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STRESZCZENIE

rozumienie dzialania mézgu jest jednym z najwiekszych wyzwan wspoélczesnej neuro-

biologii. W osiagnieciu tego celu bardzo pomogtaby metoda obrazowania calego mézgu
z przynajmniej komorkowa rozdzielczoscia, jednoczesnie zachowujaca jego trojwymiarowa
strukture i polaczenia pomiedzy poszczegdlnymi obszarami. Wigkszo$é dostepnych obec-
nie wysokorozdzielczych technik obrazowania polega na obrazowaniu cienkich skrawkow
jeden po drugim i rekonstrukcji obrazu wigkszych obszarow. To podejscie jest jednak
pracochtonne i obarczone bledami. Opracowane ostatnio metody optycznego oczyszczania
tkanki pozwalaja otrzymac przezroczyste mozgi, ktore moga by¢ obrazowane w calosci przy
pomocy mikroskopu opartego na arkuszu $wiatta. W niniejszej pracy omoéwione sa najpo-
pularniejsze metody oczyszczania optycznego z uwzglednieniem ich mechanizmu dzialania
oraz mocnych i slabych stron. Opisujemy rowniez mikroskopie¢ oparta na arkuszu $wiatla i
jej zastosowanie w obrazowaniu catego moézgu. Na koniec podajemy przyklady opisanych
w literaturze do$wiadczen z neurobiologii i innych dziedzin, w ktérych wykorzystano meto-
dy oczyszczania tkanek i mikroskopie oparta na arkuszu $wiatta.

WPROWADZENIE

Zrozumienie dziatania mézgu to jedno z najwiekszych wyzwan wspoélczesnej
nauki. M6zg ludzki zawiera kilkadziesiat miliardéw gesto upakowanych komé-
rek nerwowych [1]. Kazda z nich tworzy tysiace polaczen z innymi komérkami,
czesto znajdujacymi sie w innych, odleglych obszarach mézgu. Ta ogromna,
tréjwymiarowa sie¢ potaczen czyni mézg tak wyjatkowym, a jednoczesnie tak
trudnym do badania. Nawet w mierzacym niecaly centymetr mézgu myszy, naj-
czesciej wykorzystywanego zwierzecia laboratoryjnego w neurobiologii, znaj-
duja sie dziesiatki milionéw wzajemnie polaczonych komorek [2].

Do badania mézgu potrzebna jest metoda obrazowania umozliwiajaca zbie-
ranie duzej ilosci wysokorozdzielczych danych z calej objetosci preparatu. Po-
winna ona umozliwiaé nie tylko badanie struktury, ale réwniez funkcjonowania
moézgu. Obrazowanie optyczne spelnia wiekszosé tych warunkéw - umozliwia
uzyskanie subkomoérkowej rozdzielczosci oraz badanie funkcji mézgu za po-
$rednictwem obrazowania znakowanych fluorescencyjnie bialek czy fragmen-
tow RNA. Jednak w klasycznej mikroskopii optycznej maksymalna glebokos¢
obrazowania ograniczona jest przez rozpraszanie $wiatla w tkance do kilkuset
mikrometréw, lub okoto milimetra w przypadku mikroskopii wielofotonowej
[3]. Dlatego dotychczasowe proby rejestraciji sieci potaczenn w calym moézgu my-
szy, takie jak the Mouse Brain Architecture Project (http://brainarchitecture.
org/), the Allen Mouse Brain Connectivity Atlas Project (http://connectivity.
brain-map.org/) czy the Mouse Connectome Project (http://www.mousecon-
nectome.org/), wykorzystuja technike obrazowania kolejnych skrawkéw i kom-
puterowej rekonstrukgji [4]. Takie podejécie jest czasochtonne i skomplikowane.

Przelomem w obrazowaniu calego mézgu bylo polaczenie dwoch metod:
optycznego oczyszczania tkanek oraz mikroskopii fluorescencyjnej opartej na
arkuszu $wiatla (ang. light-sheet fluorescence microscopy albo LSFM), znanej row-
niez jako ultramikroskopia lub SPIM (ang. selective plane illumination microscopy).
Oczyszczanie optyczne polega na chemicznym wyplukiwaniu lub rozpuszcza-
niu lipidéw, gtéwnego zrédla rozpraszania $wiatta w tkankach. Dzieki tym me-
todom, opisanym szczegélowo w dalszej czesci artykutu, mozliwie jest uzyska-
nie przezroczystych preparatéw grubosci nawet okoto centymetra, przy jedno-
czesnym zachowaniu fluorescencji endogennej lub pochodzacej ze znakowania
odpowiednimi markerami. Tak przygotowane preparaty mozna teoretycznie
obrazowa¢ mikroskopem skanujacym wyposazonym w obiektyw o dltugim za-
siegu roboczym, jednak trwa to bardzo dtugo. W mikroskopii opartej na arkuszu
Swiatla preparaty sa obrazowane plaszczyzna po plaszczyznie zamiast punkt po
punkcie, co znacznie skraca czas akwizycji danych.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie wplywu metod oczyszczania na blony
komoérkowe. Grupa I - blony lipidowe w trakcie oczyszczania sq rozpuszczane
a lipidy usuwane z preparatu. Grupa II - lipidy budujace blony sa rozpraszane
podczas procedury oczyszczania. Grupa III - oczyszczanie optyczne skutkujace
permeabilizacja blon komérkowych.

