader komoérkowych i sygnaléw blonowych w skrawkach 40 pm.
Wybarwione, 40 um skrawki mysich WL, obrazowano z wykorzystaniem SP8

i obiektywem 40x/1.3 NA, po czym poddawano oczyszczaniu i rozszerzaniu z ISEE. Po 15
minutach inkubacji skrawki obrazowano powtornie z wykorzystaniem obiektywu 40%/1.3 NA
oraz 20x/0.75 NA. Uzyskane dane odtwarzano z wykorzystaniem ImageJ (National Institutes
of Health) i za pomocag polygon selections na plikach pochodzacych z obrazowania
z obiektywem 40x po ISEE. Wyznaczano 2 grupy regionéw poddawanych analizie
0 odmiennym stopniu upakowania komorek: (1) regiony w obrgbie grudek limfocytéw B oraz
(2) poza grudkami. Nastepnie te same, zapamigtane regiony, aplikowano do danych
zobrazowanych z obiektywem 20x po ISEE oraz, po uprzednim pomniejszeniu 0 12,7%, do
danych kontrolnych. Wszystkie regiony wycinano z oryginalnych plikow oraz zapisywano
w formacie tiff. Nastepnie, z wykorzystaniem Imaris File Converter (Bitplane) dokonywano
konwersji do formatu .ims (Imaris, Bitplane). W programie Imaris przeprowadzano analize¢
z wykorzystaniem 2 funkcji — surface dla detekcji jader komérkowych oraz cells dla detekcji
sygnatu btonowego pochodzacego z barwienia anty-B220 (doktadne parametry segmentacji
sygnatow zostaty przedstawione w Tabeli 2 i 3), po czym dane ilosciowe dotyczace liczby
wykrytych obiektow eksportowano do formatéw csv./.xIsx.

Tabela 2. Parametry segmentacji jader komérkowych w programie Imaris.

) “Diameter of “Region Growing
] Wielkos¢ ROI ,.Surface Grain “Manual ] “Volume”
Rycina; grupa . Largest Estimated
(XY)* (um) Size” (um) Threshold” ) (um®)
Sphere” (um) Diameter” (um)

66,5 —

14C; ISEE, 232%232 0,568 80 25 — max 4,04
238,0
66,5 —

14D; ISEE 232%232 0,568 80 25 — max 4,04
365,0
36,4 —

14C; Ce3D 200%200 0,568 80 25 — max 3,59
163,0
36,4 —
14D; C.3D 200%200 0,568 80 25 — max 3,59 2430
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Caty obszar
grudki lub 66,5 —
12; 40x/20x ISEE 0,568 80 25 — max 4,04
119%116 poza 365,0
grudka
Caty obszar
grudki lub 36,4 -
12; 40x PBS 0,568 80 25 — max 3,59
104%102 poza 243,0
grudka
12; 40x/20x
Caty obszar 66,5 —
ISEE, 12 um, ] 0,568 100 7 — max 4,04
grudki 365,0
grudka
Caty obszar
12; 40x PBS, 10 grudki lub 36,4 —
0,568 100 1-max 3,59
pm 104%102 poza 243,0
grudka
12; 40x/20x
66,5 —
ISEE, 12 um 119x116 0,568 100 1-max 4,04 365.0
poza grudka ’
*W osi z analizowano cala grubo$¢ preparatu lub 10/12 pm w wyszczegdlnionych grupach.
Tabela 3. Parametry segmentacji limfocytow B w programie Imaris.
) Wielkos¢ ROI “Cell Smallest | ,,Cell Membrane “Intensity ,»,Quality »Volume”
Rycina; grupa ) )
(XY)* (um) Diameter” (um) Detail” Threshold” (um) | Threshold” (um?®)
16B; ISEE, Catly obszar
. 5,02 0,568 20 - max 0,600 66,5 —365,0
grudka grudki
16B; PBS, Caly obszar
. 4,12 0,568 20 - max 0,600 36,0 —243,0
grudka grudki
16B; ISEE, poza
119x%116 5,02 0,568 3,6 - max 0,600 66,5 — 365,0
grudka
16B; PBS, poza
104%102 4,12 0,568 7,5 - max 0,600 36,0 -243,0

grudka

*W osi z analizowano cata grubo$¢ preparatu lub 10/12 pm w wyszczegdlnionych grupach.

3.8 Poréwnanie detekcji jader komérkowych w skrawkach 100 pm.
Tkanki (pochodzace z nastgpujacych po sobie skrawkow tego samego WL) wybarwione

I oczyszczone zgodnie z powyzszym opisem, poddawano obrazowaniu z wykorzystaniem SP8

wyposazonego w obiektyw 40x/1.3 NA. Aby odnalez¢ oczekiwang obj¢tosé obiektow

poddawanych segmentacji, zmierzono po 100 $rednic przekrojow jader komoérkowych
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zlokalizowanych na terenie grudek limfocytow B. Dane byly nast¢pnie poddawane analizie
w oprogramowaniu Imaris (Bitplane) z wykorzystaniem funkcji surface. Analizie poddawano

identyczna liczbe regiondw o Scisle okreslonych parametrach zawartych w Tabeli 2.

3.9 Analiza statystyczna.
Na wykresach przedstawiono srednie ze stupkami bledu jako btgdu standardowego

$redniej. Dane uznawano za statystycznie istotne dla P < 0.05. Liczbg¢ badanych elementéw
podano w legendach rycin. Dane przeanalizowano statystycznie w programie GraphPad Prism
9 (GraphPad Software). W wypadku danych o rozktadzie normalnym (testowano przy uzyciu
testu Shapiro-Wilka) i rownych wariancjach pomigdzy grupami stosowano test t-Studenta lub
jednokierunkowa analiz¢ wariancji (ANOVA). W wypadku analizy wariancji dla istotnych
statystycznie wynikow przeprowadzano test post-hoc Tukeya.
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4. Wyniki

4.1 Poszukiwanie roztworu rozszerzajacego tkanki o potencjalnie wysokim
wspolczynniku zalamania Swiatla.

Wykorzystujac dotychczas przeprowadzone obszerne (1 691 substancji) badanie
przesiewowe zwigzkow o potencjale do rozszerzania tkanek i utrzymywania wysokiego (>1,45)
Rl w roztworach wodnych (84), wyselekcjonowano 10 zwigzkow do oceny ich wptywu na
zmian¢ powierzchni mysich WL. Pierwsza seria doswiadczen wykazata, iz wszystkie
testowane zwiazki, oprocz N-laurylosarkozyny, glicyny oraz Tricine, doprowadzaty do
znacznego (co najmniej 20%) powigkszenia powierzchni tkanek juz w ciagu 24 godzin od
rozpoczgeia inkubacji (Ryc. 5A). Ponadto, zauwazono ze imidazol doprowadza do
oczyszczenia optycznego WL (Ryc. 5B).
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Rycina 5. Wstepna ocena potencjalu rozszerzania WL przez badane zwigzki chemiczne.

