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Traditionally biological tissues have been studied by tissue sectioning followed by micros-
copy imaging. These two-dimensional images are easy to produce, but the complete pic-
ture of the anatomy and location of neural pathways can be insufficient. An alternative is to
use the whole-brain clearing method with immunohistochemistry and imaging.

In this thesis, the focus is on clearing the tissue samples, immunohistochemistry, imaging
and comparison to traditional tissue slices. Mouse brains at brain stem PPT region were
injected with AAV-CamKIla-hM3Dg-mCherry -virus and the expression was determined by
using mCherry-compatible antibodies. The mouse brains were cleared using the iDISCO-
method, and by using a light sheet microscope, a 3D-reconstruction was made to study the
projections of the mCherry-protein. Also the advantages and disadvantages of the iDISCO-
method were evaluated.

The thesis was done at the Department of Pharmacology in the University of Helsinki, and
the samples were imaged at Deutsches Zentrum flir Neurodegenerative Erkrankungen
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1 Johdanto

Glutamaatti on paaasiallinen kiihdyttava valittajaaine selkarankaisten
keskushermostossa. Silla on tarkea rooli signaalinvalityksessa, ja se liittyy laheisesti
oppimista vaativiin toimintoihin sek& muistin toimintaan (Daniels ym. 2008: 131-132).
Glutamaattireseptorien toimintaa voidaan tutkia aivokudoksen vasta-ainevarjayksella
seka aivojen kuvantamisella. Tassa opinnaytetytssa keskitytdan tutkimaan kokonaisen
aivokudoksen kuvantamista, jolloin saadaan rakennettua kolmiulotteinen malli, jolla on

mahdollista maarittaé eri aivoalueille suuntautuvia hermosoluyhteyksia eli projektioita.

Fluoresoivia proteiingja, transduktoituja sekd immunovarjattyja, on mahdollista tutkia
valmistamalla perinteisid kudosleikkeitd. Taman tekniikan etuna on sen nopeus seké
yksinkertaisuus, mutta tassa opinnaytetydssa keskitytddn kokonaisen kudoksen
kirkastamiseen, immunovéarjaykseen, kuvantamiseen sekd kolmiulotteisen mallin
rakentamiseen. Uusien menetelmien suurimpana etuna on kokonaisvaltainen ymmarrys
esimerkiksi viejAhaarakkeista seka tuntemattomien projektioiden selvittdimen tarkasti.
Lisdksi tehdaan vertailua perinteisiin kudosleikkeisiin ja selvitetdan eri mentelmien

hyotyja seka haasteita.

Insin6orityd suoritettiin Helsingin yliopiston Farmakologian osastolla. Ohjaajana toimivat
tutkijatohtori Teemu Aitta-aho Helsingin yliopistosta seka lehtori Tiina Soininen

Metropolia Ammattikorkeakoulusta.



2 Projektioiden kuvantaminen aivoissa

2.1 Aivoalueet

Aivot on hyvin monimutkainen elin, jonka rakennetta on mahdollista havainnollistaa
aivoatlaksen avulla. Aivoatlas on kartta aivoista, jossa on koordinaattien perusteella
mahdollista osoittaa tiettyja aivoalueita. Koordinaatisto on kolmiulotteinen, ja se jaetaan
koronaaliseen, sagitaaliseen sekd horisontaaliseen. Koronaalisesti katsoen liikutaan
aivojen etuosasta kohti takaosaa, jolloin aivoalueet tulevat jarjestyksessa vastaan.
Aloituspisteena kaytetddn bregmaa, joka sijaitsee puolessavalisséa aivoja. Tassa tyossa
tarkeimmat aivoalueet ovat PPT (Pedunculpontine Tegmentum) seké LDT (Laterodorsal
Tegmentum). PPT:n sijainti on bregma -4,36 mm, eli alue sijaitsee aivojen takaosassa,
4,36 mm bregmasta. LDT:n sijainti on lahes sama, koska aivoalueet sijaitsevat

vierekkain.