W niniejszym artykule opisujemy znane obecnie metody
oczyszczania tkanek i omawiamy potencjat i ograniczenia
poszczegdlnych protokoléw. Nastepnie przedstawiamy
zasade dzialania mikroskopii opartej na arkuszu $wiatla.
W ostatnim rozdziale podajemy przykiady badan, w kto-
rych wykorzystano obrazowanie oczyszczonych tkanek.

METODY OPTYCZNEGO OCZYSZCZANIA

W przeciggu ostatnich kilku lat powstalo wiele metod
oczyszczania tkanek [5,6]. Bardzo szybko oczywistym stato
sie tez to, ze zadna z metod nie bedzie uniwersalna, dlate-
go opisane zostana metody, ktére pozwalaja na osiggniecie
réznych rezultatéw, skuteczne dla réznego rodzaju tkanek
w zaleznosci od szeregu wiasciwosci takich jak: objetos¢, za-
wartoé¢ lipidow, endogennych chromoforéw (np.: porfiryn,
lipofuscyn) czy fluorochromoéw.

Metody oczyszczania optycznego tkanek mozna skla-
syfikowaé¢ na podstawie ich wplywu na btony lipidowe.
Ze wzgledu na fakt, ze to wlasnie blony lipidowe stano-
wig jeden z gtéwnych elementéw rozpraszajacych swiatto
w tkance, badacze wypracowali trzy rézne podejscia do
tego problemu (Ryc. 1). Pierwsze polega na rozpuszczaniu
blon lipidowych i wyptukiwaniu lipidéw z preparatu. Po
przepojeniu odpowiednim roztworem osiggamy korico-
wy wspolczynnik zalamania $wiatla dla tkanki okoto 1,47.
Druga grupa metod bazuje na usuwaniu wody z preparatu
i zastepowaniu jej przez roztwory rozpuszczalnikéw orga-
nicznych. Roztwory te z jednej strony doprowadzaja do za-
burzenia integralnosci blon lipidowych, a z drugiej, dzieki
duzemu wspélczynnikowi zatamania (okolo 1,56), pozwa-
laja na ujednolicenie go w obrebie preparatu bez konieczno-
§ci wyptukiwania lipidow. Trzecig grupe stanowia metody,
ktére maja na celu maksymalne zachowanie morfologii pre-
paratu wilacznie z zachowaniem blon lipidowych. Polegaja
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one wylacznie na wyréwnaniu wspélczynnika zatamania
Swiatla dla tkanki poprzez przepajanie jej roztworami o
wspotczynniku zatamania okoto 1,51.

GRUPA I: CLARITY, CUBIC

CLARITY [7,8] to jedna z najbardziej znanych metod
oczyszczania tkanek. Cecha charakterystyczng tej metody
oraz jej wariantéw PACT, PARS i ACT-PRESTO jest wyko-
rzystanie hydrozelu spetniajacego funkcje rusztowania, w
ktérym zakotwiczone sa bialka. Metoda ta polega na prze-
pojeniu tkanki roztworem zawierajacym monomery akry-
lamidu. Mozna to osiggna¢ zaréwno dzieki perfuzji, jak i
pasywnie poprzez umieszczenie uprzednio wyizolowane-
go organu w roztworze akrylamidu. Nastepnym krokiem
jest polimeryzacja, ktéra ma na celu utworzenie poliakry-
lamidowej sieci w obrebie tkanki. Gestos¢ usieciowania za-
lezy od: stezenia akrylamidu (w réznych wariantach waha
sie ono od 1 do 4%), obecnosci substancji majacej wptyw na
usieciowanie - bisakrylamidu i substancji wiazacej grupy
aminowe z akrylamidem - paraformaldehydu (PFA) [9].
PFA wiaze elementy bialkowe, a te posiadajace pierwszo-
rzedowe grupy aminowe zostaja zakotwiczone kowalencyj-
nie w strukturze hydrozelu [10]. To pozwala na ograniczenie
utraty biatek w trakcie procedury usuwania lipidéw z pre-
paratu. Istnieje tu zaleznos¢ miedzy stopniem usieciowania
preparatu, ktéry im wyzszy, tym bardziej sprzyja zachowa-
niu struktury i elementéw bialkowych preparatu, a usuwa-
niem lipidéw, ktére w wariantach gesto usieciowanych sa
trudniejsze do usuniecia ze wzgledu na istnienie wigzan
niekowalencyjnych miedzy nimi a hydrozelem. Protokoét
CLARITY zawiera najskuteczniejsza metode oczyszczania
tkanki z lipidow. Elektroforeza w obecnosci SDS z latwo-
Scig zrywa te wigzania, zapewnia dokladne i réwnomierne
usuwanie lipidéw nawet z glebokich partii preparatu, jest
réowniez szybka. Niestety metoda ta wymaga stworzenia
specjalnego aparatu badZz wykorzystania komercyjnego
sprzetu (np.: X-Clarity™). Alternatywa jest pasywne wy-
plukiwanie lipidéw. Pasywne oczyszczanie PACT spraw-
dza sie podobnie dobrze do wariantu z elektroforeza na
stabiej usieciowanych skrawkach o mniejszej grubosci [10].
Podczas pasywnego oczyszczania najbardziej narazone na
zniszczenie sa struktury powierzchniowe. Dlatego nie jest
to najlepsza metoda do oczyszczania duzych preparatéw,
np. mézgu szczura.