(A) W wyniku przeprowadzonego testu przesiewowego wykluczono z dalszych badan 3 zwiazki o niskim (<20%
wzrostu powierzchni) potencjale rozszerzania mysich WL — N-laurylosarkozyne, glicyng oraz Tricine. (B)
Imidazol dokonuje nie tylko znaczacego rozszerzenia WL, ale rowniez prowadzi do ich oczyszczenia optycznego.
(C) 10% roztwory zawierajace imidazol, API lub mocznik charakteryzuja si¢ najwyzszym potencjatem do

ograniczonego rozszerzania tkanek. Skala, 1 mm.

Nastepnie zbadano, czy mozliwe jest uzyskanie nasilonego powigkszenia narzagdow po
tacznym zastosowaniu mieszanin wyselekcjonowanych zwiazkow, obserwujac najwyzsze
wartosci §redniego rozszerzania powierzchni (co najmniej o 30%) w wypadku 5 par zwigzkow:
(1) 1-(3-aminopropyl)imidazolu (API) z imidazolem, (11) API z mocznikiem, (111) mocznika
z imidazolem, (IV) API z imidazolem i mocznikiem oraz (V) API z 3-Picolylaming (Ryc. 5C).
W tym etapie usunigto 3-Picolylaming z dalszych analiz z uwagi na brak korzystnego dziatania
w polaczeniu przy jednoczesnej tendencji do powodowania obkurczenia tkanki w wyzszych niz
15% stezeniach (Ryc. 5A), ktérych uzycie byloby zapewne niezbedne do osiaggnigcia
wysokiego RI ostatecznego roztworu.

Aby zweryfikowaé, czy w wypadku kombinacji API z imidazolem i mocznikiem, to ten
ostatni [jako zwigzek znany ze swych wiasciwosci indukujacych pecznienie tkanek (37)]
wywiera najsilniejsze dziatanie, przeprowadzono obserwacj¢ wplywu roéznych stezen API

i imidazolu z dwoma, statymi stezeniami mocznika — 10% oraz 25% (Ryc. 6A-B).

A —_ 60 B — 60— C 60— sk %k k
) 2 oy
% 40 % 40 T -(C:J
= 8 . N
2 .g o
g g 2
& 20- g 207 ;
.‘3 8 s
3 £ E
0- T T T 0- | B E e —
o\°® o\ﬁ <>\t:é e\ﬁ\ n\eé\ o\oé\ ca\c‘§ e\o“~ e\oé\ e\o‘§
R R QR SHIGIGIGIS
NI N Pt
\s \a \s \s Frr.r.¥r \°v-
R AL AR R
& & & ¢ W € E S
o\o o\o o\ o\e 9 s\o oo oo oo o\
SRR SHCHCEC R

Rycina 6. Stezenie imidazolu i API odgrywa wazniejsza role podczas rozszerzania mysich WL niz stezenie

mocznika.

Aby oceni¢ role imidazolu, API oraz mocznika w rozszerzaniu mysich WL, przetestowano zwigzki o réznych

stezeniach imidazolu i API przy statych stgzeniach mocznika (A) — 25% i (B) — 10%. (C) Roztwory zawierajace
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10% mocznika charakteryzuja si¢ wyzszym potencjatem do rozszerzania WL. Test t-Studenta dla niezaleznych

grup: t=3,841, df=22, p = 0,0009. Imi — imidazol, API - 1-(3-aminopropyl)imidazol, M — mocznik.

Wykazano, iz kumulatywnie roztwory zawierajace 25% mocznika charakteryzuja si¢
nizszym potencjatem rozszerzania tkanek ($rednio 22,34% vs 35,64%, Ryc. 6C). Jednoczesnie
zaobserwowano, 1z roztwor sktadajacy sie w 30% z API, 30% imidazolu, 25% mocznika i 15%
wody, byl roztworem spetniajacym definicj¢ roztworu przesyconego — mozliwym do
rozpuszczenia w warunkach podwyzszonej temperatury (~40°C), jednak szybko
krystalizujagcym po ekspozycji na powietrze lub w temperaturze pracowni mikroskopii
konfokalnej (~22°C).

Opierajac si¢ na powyzszych obserwacjach, poczyniono proby uzyskania roztworu
bedacego mieszaning API, imidazolu, mocznika i wody o wysokim RI (> ~1,45), zawierajacym
mniej niz 25% mocznika oraz mniej niz 30% API oraz imidazolu. Opracowano 4 alternatywne
roztwory o podobnym RI oraz sktadzie (Tabela 4), a takze potencjale do rozszerzania
powierzchni weztéw limfatycznych o ~30-35% (Ryc. 7).

Tabela 4. Sklad testowanych roztworow.

Stezenie Stezenie API Stezenie Stezenie wody
Numer o . RI
imidazolu [%0] [90] mocznika [%0] [90]
| 26 25 23 26 1,465
1 27,5 27,5 20 25 1,467
I 25 30 20 25 1,470
v 30 25 20 25 1,465
ns
— 50
2 [
‘£ 404 I
Lor
N a0 T l
g% T
3
a 204
2
o 10
S
N
0- T

T T
| | ] v

Rycina 7. Opracowane roztwory nie réznia si¢ potencjalem rozszerzania WL.
Zaden sposrod czterech opracowanych roztworéw nie odbiega znaczaco pod wzgledem potencjatu rozszerzania

WL. Doktadny sktad roztworéw zawiera Tabela 4. Jednokierunkowa ANOVA, p > 0,05.
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Z uwagi na wymienione podobiefstwa, do dalszych badan wybrano roztwor
charakteryzujacy si¢ najwyzszym RI (roztwér ,IITI””). W sktad ostatecznego roztworu ISEE
(ang. Improved Segmentation with bEning Expansion), ktory postuzyl do dalszych
eksperymentow, wchodzi 30% w/v API, 25% w/v imidazolu, 20% w/v mocznika oraz 25%
wody. ISEE ma Rl = 1,47, pH ~12 oraz charakteryzuje si¢ wysoka transmitancjg w zakresie

widma $wiatta widzialnego (Ryc. 8).