2.2 Kudosleikkeet ja kolmiulotteinen kuvantaminen

Perinteinen tapa tutkia ex vivo -aivokudosta on valmistaa kudosleikkeitd, joille
suoritetaan vasta-ainevarjays. Vasta-aineesta riippuen varjaytyneet kohdesolut
pystytaan tunnistamaan fluoresenssimikroskopian avulla ja kuvankasittelya kayttaen on
mahdollista laskea solujen lukumaara, jotta johtopaéattksien tekeminen on mahdollista.
Lisaksi varjatyista leikkeistd on mahdollista tutkia solujen kolokalisaatiota kahden eri

aallonpituuden fluoresenssin paallekkaisyytta vertaamalla.

Aluksi tutkittava kudos tulee muokata kéasiteltdvddn muotoon. Jaaleikkeitd tehdessa
kaytetaan  perfusointia, jossa eldaimen verenkiertoon sydtetadn 4 %
paraformaldehydiliuosta (PFA). PFA-kasittelyssd eldin nukutetaan ja sen rintakehaan
tehdaan viilto, jotta sydédn saadaan nakyville. Sydamen vasempaan kammioon
asetetaan injektioneula ja oikeaan eteiseen tehdaan pieni viilto, jonka kautta injektoitu
aine seka veri pdasee poistumaan verenkierrosta. Ensin elaimen veri poistetaan PBS-
liuoksella, jonka jalkeen eldimen kudokset saadaan jahmetettya injektoimalla PFA-
liuosta verenkiertoon. Paraformaldehydi polymerisoituu eldimessa ja jahmettaa kudokset

senhetkiseen tilaansa sek& estda solujen omien entsyymien toiminnan. Kasittelyn



jalkeen eldimen aivot poistetaan ja jaadytetddn seka sailotaan syvajaapakastimeen
tulevaa jatkokasittelya varten (Gage ym. 2012.)

Leikkeitd voidaan valmistaa jaadytettyind jaaleikkeind tai parafiiniin valettuina
parafiinileikkeina. Jaaleikkeiden valmistus ei vaadi enempad Kkasittelyja, mutta
parafiinileikkeitd varten aivot valetaan parafiiniblokkiin, jossa ne sailyvat oikein
sdilytettynd maaraamattéméan kauan. Kuvassa 1 nakyy hiiren aivoista tehty jaaleike, joka
on varjatty tioniinivarjayksella. Tioniini on variaine, joka vérjaa solujen sytoplasman
kirkkaan violetiksi. Nakyva aivoalue sijaitsee keskiosassa aivoja, hieman

hippokampuksen jalkeen.

Kuva 1. Tioniinivarjatty 40 um paksuinen hiiren aivoleike 10-kertaisella suurennoksella, jossa sytoplasma
nakyy violettina.

Vasta-ainevarjaysta varten leikkeet tulee siirtda jaatymisenestoaineessa pakkaseen
odottamaan varjaysta. Taman jalkeen valituilla vasta-aineilla saadaan varjattya halutut
solut ja ne pystytaan kuvantamaan epifluoresenssimikroskoopilla.



Epifluoresenssimikroskooppi on hyvin yleinen tutkimuksessa kaytdssa oleva
mikroskooppi  johtuen sen helppokayttdisyydestda sekd monipuolisuudesta.
Mikroskooppin perusperiaatteena on valonlahde, jotta aallonpituutta pystytaan
vaihtamaan erillisilla suotimilla. Vasta-aineesta riippuen valitaan sopivin aallonpituus ja
naytettd eksitoidaan halutun aallonpituuden valolla. Naytteessa olevat fluoroforit
emittoivat tietyn aallonpituuden valoa, joka voidaan havaita okulaareista ja saadaan
tallennettua mikroskooppiin liitetyn kameran avulla (Webb & Brown 2012: 29-32.)
Suurellakin suurennoksella otetuista kuvista voidaan koota tietokoneavusteisesti yksi

yhtenainen kuva, jolloin naytteesta on helpompi laskea esimerkiksi varjaytyneet solut.