Ostatnim krokiem oczyszczania jest przepojenie tkanki
roztworem wyréwnujacym wspolczynnik zalamania swia-
tla. Na rynku dostepne sa preparaty takie jak FocusClear™
czy RapiClear®. Inne, np. RIMS [10], mozna przygotowac
samodzielnie na podstawie dostepnych protokotéw. Prepa-
rat ostatecznie posiada zwiekszong objetos¢ i konsystencje
delikatnej galaretki o zabarwieniu zaleznym od rodzaju
tkanki (patrz Ryc. 2).

Warto zauwazy¢, ze w przypadku organéw posiadaja-
cych duze ilosci endogennych barwnikéw, usuniecie lipi-
déw nie zapewnia catkowitej przezroczystosdci. Niektore
barwniki (np.: melanina i lipofuscyna) czeSciowo pozostaja
w strukturze preparatu i mogg wywolywacé pochfanianie
poszczegdlnych diugosci swiatta. W przypadku tego typu
organdéw dobra alternatywa jest kolejna metoda, réwniez
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Rycina 2. Mézgi dorostych szczuréw oczyszczone metoda CLARITY (posrodku)
i CUBIC (po prawej). Po lewej mézg nieoczyszczony. W obu przypadkach wi-
doczne jest zwiekszenie objetosci oczyszczonego preparatu, a takze nieréwno-
mierne oczyszczenie réznych struktur moézgu, zwigzane np. z rézng zawartoscig
lipidow.

nalezaca do pierwszej grupy. CUBIC [11] w podstawowym
wariancie polega na pasywnym oczyszczaniu utrwalonego
preparatu. Roztwor oczyszczajacy zawiera znaczne ilosci
mocznika, aminoalkoholu i detergentu. Mocznik ze wzgle-
du na swoje hydrofilowe wtasciwosci wplywa na zwiek-
szenie objetosci tkanki i ulatwia wyptukiwanie lipidow w
obecnosci detergentu. Aminoalkohol z kolei ma dziatanie
odbarwiajace tkanki dzieki chelatacji jonéw metali naleza-
cych do endogennych chromoforéw [12]. Ma to szczegélne
znaczenie dla oczyszczania organéw posiadajacych silne
zabarwienie. Etap pierwszy moze trwaé od kilku do kilku-
nastu dni w zaleZnosci od objetosci preparatu i zawartosci
lipidéw w tkance. Réwniez w przypadku tej metody silnie
zmielinizowane obszary mézgu stanowig duza przeszkode.
W dodatku wydtuzanie czasu oczyszczania preparatu wig-
Ze sie z czeSciowa utratg bialek, a co za tym idzie fluorescen-
qji, zwlaszcza z powierzchniowych warstw.

Kolejnym etapem w tej metodzie jest przepojenie tkan-
ki drugim reagentem, ktérego zadaniem jest wyréwnanie
wspolczynnika zalamania $wiatta dla catej tkanki. Otrzyma-
ny w ten spos6b preparat posiada zwiekszona objetosé, jego
struktura jest delikatna i moze fatwo ulega¢ uszkodzeniu.
Natomiast brak zabarwienia wptywa na bardzo znaczace
ograniczenie tla w obrazie mikroskopowym (Ryc. 2).

Podsumowujac, pierwsza grupa metod wigze sie ze
zwigkszaniem objetosci preparatu, co jest korzystne w przy-
padku obrazowania niewielkich struktur. Przeszkode nato-
miast stanowia duze rozmiary preparatéw i obszary zmie-
linizowane, ktére zawieraja duze ilosci blon lipidowych.
Dlatego metody te stosowane w wariantach pasywnych dla
moézgoéw lepiej sprawdzajg sie dla myszy i mlodych szczu-
réw.

GRUPA II: BABB, FluoClearBABB, iDisco, uDisco

W tej grupie réznice pomiedzy metodami sa bardzo nie-
wielkie, a zasada dzialania jest bardzo podobna, dlatego
zostang opisane wspodlnie. Réznice w protokotach stanowia
gléwnie rodzaje wykorzystywanych odczynnikéw.

Pierwszym etapem wspélnym jest odwadnianie prepa-
ratu przy pomocy roztworéw alkoholi we wzrastajacych
stezeniach. Od doboru alkoholu zalezy spadek fluorescencji
[13] i szybkos$¢ odwadniania preparatu. Przykladowo me-
tanol wykorzystywany w metodzie iDISCO [14] lub etanol
w pierwszej metodzie BABB [15] powoduja znaczna utrate
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endogennej fluorescencji, ale z drugiej strony zapewnia-
ja bardzo szybkie odwadnianie preparatu, nawet w ciagu
jednego dnia. Tert-Butanol wykorzystywany w metodach
takich jak FluoClearBABB [13] czy uDISCO [16] zapewnia
dobre zachowanie fluorescencji, ale odwadnianie tkanki z
jego wykorzystaniem jest znacznie wolniejsze. W przypad-
ku mézgu szczura potrzeba na to okoto tygodnia.