Transmitancja

Diugosé fali $wiatta [nm]

Rycina 8. Wykres transmitancji roztworu ISEE w spektrum $wiatla widzialnego.

4.2 ISEE dokonuje blyskawicznego oraz trwalego oczyszczenia i rozszerzenia grubych
skrawkow tkanek.
W celu zweryfikowania po jakim czasie reakcja rozszerzania si¢ wysyca, 200-um

skrawki WL inkubowano w ISEE przez 5 godzin okresowo je fotografujac. Co interesujace,
reakcja rozszerzenia wysycata si¢ juz po pierwszych 30 minutach inkubacji, a powierzchnia
pozostawata taka sama w ciagu kolejnych 4,5 h (Ryc. 9A-B). Pomimo niezmiennej w czasie
powierzchni WL, zauwazono niewielkie odchylenia ksztattow ich powierzchni w trakcie
trwania inkubacji (Ryc. 9C). Aby sprawdzi¢, czy obserwowane niewielkie odchylenia od
ksztaltu pierwotnego to wynik dziatania ISEE, czy mechanicznej manipulacji
eksperymentatora, przeprowadzono obrazowanie konfokalne sieci komorek FRC
charakteryzujacych si¢ skomplikowang strukturg. Obrazowanie preparatow wyznakowanych
przeciwko antygenowi ER-TR7 przed oraz po dobie od rozpoczecia inkubacji z ISEE
potwierdza, iz roztwor ten dokonuje rozszerzania izometrycznego i tym samym utrzymuje

strukture subkomoérkowa preparatow (Ryc. 9D).
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Rycina 9. ISEE rozszerza skrawki WL gwaltownie i rownomiernie.

(A) W ciagu 30 minut od rozpoczgcia inkubacji, 200-pm skrawki WL uzyskuja ostateczng warto$¢ rozszerzenia
powierzchni [n = 4; jednokierunkowa ANOVA, test post-hoc Tukeya; **p< 0,01, *p< 0,05]. (B) Zdjecia
makroskopowe przedstawiajgce zmiang reprezentatywnego skrawka podczas 5 godzin inkubacji w ISEE (1 kratka
= 1 mm). (C) Na maske ksztaltu wybranego wezta inkubowanego 30 minut (kolor czarny) naniesiono obrys
ksztattow tego samego wezta po 150 i 300 minutach inkubacji (kolor zo6tty). Ksztatt uchwycony po 150 minutach
niemal idealnie odpowiada ksztaltowi z 30 minuty inkubacji, jednak w 300 minucie widoczne sa niewielkie zmiany
ksztattu (strzatki). (D) Obrazowanie tego samego skrawka wybarwionego anty-ER-TR7 przed (PBS) i po dobie
rozszerzenia (ISEE 24 hr), prezentujace zachowany ksztatt subkomorkowy pomimo makroskopowego

rozszerzenia. Skala, 25 pm.

4.3 ISEE gwarantuje stabilizacje sygnalu fluorescencyjnego podczas IHC
Zz wykorzystaniem drugorzedowych przeciwcial.
Z uwagi na to, iz wiele spos$rod technik TOC wykazuje tendencje do gwattownego

wyzarzania fluoroforow, podjeto probe weryfikacji kompatybilnosci ISEE z IHC
Z przeciwciatami bezposrednio skoniugowanymi z nastepujacymi 7 czasteczkami: Alexa Fluor
(AF) 488, -594 i -647, FITC, Pe, PeFire 640 i -700. Co zaskakujace, juz w ciggu 30 minut nie
uzyskano specyficznego sygnatu w zadnym z wykonanych barwien IHC (Ryc. 10A). Jako, ze

juz wczesniej wykonywano testowe obrazowania z drugorzedowymi przeciwciatami nie
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obserwujac znaczacego ostabienia intensywnosci fluorescencji, przeprowadzono ponowne
barwienie z tym samym roztworem ISEE z przeciwciatami pierwszorzgdowymi skierowanymi
przeciwko podoplaninie oraz B220 oraz drugorzedowymi skoniugowanymi z odpowiednio
czerwong rodaming (podoplanina) i AF 488, -555, -594 i -647 (B220). 3-krotne obrazowanie
tych samych tkanek wykazalo zachowanie sygnalu fluorescencyjnego pochodzacego
z rodaminy (Ryc. 10B) oraz AF 555 (Ryc. 10C lewy panel) a takze AF 594 i 647 (wyniki nie
zalaczone), na przestrzeni minimum 6 dni. W wypadku AF 488 silny sygnat utrzymywat si¢

wylacznie w dniu oczyszczania i rozszerzania (Ryc. 10C prawy panel).

AF 647, CD21/35

Dzien 0 Dzien 3 Dzien 6




Rycina 10. ISEE jest kompatybilne z barwieniem z wykorzystaniem drugorzedowych przeciwcial.

(A) W ciagu 30 minut od rozpoczgcia inkubacji, sygnat pochodzacy ze wszystkich badanych fluoroforow
w wypadku przeciwcial bezposrednio skoniugowanych zanika lub staje si¢ niespecyficzny. W wypadku
przeciwcial drugorzedowych, (B) koniugaty rodaminy czerwonej, (C) AF 555 i AF 488 zachowuja sygnat
fluorescencyjny pod wptywem ISEE, cho¢ tylko przez dobe w wypadku tego ostatniego. Skala, 100 um. RRX —
Rhodamine Red™-X, AF — Alexa Fluor, PDPN — podoplanina.

4.4 |SEE umozliwia detekcje endogennych fluoroforéow po wezesniejszym ich
wybarwieniu podczas IHC.
Nastepnie zweryfikowano wpltyw ISEE na zachowanie fluorescencji emitowanej przez

endogenne biatkowe fluorofory (Ryc. 11A) — eGFP w wypadku myszy DTR-eGFP (u ktorych
biatko fuzyjne receptora dla toksyny bloniczej oraz eGFP ulega ekspresji pod promotorem
Foxp3), DsRed w tkankach myszy ACTB-DsRed. MST (u ktorych DsRed ulega ekspresji pod
promotorem aktyny) oraz YFP w tkankach myszy YARG (u ktorych gen kodujacy eYFP zostat
ulokowany ponizej sekwencji kodujacej arginaze¢ 1). ISEE juz po 30 minutach inkubacji
dokonuje pelnego wyzarzenia wskazanych fluoroforow, pozostawiajac w tkance wylacznie
autofluorescencyjny sygnat, szczego6lnie widoczny w wypadku kanatu pobudzonego w zakresie
$wiatla zielonego ~488 nm (Ryc. 11A). Z uwagi na niski z reguly stosunek sygnalu
pochodzacego z bialkowych fluoroforow do tlta tkanki (z wylaczeniem kilku modeli
zwierzecych o nadzwyczaj silnej fluorescencji np. myszy reporterowych Thyl-GFPM)
nierzadka praktyka pozostaje wzmocnienie sygnalu endogennej fluorescencji poprzez
barwienie IHC. Korzystajac z przeciwciata skierowanego przeciwko GFP zweryfikowalismy,
iz podobnie jak w wypadku innych barwien z przeciwciatlami drugorzgdowymi, mozliwa jest