Kudosleikkeiden etuna muihin menetelmiin nahden on ennen kaikkea nopeus. Vasta-
ainevarjayksissa aikaa kuluu kahden inkubaation kanssa kaksi vuorokautta, verrattuna
haastavampiin kuvantamismenetelmiin, joissa aikaa saattaa kulua useita viikkoja.
Toisaalta leikkeet ovat aina kaksiulotteisia kuvia, jolloin esimerkiksi aksonien
kolmiuloitteinen hahmottaminen on hyvin vaikeaa. Lisaksi aina leikettd tehdessa
leikkaava tera poistaa osan kudoksesta vélista, jolloin olennaisia hermoratoja saattaa
jddda  kuvantamatta. Taman takia on kehitetty useita kolmiuloitteisia
kuvantamismenetelmid, joissa koko nayte saadaan kerralla kuvannettua ilman, etta

kudoksesta jaisi puuttumaan mitaan.

Kolmiulotteiseissa  kuvantamismenetelmissd  perusperiaatteena on  naytteen
saattaminen lapindkyvaksi seka kuvausta haittaavien lipiden seka veden poistaminen
muuttamatta naytteen morfologiaa tai haivyttamatta tutkittavaa signaalia.
Kuvantamiseen on kehitetty useita tekniikoita, mutta perusperiaate on jokaisessa kuvan

2 mukainen.



Perfuusio Vedenpoisto

Kuvantaminen Kirkastus

Kuva 2. Prosessikaavio kirkastettavien naytteiden kasittelysta.

2.3 Kuvantaminen

Kuvantamista varten on kehitetty useita eri menetelmia, joiden tekniikat eroavat
toisistaan merkittavasti. Kaytetyimmat menetelméat ovat iDISCO:n lisdksi CLARITY,
ScaleS seka CUBIC, joista jokaisella on omat erityispiirteensd sekd etunsa ja

haasteensa.

2.3.1 CLARITY

CLARITY on myos kehitetty kokonaisen kudoksen kirkastamiseen, mutta iDISCO:on
verrattuna tédssd menetelmassa hyddynnetédén elektroforeesia, jolloin varautuneet
partikkelit saadaan séhkovirran avulla kulkeutumaan kudoksessa. Kirkastettava kudos
kasitelladn hydrogeelilla sekéd formaldehydilla, jotka saadaan lampdtilaa nostamalla
kulkeutumaan kudokseen. Kyseinen hydrogeeli-formaldehydi -hybridi tukee kudosta
seka syrjayttdd kudoksen alkuperaiset molekyylit, jotka muodostavat solun
tukirakenteen. Sahkdvirran avulla kudoksessa olevat lipidit saadaan poistettua ja ne



korvataan hydrogeeli-formaldehydi —hybridilla (Chung ym. 2013: 332-335). Yhdistettyna
vasta-ainekasittelyyn, fluoroforeihin seka valittuun kuvantamismenetelméan CLARITY-
tekniikalla saadaan muihin vastaaviin tekniikoihin nahden nopeasti kuvannettua
valittujen solujen sijaintia. (Chung & Deisseroth 2013: 508-513)

CLARITY soveltuu monien eri kudosten, kuten aivojen, haiman, maksan seka keuhkojen
kuvantamiseen. Lisaksi CLARITY-tekniikkaa kaytettdessa proteiinihavikki on alle 10 %,
kun esimerkiksi ScaleS-tekniikassa havikki on yli 40 %. CLARITY:n haittapuolina ovat
hidas kirkastusaika sekéa kallis ja spesifinen elektroforeesilaitteisto (Azariapour ym. 2016:
4-9.)

2.3.2 ScaleS

ScaleS-tekniikalla pyritadn sdailyttdmaan tutkittava fluoresenssi olemalla kayttdmatta
korkean konsentraation pesuaineita sekd orgaanisia liuottimia. Sen sijaan kaytetaan
sorbitolia ja ureaa, joiden yhteisvaikutuksella kudos saadaan kirkastettua ja fluoresenssi
sdilytettyd. ScaleS-tekniikka pohjautuu aiemmin kehitettyyn ScaleA2-teknikkaan, jossa
kirkastavana aineena kaytettiin ureaa. Taman tekniikan heikkoutena ovat sen kahden
viilkon kirkastuskesto, kudoksen haurastuminen, naytteen turpoaminen seké
immunohistokemiallista leimausta kaytettdessa fluoresenssisignaalin heikentyminen.
(Hama ym. 2011: 1481-1488.)