Etapem kolejnym po odwodnieniu preparatu jest umiesz-
czenie go w srodowisku rozpuszczalnikéw organicznych o
duzym wspélczynniku zalamania $wiatta. Ten etap wply-
wa zaréwno na przejrzystosé, jak i stopien zachowania
fluorescencji. Przejrzystos¢ zalezy od dopasowania wspol-
czynnikéw zalamania $wiatla miedzy elementami tkanki i
roztworem je otaczajacym, w tym przypadku zwigzek wy-
korzystywany w niektérych procedurach z grupy DISCO -
eter dibenzylowy (DBE) ma lepsze dopasowanie wzgledem
wspolczynnika zalamania $wiatfa, niz roztwér BABB (mie-
szanina butanolu i benzoesanu benzylu) wykorzystywany
w protokole FluoClearBABB. Natomiast metoda FluoCle-
arBABB ma przewage w kwestii zachowania fluorescenciji,
dzieki zastosowaniu trietyloaminy bardzo dobrze zachowu-
je fluorescencje przy diugim przechowywaniu. W protokole
uDISCO uzyta jest mieszanina rozpuszczalnikéw organicz-
nych zawierajaca: alkohol benzylowy, benzoesan benzylu
oraz eter difenylowy w réznych proporcjach, z dodatkiem
witaminy E. Proporcje rozpuszczalnikéw dostosowane sa
bezposrednio do rodzaju tkanki pod wzgledem wspoétczyn-
nika zalamania $wiatta. Witamina E zawarta w roztworze
zapobiega utracie fluorescencji, jednak nadal obserwuje sie
jej stopniowy spadek na przestrzeni tygodni. Mézgi otrzy-
mane w wyniku odwadniania alkoholem posiadajg burszty-
nowe zabarwienie (patrz Ryc. 3). Wyjatkiem jest iDISCO, w
ktérym zastosowanie perhydrolu zapewnia niemal brak za-
barwienia preparatu. Barwa ta jest bardziej intensywna dla

Rycina 3. Oczyszczanie optyczne mézgoéw myszy. Mozgi zwierzat zostaly przy-
gotowane metodami opartymi o rozpuszczanie blon lipidowych. Lewe gorne
zdjecie pokazuje jedng pétkule mézgu w roztworze buforu PBS przed oczyszcza-
niem. Pozostate zdjecia pokazuja pétkule po oczyszczaniu optycznym réznymi
metodami (BABB, iDISCO i uDISCO). Zwraca uwage przezroczystos¢ tkanki i
lekko bursztynowy kolor.
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preparatéw pochodzacych od starszych osobnikow i wigze
sie ze zwiekszonym pochlanianiem kroétkich fal swietlnych.

Preparaty poddane procedurom nalezacym do grupy
drugiej sa bardzo twarde i kruche. Ich wazng cecha jest
zmniejszony rozmiar, w przypadku odwadniania mézgu
z uzyciem tert-Butanolu zmniejszenie jego rozmiaréw jest
najbardziej widoczne i wynosi ok 50% dla mézgéw myszy
[16]. W tym przypadku zostaje ograniczona rozdzielczosc,
natomiast preparaty sa latwiejsze do zobrazowania w ca-
tosci, co w przypadku metod z grupy pierwszej nie zawsze
jest mozliwe ze wzgledu na np. ograniczone rozmiary ko-
mory w ktérej umieszczany jest obrazowany preparat.

GRUPA III: SeeDB2 i ScaleS

Metody z grupy trzeciej naleza do najlagodniejszych
metod i majg na celu maksymalne zachowanie morfologii
preparatu. Metoda SeeDB2 [17] wiaze si¢ z zastapieniem
detergentu saponing, ktéra wywotuje permeabilizacje blo-
ny poprzez wigzanie z cholesterolem [18], dzieki czemu nie
dochodzi do jej uszkodzenia. Natomiast w metodzie Sca-
leS [19] zastosowanie niskiego stezenia detergentu TX100
wplywa na zachowanie struktury komoérek. Oczywiscie ze
wzgledu na obecno$¢ réznic w gestosci optycznej miedzy
blonami lipidowymi a pozostatymi elementami preparatu,
rozpraszanie $§wiatla jest silniejsze, niz w przypadku innych
typéw metod. Ten typ metod najlepiej sprawdza sie w za-
stosowaniu do cienkich preparatéw grubosci do 2 mm, a w
przypadku skrawkow moézgu, poza gruboscia, ograniczenie
stanowia réwniez obszary silnie zmielinizowane, dlatego
najlepsze wyniki uzyskuje sie na mézgach pochodzacych
od zwierzat miodych.

PERFUZJA

Duze rozmiary niektérych preparatéw moga utrudniaé
oczyszczanie ich w sposéb pasywny, poprzez zanurzanie
w kolejnych roztworach. Rozwigzaniem tego problemu jest
wykorzystanie systemu naczyn krwionosnych do bezpo-
$redniego i rownomiernego dostarczania odczynnikéw do
tkanki. Dzieki temu jestedmy w stanie skrocié¢ czas przygo-
towania preparatu i czesto poprawic jego jakos¢. Wykorzy-
stanie perfuzji podczas oczyszczania preparatéw jest moz-
liwe w przypadku wszystkich opisanych metod. Polega to
na pompowaniu plynéw poprzez lewa komore do duzego
krwiobiegu zwierzecia, ktére uprzednio zostato utrwalone.
Wiekszos¢ opisanych metod posiada dostosowane protoko-
ty dla wariantu perfuzyjnego [10,16,20].