skuteczna detekcja biatkowych fluoroforéw pomimo ich pierwotnego wyzarzenia.
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Rycina 11. ISEE umozliwia detekcje endogennych bialkowych fluorofor6w po uprzednim barwieniu THC.
(A) W ciagu 30 minut od rozpoczecia inkubacji, sygnat pochodzacy ze wszystkich badanych endogennych
biatkowych fluoroforow ulega wyzarzeniu, pozostawiajac sygnal autofluorescencyjny. (B) Zastosowanie
barwienia skierowanego przeciwko eGFP (prawy panel) pozwala dokona¢ detekcji pierwotnego sygnatu (lewy

panel). Skala, 30 um dla panelu A oraz powigkszonych obszarow, 100 um dla pozostatych.

4.5 ISEE poprawia dokladnos¢ segmentacji w porownaniu z klasycznym protokolem
obrazowania konfokalnego.
Po zweryfikowaniu uzytecznosci ISEE wyrazonej (1) bardzo szybkim i rdwnomiernym

rozszerzaniem i oczyszczaniem oraz (2) kompatybilnoscia z barwieniem [IHC
Z wykorzystaniem najczesciej stosowanych fluoroforow, przeprowadzilismy doswiadczenie
poréwnujace dokladno$¢ segmentacji sygnalu pochodzacego z barwienia jadrowego. Aby
zweryfikowaé hipoteze zaktadajgacg, ze rozszerzenie obiektow zainteresowania (jader
komorkowych) oraz przestrzeni pomigdzy nimi wraz z efektem oczyszczenia poprawi
doktadno$¢ analizy, przeprowadzano obrazowanie tych samych fragmentéw tkanek przed
oczyszczeniem z obiektywem 40x/1.30 (warunki kontrolne) oraz z obiektywami 40x/1.30
i 20%/0.75 po ISEE (warunki eksperymentalne). Zeby jak najbardziej zblizy¢ si¢ do typowych
warunkéw obrazowania, do$wiadczenie przeprowadzono na tkankach o grubosci 40 um
(obrazujac je w cato$ci w osi z) w rozdzielczosci 1024x1024 i predkosci 600 w formacie 8-

bitowym, dostosowujac moc lasera tak, aby minimalizowac¢ liczbg pikseli wykraczajacych poza
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zakres detekcji. W obrebie WL oznaczono dwa typu regionéw charakteryzujace si¢ odmiennym
stopniem upakowania komorek: (1) gesto upakowane grudki oraz (2) regiony w obrgbie strefy
limfocytow T o nizszym stopniu zageszczenia komorkowego (Ryc. 12A). Objetos¢ regiondw
w wypadku ISEE byta automatycznie zwigkszona z wykorzystaniem ImagelJ przy zatozeniu
liniowego rozszerzenia tkanki o 14,5%, co pozwolito na skuteczne dopasowanie i wycigcie tych
samych regionéw (Ryc. 12A-B) stanowigc kolejny dowodd na izometryczno$¢ procesu
rozszerzania. Poprawa rozdzielczosci obrazowania po ISEE jest widoczna zaréwno w gérnych
czesciach zakresu obrazowania (ang. stack, efekt rozszerzania) jak i w czgsciach dolnych, gdzie
obserwuje si¢ naktadajacy efekt rozszerzania i oczyszczania (Ryc. 12B prawy panel). Zgodnie
z hipoteza, poprawienie rozdzielczosci obrazowania pod wplywem ISEE pozwolilo na
dokonanie doktadnicjszej segmentacji z wykorzystaniem potautomatycznego procesu
tworzenia powierzchni w programie Imaris (Bitplane, Ryc.12C, zatozenia przyjete do
segmentacji dotyczace wielkoSci obiektow zostaly opisane w Materiatach i metodach oraz
Tabeli 2). Widzac, jak znaczaco wraz ze wzrostem glebokosci, zmniejsza si¢ jako$¢
uzyskiwanych obrazéw w wypadku regionow kontrolnych, postanowiono powtorzy¢ analizg
W obrebie tych samych regionow, jednak wlaczajac wytacznie petne przekroje z pierwszych 10
(obrazowanie kontrolne) lub 12 pm (obrazowanie po rozszerzeniu) tkanki. Tak znaczace
ograniczenie obrazowania z jednej strony pozwala na zbadanie przede wszystkim efektu
rozszerzania, a nie oczyszczania (z uwagi na dos¢ podobng jako$¢ danych przy wierzchu
tkanki), faworyzuje jednak segmentacj¢ dla warunkow kontrolnych (ktore zaktadaja obecnosé
odpowiednio mniejszych obiektow, a ktore to w sposdb sztuczny pojawig si¢ na liniach cigcia
tkanki). W wyniku poglebionej analizy ilosciowej wykazano skuteczno$¢ ISEE w wypadku
grudek, co jednak nie mialo miejsca w wypadku mniej gesto upakowanych regiondw

limfocytow T (Ryc. 12D prawy panel).
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Rycina 12. ISEE ulatwia detekcje¢ jader komorkowych.

(A) Te same regiony 40-um skrawka mysiego WL zostaty zobrazowane przed (PBS) i po optycznym oczyszczeniu
i rozszerzeniu (ISEE) i wykorzystane do analizy ilosciowej pod wzgledem liczby jader komérkowych (elipsy
prezentujg analizowane grudki za$§ kwadraty — regiony pozagrudkowe). (B) ISEE poprawia jako$¢ i rozdzielczo$é
obrazowania zar6wno na poczatku, jak i na koncu zakresu, (C) co pozwala na dokonanie dokladniejszej
segmentacji. (D) ISEE zwigksza liczbe wykrywanych jader komérkowych przy zastosowaniu takiego samego

powigkszenia uktadu optycznego nie tylko w catej objgtosci badanych regiondw, ale réwniez wierzchnich
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warstwach obrazowanego zakresu w wypadku grudek. Jednokierunkowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya, **p
< 0,01, n = 6 regiondéw grudkowych i n = 7 pozagrudkowych. Skala, (A) 500 um, (B) 20 um, (C) 100 um.