Parannuksena ScaleA2:een ScaleS:ssa hyddynnetddn sek& urean ettd sorbitolin
kirkastavaa vaikutusta. Lisdksi urean ominaisuutena on kerata nestettd ja sorbitolin
kuivattaa, joten saatelemdalla néiden kahden keskindistda konsentraatiota saadaan
suoritettua kudoksen kirkastus, joka ei muuta kudoksen kokoa ja sailyttaa
fluoresenssisignaalin. (Hama ym. 2015: 1518-1529). Urean ja sorbitolin muodostaman
liuottimen taitekerroin on hyvin lahella veden taitekerrointa, joten kuvaus voidaan

suorittaa suurella numeerisella apertuurilla. (Marx, V. 2014: 1209-1214.)

ScaleS-tekniikkaa on kaytetty hiiren aivokudoksen seka alkioiden liséksi ihmisten

aivoihin Alzheimerin tautia tutkittaessa. (Azariapour ym. 2015: 4-5)



2.3.3 CuBIC

CUBIC (Clear, Unobstructed Brain Imaging Cocktail) on menetelmd, joka pohjautuu
ScaleS-tekniikkaan. Tekniikassa kaytetaan perékkain kahta reagenssia taulukon 1

mukaisesti.

Taulukko 1. CUBIC-menetelmén vaatimat reagenssit

Reagenssi 1 Reagenssi 2

2-hydroksipropyyli | Sukroosi

Urea Trietanoliamiini

Triton X-100 Triton X-100

Ensimmaisen reagenssin funktiona on parantaa kudoksen diffuusiokykya. Toisella
reagenssilla poistetaan jdljelle ja&neet lipidit ja asteittain sukroosikonsentraatiota
nostamalla 20 %:sta 50 %:iin, saadaan nayte lapindkyvaksi. Reagenssi 1 turvottaa
kudosta, mutta reagenssi 2 kutistaa sitd, jolloin nayteen morfologia pysyy likimain
muuttumattomana ja edustavana. Immunovarjays voidaan suorittaa kahden reagenssin
kasittelyn valissd ja ndin paastaan fluoresenssimikroskopialla jopa 750 mikrometrin

kuvaussyvyyteen.

CUBIC:n etuihin voidaan laskea yksinkertainen kirkastamisprotokolla, myrkyttémien
reagenssien kayttd eika erityista laitteistoa vaadita. Kirkastuksessa kestda noin 14
paivaa, mika on muihin tekniikoihin verrattuna kohtuullisen nopea aika.(Azaripour ym.
2016: 9)



3 ibIsCO

iDISCO (Immunolabeling-enabled three-dimensional imaging of solvent cleared organs)
kehitettiin, jotta suuriakin kudosnaytteitéd pystyttaisiin kuvantamaan kokonaisena
kappaleena ilman leikkeiden valmistusta. Siina missa kryostaatilla leikkeitd tehdessa
kuvattava kohde on hyvin ohut, iDISCO:n avulla saadaan kuvannettua esimerkiksi

kokonainen hiiren aivo.

Jotta kokonainen kudos saataisiin kuvattua mikroskoopilla, kudoksesta taytyy saada
ensin lapindkyva. Kudoksen saattaminen lapinakyvéaksi on toteutettu jo 1900-luvun
alkupuolella, mutta vasta lahiaikoina tekniikkaa on saatu kaytettya kuvantamisessa
(Renier ym. 2014: 896-910). iDISCO ei ole ainoa kokonaiseen kudokseen kaytetty
tekniikka. Vastaavia ovat 3DISCO (Ertirk ym. 2012: 1983-1995) seka CLARITY (Chung
& Deisseroth 2012: 332-337), joiden perusteella iDISCO on optimoitu. Liséksi iDISCO-
tekniikkaa itsessaan muokataan edelleen, jotta valtettaisiin kudoksen kutistuminen seké

sekund&aéristen vasta-aineiden laimeneminen kaytettavissa olevaan liuottimeen.