BARWIENIE IMMUNOHISTOCHEMICZNE:
iDISCO, ACT-PRESTO

Metody oczyszczania organéw zazwyczaj dotycza pre-
paratéw posiadajacych endogenna fluorescencje, np. pocho-
dzace od zwierzat transgenicznych. Niemniej jednak mozli-
we jest zastosowanie barwieri immunohistochemicznych w
polaczeniu z metodami oczyszczania tkanek. Dla metod z
grupy pierwszej barwienie moze zosta¢ wykonane po etapie
usuwania lipidéw a przed przepajaniem tkanki roztworem
o docelowym wspélczynniku zatamania $wiatla (n). Dla
grupy drugiej i trzeciej najlepiej przeprowadzi¢ barwienie
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przed procedurg oczyszczania. Na szczegdlng uwage zastu-
guje tutaj metoda iDISCO, posiada ona protokét, ktéry po-
zwala na przeprowadzenie barwienia immunochemicznego
nawet na duzych preparatach. Kluczowa w protokole jest
heparyna, ktéra zapewnia mozliwos¢ gltebokiego wnikania
przeciwcial w glab tkanki.

MIKROSKOPIA OPARTA NA ARKUSZU SWIATEA

Mikroskopia wykorzystujgca odwietlenie przy pomocy
arkusza $wiatta to technika wynaleziona ponad 100 lat temu
przez Siedentopfa i Zsigmondy’ego, ktérzy jako pierwsi
uzyli nazwy ultramikroskopia [21]. Zsigmondy wykorzy-
stal te technike do badania koloidéw, za co otrzymat péZniej
nagrode Nobla. Pierwszym znanym zastosowaniem tego
rodzaju mikroskopii w biologii sa prace Voie i wsp. [22],
ktorzy zademonstrowali obrazowanie $limaka ucha we-
wnetrznego §winki morskiej, oczyszczonego metoda opra-
cowana przez Spalteholza [23]. Jednak prawdziwy rozkwit
mikroskopii opartej na arkuszu $wiatta nastgpit okoto deka-
dy pézniej, kiedy zostala ona zastosowana do obrazowania
zyjacych embrionéw ryby ryzanki japoniskiej [24]. Kilka lat
pozniej ukazata si¢ praca z grupy Dodta, gdzie ultramikro-
skopia zostala zastosowana do obrazowania mézgu myszy
oczyszczonego optycznie poprzez odwadnianie alkoholem
i uzycie rozpuszczalnikow [15]. Do dzié w literaturze opisa-
ne zostalo wiele mikroskopéw opartych na arkuszu $wiatla,
réznigcych sie parametrami takimi jak rozdzielczosé, pole
widzenia, maksymalny rozmiar préobki czy rodzaj uzytej
immersji, a takze stosujacych wzbudzenie dwufotonowe.
Wymienienie wszystkich jest poza zakresem tego opra-
cowania, ktére skupia sie na obrazowaniu oczyszczonych
optycznie tkanek.

Mikroskopia oparta na arkuszu $wiatta wypelnia luke
pomiedzy mikroskopia szerokiego pola, czyli tak zwang
zwykla mikroskopia fluorescencyjng, a mikroskopia skanu-
jaca (konfokalng lub wielofotonowa) (patrz Ryc. 4 (a-c)). W
mikroskopie szerokiego pola o$wietlony jest caty preparat,
co powoduje, ze sygnat pochodzacy z réznych plaszczyzn
naklada si¢ na kamerze, dlatego technika ta nie nadaje sie
do preparatéw grubszych niz kilkanascie warstw komorek.
Z drugiej strony, w mikroskopii konfokalnej $wiatlo wzbu-
dzajace skupione jest w jednym punkcie, a zastosowanie
przestony umozliwia zbieranie fluorescencji tylko z ptasz-
czyzny ostrosci. W teorii grubos¢ obrazowanego prepara-
tu - pod warunkiem wyeliminowania rozpraszania - jest
ograniczona tylko zasiegiem roboczym obiektywu obrazu-
jacego. Obrazowanie duzych preparatéw w mikroskopach
skanujacych trwa jednak bardzo diugo. Szacowano, ze zo-
brazowanie calego mézgu myszy z rozdzielczoscia komor-
kowa trwatoby kilka dni [8].

Mikroskopia oparta na arkuszu s$wiatla rozwiazuje
te problemy poprzez zastosowanie dwoéch obiektywow,
o$wietlajacego oraz zbierajacego fluorescencje, ktérych osie
optyczne tworza kat prosty. Dodatkowo, przed obiekty-
wem o$wietlajagcym znajduje sie soczewka cylindryczna,
ktora ksztaltuje wigzke lasera tak, Ze nie jest ona skupiona
do punktu, ale tworzy cienki “arkusz $wiatta”, oswietlajacy
pojedyncza plaszczyzne preparatu (stad jedna z nazw tej
metody, Selective Plane Illumination Microscopy, czyli mikro-
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Rycina 4. (a-c) Obrazowanie grubych preparatéw przy pomocy réznych metod mikroskopii optycznej. (a) W
mikroskopii szerokiego pola, np. w standardowym mikroskopie fluorescencyjnym, oswietlony jest caty prepa-
rat, przez co sygnal pochodzacy od réznych plaszczyzn naklada sie w kamerze. (b) W mikroskopii skanujacej,
np. konfokalnej lub dwufotonowej, sygnat zbierany jest punkt po punkcie, co znacznie redukuje tto, ale jed-
noczeénie wydluza czas obrazowania. (c) W mikroskopii opartej na arkuszu $wiatla oswietlona jest wybrana
plaszczyzna preparatu. (d) Schemat mikroskopu opartego na arkuszu $wiatla przeznaczonego do obrazowania

komora z
preparatem

rozdzielczoé¢ w plaszczyZznie obrazu
jest ograniczona nie tylko przez NA
obiektywu obrazujacego, ale réwniez
przez wielkos¢é piksela kamery, dla-
tego konieczne jest uzycie kamery o
mozliwie duzej liczbie pikseli. Obecnie
najczesciej wykorzystuje sie kamery z
sensorami CMOS posiadajacymi 4-5
megapixeli.