4.6 ISEE poprawia dokladno$¢ segmentacji w poréwnaniu z referencyjng technika
TOC.
Cho¢ uzyskane wyniki wykazatly poprawe segmentacji jader komorkowych po

zastosowaniu ISEE w poréwnaniu do grupy kontrolnej, obrazowanej w sposob klasyczny po
wczesniejszym zatopieniu w Fluoromount-G®, zweryfikowaé nalezato, czy efekt ten pozostanie
utrzymany w poréwnaniu z inng technikg TOC. W tym celu zastosowano technike Ce3D —
metode referencyjng dla oczyszczania mysich WL, o udokumentowanym braku wplywu na
wielko$¢ tkanki lub minimalnie ja obkurczajacg (w przeprowadzonych oznaczeniach nie
zaobserwowano roznic pomig¢dzy Srednimi $rednicami jader komoérkowych zlokalizowanych
w regionie grudek pomigdzy Ce3D i obrazowaniem kontrolnym, Ryc. 13). Dzigki temu
mozliwa byla weryfikacja, czy samo rozszerzanie (niezaleznie od oczyszczania) moze

poprawia¢ segmentacje jader komorkowych w wypadku mysich WL.
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Rycina 13. Ce3D nie zmienia ksztaltu oczyszczanej tkanki.

Srednica jader komoérkowych mierzonych w obrebie grudek WL w tkankach poddanych oczyszczaniu
z wykorzystaniem Ce3D nie odbiega od $rednicy obserwowanej w tkankach kontrolnych. Test t-Studenta dla
niezaleznych grup: t=0,8354, df=419, p = 0,4039.

Z uwagi na brak mozliwosci dokonania obrazowania tych samych regionow w ISEE
i po Ce3D i na odwrot, obrazowano kolejne, 100-um skrawki pochodzace z tego samego WL,
zaktadajac jednorodny stopien upakowania grudek (Ryc. 14A). W wyniku analizy ilo§ciowej
potwierdzono powickszenie wezta po ISEE o ~15% liniowo w poréwnaniu do

niezmieniajacego wielkosci tkanki Ce3D (Ryc. 14B) oraz udowodniono, iz widoczne ,,gotym
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okiem” powigkszenie przestrzeni pomiedzy jadrami komorkowymi w wypadku ISEE poprawia
jako$¢ segmentacji w stosunku do Ce3D niezaleznie od przyjetych warunkéw wstepnych tego

procesu (Ryc. 14C-D).

Caty skrawek Region w powiekszeniu Segmentowany obszar
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Rycina 14. ISEE ulatwia detekcje jader komorkowych w poréwnaniu do referencyjnej metody TOC.

(A) 100-um skrawki pochodzacego z tego samego mysiego WL zostaly zobrazowane po optycznym oczyszczeniu
i rozszerzeniu (ISEE) oraz oczyszczeniu (Ce3D) i wykorzystane do analizy ilosciowej pod wzglgdem liczby jader
komoérkowych. (B) ISEE zwicksza $rednice jader komorkowych zmierzonych w grudkach o ~15% [test t-Studenta
dla niezaleznych grup: t=16,75, df=598, ****p <0,0001], (C-D) co przektada si¢ na poprawe¢ detekcji jader
komoérkowych w wypadku ISEE niezaleznie od przyjetych zatozen segmentacji. (C) Na potrzeby segmentacji
zatozono, iz wykrywane obiekty to idealne kule ktérych promien, plus i minus dwa odchylenia standardowe,
wyliczono na podstawie zmierzonych $rednic [test t-Studenta dla niezaleznych grup: t=4,839, df=22, ****p

<0,0001]. (D) W wypadku tej analizy do gornego zakresu wyliczonej W (C) obje¢tosci dodano 50%, kompensujac
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spadek rozdzielczos$ci w osi z [test t-Studenta dla niezaleznych grup: t=3,789, df=22, **p = 0,01]. Skala, cate
skrawki 300 pm, pozostate regiony 50 pm.

Nalezy podkresli¢, iz mozliwo$¢ obrazowania konfokalnego z wykorzystaniem ISEE
nie ogranicza si¢ do 100 um skrawkow. Aby to zweryfikowac, przeprowadzono obrazowanie
skrawka WL o pierwotnej grubosci 200 um (czyli ~230 um po rozszerzeniu), co Sstanowi
wartos$¢ graniczng dla katalogowego dystansu roboczego obiektywu HC PL APO CS2 40%/1.30
(WD = 0,24 mm). Zaréwno w wypadku barwienia jadrowego, jak i IHC z wykorzystaniem
przeciwciata anty-B220, uzyskano wysokiej jakosci dane na poczatku i na koncu obrazowanego

obszaru (Ryc. 15).
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Rycina 15. ISEE pozwala na obrazowanie grubych skrawkow z zachowaniem wysokiej jakos$ci sygnatu.
Pierwotnie 200-um skrawki mysich WL zobrazowane z wykorzystaniem obiektywu HC PL APO CS2 40x/1.30

potwierdzaja wysoki stopien przezroczystosci uzyskiwanych preparatow. Skala, 50 pm.

4.7 ISEE gwarantuje preferencyjne warunki detekcji sygnalu blonowego .

Po obserwacji uzyteczno$ci rozszerzania w stosunku do detekcji bardzo gesto
upakowanego sygnatu fluorescencyjnego pochodzacego z jader komérkowych, podjeto probe
weryfikacji potencjalnej korzysci ze stosowania ISEE do wykrywania sygnatu blonowego.

W tym celu ponownie zastosowano barwienie anty-B220 pozwalajace na detekcje ogromnej

47



wiekszosci limfocytéw B 1 dokonano analizy w sposob analogiczny do sygnatu jadrowego,
tj. z wykorzystaniem WL o0 grubosci 40 pm obrazowanych przed (PBS) i po oczyszczeniu
i rozszerzeniu (ISEE, Ryc. 16A). Podobnie jak w wypadku jader komorkowych, sygnat
blonowy charakteryzowal si¢ podwyzszona jako$cig oraz obnizonym sygnalem pochodzacym
z tha, co przetozylo si¢ na skuteczniejsza detekcje obiektow z wykorzystaniem modutu cells
w programie Imaris w wypadku gesto upakowanych grudek, jednak pozostawato bez znaczenia
w regionach pozagrudkowych charakteryzujacych si¢ znacznie rozproszonym sygnatem (Ryc.
16B-C). Skuteczno$¢ detekcji blonowego sygnalu fluorescencyjnego dodatkowo
zweryfikowano poprzez zbadanie intensywnosci pikseli pochodzacych z tych samych komorek
na trzech wysokosciach zakresu obrazowania (Ryc. 16D). Sygnat B220 z grup kontrolnych
wykazuje wyzsze tto oraz mniejsza specyficznos¢ (szerszg podstawe szczytow). Podkresli¢
nalezy, ze do optymalnego obrazowania poszczegodlnych grup zastosowano odmienne moce
lasera (z uwagi na inng transmitancj¢/absorbancje tkanki nieprzezroczystej i po ISEE), wiec
przedstawione maksima intensywnosci nie powinny by¢ poréwnywane bezwzglednie,

a stanowi¢ wskazowke dotyczacg charakterystyki fluorescencji.
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Rycina 16. ISEE ulatwia segmentacje¢ sygnalu blonowego w wypadku jego gestego upakowania.
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(A) 40-pm skrawki mysiego WL zostaty zobrazowane przed (PBS) i po optycznym oczyszczeniu i rozszerzeniu
(ISEE) i wykorzystane do analizy iloSciowej pod wzgledem liczby komorek B220*. (B) ISEE zwigksza liczbe
wykrywanych na podstawie sygnatu blonowego komorek przy zastosowaniu takiego samego powigkszenia uktadu
optycznego w wypadku gesto upakowanych w komorki B220* grudek, ale juz nie w rozproszonym sygnale
z regiondow pozagrudkowych. Jednokierunkowa ANOVA z testem post-hoc Tukeya, **p < 0.01, n = 6 regionow
grudkowych i pozagrudkowych. (C) Przykladowy przekrdj prezentujacy komorki B220* w regionie
pozagrudkowym. (D) Pomiary intensywnos$ci sygnatu pochodzacego z barwienia na komorki B220* w funkcji
przestrzeni potwierdzaja, iz ISEE obniza tto oraz czyni obraz blonowy bardziej specyficznym/mniej rozlanym na

sasiadujace piksele. Skala, (A) cate obszary 100 um, regiony powigkszone oraz (C) - 10 um.

4.8 ISEE i optyczne oczyszczanie innych narzadow.
Ostatecznie zweryfikowano uzyteczno$¢ ISEE w stosunku do oczyszczania

I rozszerzania wszystkich gtéwnych narzagdow myszy (watroby, mézgu, ptuc, §ledziony, serca,
nerek) uzyskujac wyniki bardzo zblizone do WL, tj. bardzo wysoki poziom przezroczystosci
oraz rozszerzenie liniowe na poziomie ~10-18% w zaleznosci od narzadu (dane
nieuwzglednione). W wypadku mozgu przeprowadzono barwienie immunofluorescencyjne
150 um skrawka skierowane przeciwko antygenom GFAP i NeuN, dokonujgc obrazowania
przed (PBS) i po oczyszczeniu i rozszerzeniu (ISEE, Ryc. 17). Uwagg zwraca w petni
zachowany sygnat fluorescencyjny wraz z pierwotnym ksztattem tkanki, pomimo jej

rozszerzenia.

Rycina 17. ISEE wykazuje kompatybilno$¢ z IHC innych niz mysie WL narzadéw.

150-pm skrawek mysiego mozgu wybarwiony anty-GFAP (kolor zielony) oraz anty-NeuN (kolor pomaranczowy)

i zobrazowany przed (PBS) oraz po zastosowaniu ISEE. Widok zaréwno na cate skrawki, jak i powigkszone
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obszary (prawy panel) dowodzi zachowania sygnatu fluorescencyjnego oraz ksztaltu rozszerzonej tkanki moézgu.

Skala, cate obszary — 2 mm, regiony powigkszone, 200 pm.

5. Dyskusja

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen opracowano ISEE — pierwszy roztwor
optycznie oczyszczajacy 1 rozszerzajacy tkanki w sposéb umiarkowany, powtarzalny oraz
izometryczny (0 ~15% liniowo). ISEE moze wypeti¢ bardzo istotng luke pomigdzy obecnie
stosowanymi technikami TOC oraz EXM, pozwalajac na istotnie doktadniejsza segmentacje

danych, bez olbrzymiego wzrostu ich objg¢tosci.

W wypadku oceny uzytecznosci danej techniki do obrazowania grubych (>40 pm)
skrawkow tkanek nalezy bra¢ pod uwage liczne czynniki wplywajace zardwno na tkanke, ale
rowniez komfort pracy oraz doktadnos¢ i czas niezbedny do przeprowadzenia zaplanowane;j
analizy (85). Na jednym biegunie tatwosci przeprowadzania TOC i pdzniejszej pracy z danymi
pozycjonujemy metody rozpuszczalnikowe. Ich proste, krotkie protokoty, gwarantujgce
najwyzszy stopien przezroczystosci (86) i powodujace obkurczenie tkanek (a wigc
I ostatecznych plikow) o kilkadziesiat procent czynia z nich §wietne narzedzie do wizualizacji
duzych objetosci tkanek w eksperymentach skoncentrowanych na ocenie rzadko wystepujacych
populacji komoérek lub duzych struktur o charakterze tubularnym. Dzieki tym wtasciwosciom
metod rozpuszczalnikowych, Cai i wsp. (24) zbadali dystrybucje wszystkich glownych
nerwow, a Pan i wsp. (23) liczb¢ mikroprzerzutow wykrywanych przez terapeutyczne
przeciwciala monoklonalne w catych organizmach myszy. Z kolei obrazowanie
z wykorzystaniem 3DISCO oraz iDISCO postuzylo do opracowania dwodch
zautomatyzowanych metod segmentacji unaczynienia mézgowia — odpowiednio VesSAP (87)
i TubeMap (88). Z drugiej strony, obkurczenie spowodowane zastosowaniem sDISCO
uniemozliwito analiz¢ dystrybucji przestrzennej progenitorow komorek dendrytycznych

w narzadach limfatycznych, ograniczajac badanie do tkanek nielimfoidalnych, np. ptuc. (89).