Jednym z ograniczen wynikajacych
ze sposobu o$wietlenia preparatu w
mikroskopii opartej na arkuszu Swiatla
jest powstawanie charakterystycznych
artefaktéw w postaci paséw rownole-
glych do kierunku propagacji lasera
o$wietlajacego. Artefakty te sa trudne
do unikniecia, bo nawet w najlepiej
oczyszczonym preparacie pozostana
niejednorodnosci, na przyklad Scia-
ny naczyn krwionosnych, ktére beda
rozpraszaly $wiatlo, powodujac po-
wstawanie cieni w ksztalcie paséw.
Najprostszym sposobem czesciowej

oczyszczonych optycznie tkanek.

redukcji tych artefaktow jest oswietla-

skopia o$wietlania wybranej plaszczyzny). Fluorescencja z
o$wietlonej plaszczyzny zbierana jest przez drugi obiektyw,
ktérego plaszczyzna ostrosci pokrywa sie z arkuszem $wia-
tla i obrazowana przez wysokorozdzielcza kamere. Dzieki
o$wietlaniu pojedynczej plaszczyzny obraz jest praktycz-
nie pozbawiony tla, a dodatkowo nie nastepuje fotowybie-
lanie objetosci preparatu znajdujacej sie poza plaszczyzna
obrazowania. Aby zobrazowac caly preparat, przesuwa sie
go w kierunku prostopadtym do arkusza Swiatla i zbiera
fluorescencje z kolejnych plaszczyzn. Do zebrania tréjwy-
miarowego stosu obrazéw konieczne jest skanowanie tylko
w jednym wymiarze, a nie w trzech jak w przypadku mi-
kroskopii skanujacej konfokalnej czy wielofotonowej. Jezeli
preparat jest wiekszy niz pole widzenia obiektywu, zamiast
jednego zbiera sie kilka lub kilkanascie stoséw obrazéw, z
ktérych nastepnie jest generowany tréjwymiarowy obraz.

Konfiguracja mikroskopu opartego na arkuszu $wiatta
umozliwia nie tylko szybsze obrazowanie i redukgje tla, ale
w niektérych przypadkach réwniez zwiekszenie rozdziel-
czoséci. W mikroskopii fluorescencyjnej rozdzielczoé¢ zalezy
od apertury numerycznej obiektywu obrazujacego. Zalez-
nos¢ ta jest liniowa dla rozdzielczosci w plaszczyZnie ob-
razu i kwadratowa dla rozdzielczosci osiowej (w kierunku
prostopadtym do plaszczyzny obrazu). W praktyce oznacza
to, ze obiektyw z duzym zasiegiem roboczym i niewielka
apertura numeryczna (NA) ma rozdzielczos¢ osiowa znacz-
nie gorsza od rozdzielczosci w plaszczyznie obrazu. Jest to
kolejny czynnik utrudniajacy obrazowanie grubych, tréjwy-
miarowych preparatow. W mikroskopii opartej na arkuszu
Swiatla rozdzielczo$¢ osiowa nie zalezy od NA obiektywu
obrazujacego, tylko od grubosci arkusza $wiatla. Na przy-
kiad ukfad opisany przez Engelbrechta i Stelzera, wykorzy-
stujacy obiektyw 10X/0,3, ma rozdzielczo$¢ osiowa okolo 6
mikrometrow, dwukrotnie lepsza niz mikroskop konfokal-
ny wykorzystujacy ten sam obiektyw [25]. Z drugiej strony,
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nie preparatu z obu stron (réwnolegle
lub sekwencyjnie), tak jak w ukladzie
przedstawionym na rycinie 4d. Jeszcze lepszy efekt mozna
osiagnad, obracajac arkusz swiatta o niewielki kat w trakcie
obrazowania tak, aby bardziej réwnomiernie o$wietli¢ pole
widzenia [26]. Dalsza poprawe jakosci obrazu mozna uzy-
skad, faczac arkusz $wiatla z jednowymiarowym obrazowa-
niem konfokalnym wykorzystujacym fizyczna lub wirtual-
na szczeline [27].