ISEE oferuje znaczng przewage w poroéwnaniu do wymienionych, z uwagi na
powtarzalne rozszerzanie tkanek o 15% liniowo. Dzigki temu, mozliwe bylo uzyskanie
preferencyjnych warunkéw segmentacji w poréwnaniu do tkanek kontrolnych zaréwno
w wypadku wybitnie ge¢sto upakowanego sygnatu jadrowego w WL, jak i sygnatu blonowego
uzyskanego poprzez barwienie anty-B220 (Ryc. 12 i 16). Widzac jak znaczaca jest rdznica
jakosci uzyskiwanego sygnalu wraz ze wzrostem glgbokosci obrazowania nawet cienkich (40-

um) skrawkow WL, postanowili$my rozszerzy¢ analiz¢ o wylacznie bardzo dobrze o§wietlone
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obszary kontrolne (wierzchnie 10-um tkanki) oraz odpowiadajacy im zakres po ISEE (12-pm).
Mimo ze podejscie to faworyzuje tkanki kontrolne z uwagi na pojawiajaca si¢ powierzchnig
cigcia, a wraz z nig mate obiekty (ktorych szerszy zakres zostal naturalnie przyjety w wypadku
warunkow dla segmentacji przed rozszerzeniem) ISEE wcigz pozwolit na znamiennie
skuteczniejszg detekcje sygnatu jadrowego w wypadku gesto upakowanych regionéw grudek
(Ryc. 12D). Idac dalej, rownie istotna byla odpowiedz na pytanie, czy w istocie to efekt
rozszerzenia, a nie samego oczyszczenia i zwigkszenia jakosci sygnatu poprzez lepszy stosunek
i profil sygnatu do tla, odpowiada za poprawe¢ warunkéw segmentacji. W tym celu
przeprowadzono obrazowanie grubych (100-um) skrawkoéw pochodzacych z tego samego WL
z wykorzystaniem ISEE oraz referencyjnej metody TOC dla WL — Ce3D, ktéra wywiera
neutralny lub minimalnie kurczacy wptyw na ich wielkos¢. Proces segmentacji oferowany
przez wigkszo$¢ dostepnych programéw, w tym wykorzystywany w badaniu Imaris, jest
poétautomatyczny. Oznacza to, ze wyniki segmentacji/liczba wykrytych obiektéw w duzym
stopniu zalezy od wartosci objetosci, czy sferycznosci segmentowanych obiektéw, zadanych
przez eksperymentatora. Aby zminimalizowa¢ mozliwo$¢ ingerencji w jako$¢ segmentacji
W poszczegdlnych  warunkach, segmentacje  sygnalu  jadrowego  przeprowadzono
w 2 wariantach, z bardzo sztywnymi, ale i obiektywnymi zatozeniami dotyczacymi wielkosci
I ksztattow obiektow, zaktadajac ze przyjmujg one ksztatt idealnej kuli i wyliczajac ich objetosc
na podstawie S$rednic jader komodrkowych zmierzonych w obrebie grudek (Ryc. 14B).
Niezaleznie od przyjetej strategii segmentacji, jej wykonanie po ISEE byto bardziej skuteczne,
co potwierdzono zarowno ilosciowo (Ryc. 14A), jak 1 byto jasno zauwazalne jako$ciowo (Ryc.
14B). Mimo ze w aktualnym badaniu skupiono si¢ na warunkach (zarowno obrazowania, jak
I analizy danych) zblizonych do tych stosowanych w wigkszosci laboratoriow biologicznych,
a wigc pozbawionych dostepu i doswiadczenia do zaawansowanych technik segmentacji
Z wykorzystaniem sieci neuronalnych i uczenia maszynowego, w przysztych doswiadczeniach
planowana jest weryfikacja uzyteczno$ci segmentacji po ISEE roéwniez w tak

wysublimowanych warunkach (80).

Nalezy podkresli¢, iz niektore sposrod dotychczas opisanych metod TOC powodujg
rozszerzenie powierzchni tkanek o kilkanascie-kilkadziesigt procent, np. ScaleS w wypadku
watroby (19), UbasM jelita (15), czy CUBIC-L/R WL (16). W wypadku wymienionych
roztworéw stanowi to jednak efekt uboczny, ktory jest niekontrolowany, wysoce zmienny
i zalezny od tkanki. Przykladowo, SeeDB2 opisane na potrzeby super-rozdzielczego
obrazowania moézgu w pelni zachowuje jego ksztatt (62), doprowadzajac do wysoce
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zmiennego, cho¢ srednio ~20% wzrostu powierzchni inkubowanych WL (16). Dla poréwnania,
zwigkszenie powierzchni obserwowane w wypadku ISEE nie jest efektem mniej lub bardziej
losowego procesu denaturacji i pecznienia, prowadzacych do deformacji tkanki, a pozwala na
bardzo precyzyjne zachowanie struktury komoérkowej (Ryc. 12B i 16B) oraz subkomorkowej
(Ryc. 19D). Zachowanie tej ostatniej zweryfikowano z wykorzystaniem barwienia
skierowanego przeciwko antygenowi ER-TR7 (90) umozliwiajacemu wizualizacje komorek
oraz wypustek FRC tworzacych niezwykle skomplikowang strukture przestrzenna,
odpowiedzialng migdzy innymi za poprawne przemieszczanie limfocytow 1 dystrybucje
rozpuszczalnych antygenéw w obrgbie WL (91). Z uwagi na brak wykonania obrazowania
metodami SRM i poréwnania tkanki przed i po ISEE, nie mozna wykluczy¢ obecnosci
jakichkolwiek deformacji, niemniej przeprowadzone obrazowania konfokalne zarowno z WL,
jak 1 mozgiem pozwalaja stwierdzi¢, iz traktowanie ISEE nie wprowadza btedow do analizy
dystrybucji przestrzennej komorek i odleglo$ci pomiedzy nimi (nalezy jednak z uwaga
manipulowac delikatng po rozszerzeniu tkanka, gdyz moze to wprowadza¢ zmiany w jej
ksztalcie, Ryc. 9C). Cho¢ wydawaé by si¢ moglo ze zaskakujacy, wykazany izometryczny
charakter rozszerzania z ISEE mozna lepiej zrozumie¢ w perspektywie najnowszych wynikoéw
grupy Uedy, ktora wykazala iz budowa utrwalonej, delipidowej tkanki, przypomina
,elektrolitowy zel” podatny na powtarzalne kurczenie i rozcigganie (92). Ta sama grupa opisala
plerwszy roztwoOr rozszerzajacy mysie mozgowie, bez korzystania z zeli akrylamidowych
charakterystycznych dla ExM. Niestety, znaczny wspotczynnik uzyskiwanego rozszerzenia
(~10x pod wzgledem objetosci) sprawia ze obrazowanie 1 mézgowia z wykorzystaniem LSFM
(z krokiem w osi z = 5 um) trwa 4 dni, za$§ dane zajmuja 14 Tb. Istotng przewaga ISEE
w konteks$cie obrazowania konfokalnego jest stosunkowo niewielkie rozszerzenie objetosci na
poziomie ~60-70%. Wierzymy, ze moze stanowi¢ to rozsadny wybor, ,,ztoty srodek”, pomiedzy
zwigkszeniem czasu obrazowania i obj¢tosci danych, a korzys$cig oferowang przez znacznie
lepsze warunki detekcji, co potwierdzaja nie tylko wyniki przeprowadzonej segmentacji, ale

roOwniez poprawa sygnatu do tta w catym zakresie obrazowanej tkanki (Ryc. 16D).