W miare rozwoju technik oczyszczania, dzieki ktéremu
sukcesywnie roénie przezroczystos$¢ oczyszczonych tkanek,
maksymalna grubos¢ obrazowanych preparatéw przestaje
by¢ ograniczona przez rozpraszanie. Zamiast tego ogra-
niczeniem staje sie zasieg roboczy obiektywoéw. Obecnie
wiekszos¢ dostepnych obiektywoéw o zasiegu roboczym
wiekszym niz 2-3 mm to obiektywy suche, rzadziej wodne.
Tymczasem wspoélczynnik zalamania oczyszczonej tkanki
to koto 1,45-1,55, w poréwnaniu do 1 dla powietrza i 1,33
dla wody. Aby unikna¢ aberracji i uzyska¢ ostry, nie znie-
ksztalcony obraz, nalezy uzywaé obiektywu immersyjnego
i cieczy immersyjnej jak najbardziej zblizonej wspotczynni-
kiem zatamania do obrazowanej tkanki. Ostatnio na ryn-
ku pojawilo sie kilka obiektywoéw immersyjnych o duzym
zasiegu roboczym [28]. Uzywajac obiektywu 25X/0,95 o
zasiegu roboczym 8 mm, Tomer i wsp. zademonstrowali
obrazowanie z submikrometrowa rozdzielczoscia na glebo-
kosci 5-6 mm we fragmencie mézgu mysiego oczyszczone-
go metoda CLARITY we wlasnej konstrukcji mikroskopie
opartym na arkuszu $wiatla [9]. Obiektywy dostosowane
do immersji w oczyszczonej tkance sa jednak bardzo drogie,
poza tym nadal brakuje obiektywoéw kompatybilnych z roz-
puszczalnikami takimi jak BABB. Dlatego w wielu ukladach
wykorzystuje sie obiektywy suche, czasami w polaczeniu z
ukladami korygujacymi aberracje [29].
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Rycina 5. Potkula mézgu myszy z wybarwionymi naczyniami, oczyszczona i wybarwiona metoda iDISCO.
(a) pojedyncza plaszczyzna na glebokosci okolo 2 mm, przekréj strzalkowy (b) przekréj horyzontalny i (c) prze-
kréj koronalny.

nych dwuwymiarowych preparatéw
histologicznych istnieja zwalidowane
atlasy mézgoéw (np. Paxinos Franklin
Academic Press 2001). Atlasy tréj-
wymiarowe (np. Allen Brain Atlas
czy clear3dbar (http://www.3dbar.
org/) nadal opierajg si¢ o preparaty
dwuwymiarowe, co niesie ze soba
mozliwoé¢ utraty informacji przy re-
konstrukeji obrazéw.

ZASTOSOWANIA OBRAZOWANIA
CALEGO MOZGU
I INNYCH NARZADOW

Pierwsze doniesienia opisujace
techniki optycznego oczyszczania i
obrazowania kfadly szczegélny na-
cisk na badania polaczeh w moézgu
(konektomiki) [4,35,36] czy konekto-
miki catego organizmu w przypad-
ku D. melanogaster [37-39]. Dzieki
zastosowaniu znacznikéw projekeji

Mimo, ze od niedawna mikroskopy oparte na arkuszu
Swiatla sa dostepne na rynku, wiele zespotléw nadal decy-
duje si¢ na uktady wlasnej konstrukceji. Taki mikroskop jest
nie tylko znacznie tariszy, ale przede wszystkim latwiejszy
do dopasowania do potrzeb konkretnego eksperymentu.
Oprocz licznych publikacji, niektérzy badacze decyduja sie
roéwniez na stworzenie strony internetowej ze schematem
ukladu, lista wykorzystanych elementéw, oprogramowa-
niem do Sciagniecia, a w niektérych przypadkach réwniez
szczegOtowymi instrukcjami budowy ukladu. Przykia-
dem takiego projektu jest uklad OpenSPIM [30] opisany
na stronie http://openspim.org/. Oryginalny OpenSPIM
jest przystosowany do obrazowania malych preparatow
zanurzonych w wodzie, jednak jego otwarta, modutowa
konstrukcja umozliwia fatwe modyfikacje. Autorzy niniej-
szego opracowania zaprezentowali oparty na OpenSPIM
mikroskop do obrazowania oczyszczonego mézgu szczura
[31] (Ryc. 4d). Rycina 5 pokazuje przykladowe obrazowanie
calej potkuli moézgu myszy.

Mikroskop oparty na arkuszu $wiatta umozliwia obrazo-
wanie calych organéw, bez cigcia na skrawki i pracochion-
nej, obarczonej btedami rekonstrukgji. Nalezy jednak pa-
mietaé, ze czas poswiecony na przygotowanie i zobrazowa-
nie preparatéw przesunat sie w strone czasu poswieconego
na analize danych. Zobrazowanie calego mézgu myszy z
rozdzielczodcia komérkowa moze trwac jedynie okolo go-
dziny. Zas uzyskany plik danych ma rozmiar 20 GB [32] lub
wiecej w zaleznosci od ilosci i szczegotowosci informacii,
ktéra chcemy uzyskaé. Wymaga to stworzenia specjalnych
narzedzi informatycznych, ktére ulatwia analize i interpre-
tacje danych. Dlatego réwnolegle do mikroskopéw rozwija-
ne sa dedykowane narzedzia do przetwarzania uzyskanych
obrazéw, takie jak Terasticher [33], Brain Cell Finder [34]
czy ClearMap [32].

Kolejnym duzym wyzwaniem jest stworzenie tréjwy-
miarowych map referencyjnych. W przypadku tradycyj-
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(ang. tracer) i technikom oczyszcza-
nia optycznego pokazano istnienie
polaczen miedzy odlegtymi strukturami w mézgu i w rdze-
niu kregowym [13,16,40]. Tego rodzaju znaczniki moga
pokazywaé wyijscia i wejécia do komoérek nerwowych lub
tez znakowa¢ komorki miedzy ktérymi istnieje aktywna
synapsa [41,42]. W przyszlodci pozwoli to na znakowanie
pojedynczych sciezek przekazywania informacji w mézgu.

Kolejnym zastosowaniem oczyszczania optycznego
tkanek jest tworzenie mezomap, na przyklad pokazuja-
cych wzory ekspresji znacznikéw wirusowych w matych
obszarach moézgu. Hsiang i wsp. pokazali mape komoérek
zaangazowanych w kodowanie i przechowywanie pamieci
zwiazanej z powstawaniem uzaleznienia od kokainy w ja-
drze bocznym ciata migdalowatego u myszy w preparacie o
grubosci prawie milimetra [43]. Podobnie pokazano tréjwy-
miarowe rekonstrukcje agregatow amyloidu we fragmen-
tach mézgoéw pacjentéw z chorobg Alzheimera [44] czy tez
atrofii rdzenia kregowego w modelu autoimmunologiczne-
go zapalenia rdzenia kregowego [45].

Zeby lepiej zrozumieé funkcjonowanie mézgu, oproécz in-
formacji topograficznej o neuronach, musimy tez wiedzie¢,
jak poszczegdlne komorki przetwarzajg informacje i jak ta
informacja jest przekazywana dalej, aby wywota¢ konkret-
ne zachowanie. Polaczenie znakowania projekcji wekto-
rami wirusowymi z badaniem markeréw aktywnosci ko-
morkowej pozwolilo na stworzenie tréjwymiarowych map
funkcjonalno-strukturalnych w nienaruszonym moézgu. Ye
i wsp. pokazali, ze rézne struktury mézgu zaangazowane
w przetwarzanie informacji o bodZcach pozytywnych i ne-
gatywnych sa wewnetrznie zréznicowane pod wzgledem
zasilanych je projekcji, czy profilu ekspresji genéw [40].
Badanie markeréw aktywnosci neuronalnej (np. genéw
wczesnej odpowiedzi) w polaczeniu z obrazowaniem ca-
tego mézgu w mikroskopie arkusza $wiatta pozwolilo na
przyklad pokazac jednoczeénie wszystkie obszary mézgu,
ktore aktywuja sie w odpowiedzi na terapie farmakolo-
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giczng [32]. Tego typu podejscie pozwoli wyznaczy¢ nowe,
dotychczas nieznane obszary aktywowane po podawaniu
lekéw, pozwoli oszacowa¢ liczbe aktywowanych komoérek,
czy tez wreszcie poréwnujac dane behawioralne pozwoli
monitorowac efekty niepozadane dziatania lekéw w bada-
niach przedklinicznych. W opisywanym badaniu pokazano
na przyktad, Ze po podaniu leku haloperidolu aktywowane
sa rejony kory czuciowej i jadra czerwiennego. Ten drugi
region jest powigzany z efektem ubocznym wspomnianego
leku, czyli suchoscig w ustach i dystonia [32].

Techniki oczyszczania optycznego pozwalaja tez na ob-
razowanie biologiczne na poziomie RNA i DNA. Sylwe-
strak i wsp. opracowali metode umozliwiajaca wykrywanie
i obrazowanie transkryptéw i nie-kodujacych RNA w pre-
paratach mézgu o grubosci 500 um [46]. Warto nadmienic,
ze standardowe techniki wykrywajace transkrypty (np. hy-
brydyzacja in situ) sa stosowane do preparatéw o grubosci
do kilkunastu mikrometréw.

Ciekawym zastosowaniem obrazowania w mikroskopie
arkusza $wiatla preparatéw nie-neurologicznych jest na
przyklad wykorzystanie oczyszczania optycznego do obra-
zowania szpiku kostnego [47] czy weztéw chionnych [48].

PODSUMOWANIE

Wprowadzenie technik optycznego oczyszczania na-
rzadéw umozliwia spojrzenie na obrazowanie biologiczne
z zupelnie nowej perspektywy. Do tej pory obrazowanie z
wysoka rozdzielczoscia wigzalo sie z koniecznoscig wybo-
ru pojedynczych skrawkéw preparatu i analizg zebranych
danych przy zalozeniu, ze preparat jest jednorodny i zobra-
zowane fragmenty zawierajg ta sama informacje, co niezo-
brazowane. Obrazowanie tkanek nienaruszonych pozwala
oming¢ ten problem. Techniki optycznego oczyszczania
preparatéw w polaczeniu z obrazowaniem ich w mikrosko-
pie arkusza $wiatta umozliwily pozyskiwanie informacji o
kompletnych ztozonych tréjwymiarowych uktadach biolo-
gicznych na wielu poziomach jednoczes$nie - od anatomii
poprzez funkcje, bez naruszania ich struktury. Dzieki temu
mozliwe jest jeszcze lepsze zrozumienie ich dzialania.
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ABSTRACT

One of the biggest challenges in neuroscience is to understand how brain operates. For this, it would be the best to image the whole brain
with at least cellular resolution, preserving the three-dimensional structure in order to capture the connections between different areas. Most
currently available high-resolution imaging techniques are based on preparing thin brain sections that are next photographed one by one and
subsequently bigger structures are reconstructed. These techniques are laborious and create artifacts. Recent optical clearing methods allow
to obtain literally transparent brains that can be imaged using light-sheet microscope. The present review summarizes the most popular op-
tical clearing techniques, describing their different mechanisms and comparing advantages and disadvantages of different approaches, and
presents the principle of light-sheet microscopy and its use in imaging. Finally, it gives examples of application of optical tissue clearing and

light-sheet imaging in neuroscience and beyond it.
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