Na uwage zasluguje rowniez tatwos¢ 1 czas inkubacji niezbedny do przeprowadzenia
reakcji rozszerzania i oczyszczania z wykorzystaniem ISEE. Caty proces w wypadku pracy ze
skrawkami o grubos$ci 40-200 um oparty jest w ISEE o kilkunastominutowa inkubacje¢ z jednym
tylko odczynnikiem o RI = 1,47, peligcym dodatkowo funkcje ostatecznego medium,
w ktorym dochodzi do obrazowania. Dotychczas najszybszym i bazujgcym na jednym
odczynniku byta technika FOCM (63). Techniki oparte na 1 odczynniku, procz prostoty
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stosowania przez badaczy pozbawionych wczesniejszego doswiadczenia z TOC, oferuja
dodatkowa korzys$¢, fundamentalng podczas pracy z dos¢ cienkimi (jak na obrazowanie
wolumetryczne) skrawkami — ograniczajg ryzyko zniszczenia preparatu podczas kolejnych
etapow wymiany roztworow. Niestety, niedawno przeprowadzone poréwnanie (wykonane
W kontakcie z autorami FOCM) wykazato okoto ~20% skurczenie liniowe 1-mm skrawkow
mozgu oraz gwaltowny zanik sygnatu fluorescencyjnego (64). ISEE co prawda réwniez nie
pozwala na detekcje sygnatu emitowanego przez endogenne biatkowe fluorofory (eGFP, eYFP
1 DsRed), pozostaje jednak w pelni kompatybilne z IHC skierowang na te czasteczki, co

udowodniono na przyktadzie eGFP (Ryc. 11B).

IHC uwidacznia podstawowe ograniczenie ISEE — kompatybilno$¢ wytacznie
Z barwieniem z wykorzystaniem drugorzedowych przeciwcial. To interesujgca, pierwsza tego
typu obserwacja w dziedzinie TOC, ktora bez watpienia wymaga poglebienia badan
i przedstawienia mechanizmu. W wypadku IHC z przeciwciatami drugorzedowymi, ISEE
wykazuje kompatybilno$¢ ze wszystkimi najczgsciej stosowanymi fluoroforami, tj. AF488,
-555, -594, -647 i czerwong rodaming (Ryc. 10). Z wylaczeniem AF488, wszystkie pozostate
fluorofory utrzymujg niemal niezmieniong fluorescencje¢ przez 6 dni (a nawet ponad miesigc,
dane niezalaczone), co umozliwi powrdcenie do preparatu w wypadku niepowodzenia

pierwszego lub kolejnych obrazowan.

W obecnym badaniu obrazowanie konfokalne przeprowadzalismy na pierwotnie 200-
pm (~230 pm po rozszerzeniu) skrawkach WL z uwagi na nominalne ograniczenie dystansu
roboczego stosowanego przez nas obiektywu 40x/1.3 NA do 240 pum. Nalezy podkresli¢,
ze uzyskiwany poziom przezroczysto$ci zdecydowanie nie ogranicza stosowania ISEE do
skrawkow o tej grubosci, pozwalajac na uzyskiwanie niemal identycznych jako§ciowo obrazéw
na poczatku i koncu zakresu obrazowania (Ryc. 15). Znacznie wigkszym problemem,
szczegolnie w wypadku gesto upakowanych komodrek i THC skierowanemu na epitopy
wystepujace w duzej ilosci, moze okaza¢ si¢ zagwarantowanie rownomiernie silnego sygnatu
(70,92,93), gdyz nawet w wypadku relatywnie cienkich skrawkow, zaobserwowali$my pewne
jego pogorszenie po srodku obrazowanego zakresu (Ryc. 15). W przysztych badaniach
zaplanowano weryfikacje kompatybilnosci ISEE z obrazowaniem z wykorzystaniem LFSM,
cho¢ z uwagi na ograniczony dostep do samego LSFM, jak i stacji roboczych przystosowanych

do pracy z plikami zawierajacymi setki GB danych (z jednej probki), obrazowanie konfokalne
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skrawkow do 200-um zapewne pozostanie ogoélnoswiatowym standardem w ciggu najblizszych
dekad.
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6. Wnioski

Z przeprowadzonych badan opisanych w tej pracy wynikaja nastepujace wnioski:

1. ISEE to pierwszy roztwor TOC, ktéry gwarantuje izometryczne, powtarzalne rozszerzanie
mysich weztéw limfatycznych o 15% liniowo. Warto$¢ ta tylko nieznacznie (0 ~60-70%)
wydtuza czas akwizycji danych i zwigksza ich pdzniejszg objetos¢, jednoczesnie oferujac

korzystne warunki dla skutecznego procesu segmentaciji.

2. ISEE poprawia skuteczno$¢ segmentacji sygnatu pochodzacego z jader komoérkowych, jak
I sygnatu blonowego. Efekt ten jest szczegdlnie znaczacy w wypadku gesto upakowanych
regionow, takich jak grudki limfocytow B, zarowno w wypadku poréwnania z klasycznymi

warunkami obrazowania, jak i referencyjng technikg TOC — Ce3D.

3. ISEE, na poziomie rozdzielczo$ci mikroskopii konfokalnej z wykorzystaniem obiektywu
powigkszajacego 40-krotnie, nie prowadzi do deformacji tkanki lub poszczegolnych typow jej

komorek.

4. ISEE, o wspotczynniku zatamania $wiatta = 1,47, petni jednoczesnie funkcje roztworu
optycznie oczyszczajacego, rozszerzajacego i wyrdwnujacego wspotczynnik refrakeji, co

pozwala na wykorzystywanie go jako medium podczas obrazowania.

5. Podstawowym ograniczeniem ISEE jest niekompatybilno§¢ z IHC z wykorzystaniem
przeciwcial bezposrednio skoniugowanych. Weryfikacji wymaga réwniez kompatybilnos¢
grubszych skrawkow traktowanych ISEE z LSFM oraz uzyteczno$¢ rozszerzania w kontekscie

segmentacji z wykorzystaniem zaawansowanych technik opartych o uczenie maszynowe.
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