iDISCO-protokolla on muokattu versio 3DISCO:sta, jossa keskitytddn kudoksen
kirkastamiseen ja vasta-ainevarjaykseen ilman kolmiulotteista kuvantamista.
iDISCO:ssa sen sijaan keskitytddn kolmiulotteisen kuvantamisen mahdollisuuteen
kayttaen tarkoitukseen sopivaa mikroskopointitekniikkaa. Monivaiheisen protokollan
esikasittelyssa naytetta kasiteltiin paraformaldehydilla, metanolilla sekd pesuaineilla,
jotta se saataisiin vasta-ainevarjaykselle sopivaan tilaan ja blokkauksessa naytteessa
olevien pintaproteiinien toiminta estetdan. Vasta-ainevarjays ja kirkastaminen ovat

aikaavievimpia tyovaiheita johtuen pitkista inkubaatioajoista.

iDISCO-tekniikka valittiin opinnaytety6hon johtuen sen yksinkertaisesta protokollasta,
reagenssien hyvastd saatavuudesta ja koska monimutkaista laitteistoa ei tarvita.

Kuvassa 3 on esitetty iDISCO-protokollan perusperiaate.



PFA-kasittely Vedenpoisto Blokkaus

Vasta-

Kirkastaminen ainevarjays

Kuva 3. iDISCO-kéasittelyn prosessikaavio

3.1 Perfusointi ja esikasittely

Aluksi, aivan kuten kudosleikkeissa, tutkittavan eldimen aivot perfusoidaan 4 %
paraformaldehydiliuoksella, eldimen aivot poistetaan ja pestdédn PBS-liuoksella. TAman
jalkeen nayte kasitellddn nousevalla metanolisarjalla, jolloin naytteessa oleva vesi
saadaan poistettua. Seuraavaksi nayte nesteytetaan laskevalla metanolisarjalla, jossa
kaytetaan PBS-liuosta seka Triton X-100-pesuliuosta, jotta naytteessa olevat lipidit
saadaan huuhdottua pois. Kasittelyyn kuluu yhteensa kaksi tydpaivad, mukaan lukien
inkubaatiot yon yli. Kaikki vasta-aineet eivat ole yhteensopivia metanolin kanssa, joten

iDISCO-protokollasta 16ytyy vaihtoehtoinen esikasittelyohje.

3.2 Vasta-ainevarjays

Ennen vasta-ainevérjaysta kasiteltavat naytteet tulee kasitella aasin seerumilla, jolla
blokataan naytteessa olevat pintaproteiinit, jolloin itse vasta-aineen sitoutumisesta
saadaan spesifisempad. Nayte pestdan PBS/hepariini-liuoksella ja kasitellaén
primaariselld seka sekundaariselld vasta-aineella. Huomionarvoista on tarvittava vasta-
aineiden maara: kudosleikkeita tehdessa tarvittava vasta-aineiden maard on monta
kertaluokkaa pienempi verrattuna kokonaisen aivon immunohistovarjaykseen.
Yksittédisen aivon varjayksen hinta tulee olemaan suhteellisen korkea, verrattuna
kryostaatilla tehtyihin leikkeisiin tarkasti maaratylla aivoalueella.
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3.3 Kirkastaminen

Kirkastus suoritetaan kayttamalla tetrahydrofuraania (THF) seka dibentsyylieetteria
(DBE). Naiden liuottimien tarkoitus on kirkastaa kudos havittamattd fluoresoivaa
signaalia tarkasteltavista soluista. Tetrahydofuraani poistaa veden tutkittavasta
naytteestda, mutta samalla se poistaa osan lipideista. Yhteisvaikutuksena kudoksesta
tulee hyvin heterogeeninen ja taitekertoimeksi tulee yli 1,5 (suurempi kuin vedella tai
lipideilld). Taman johdosta nayte tulee kasitella dibentsyylieetterilld, joka liuottaa jaljelle
jaaneet lipidit kudoksesta ja tekee siitd homogeenisen. Lisaksi kudoksen ja liuottimen
taitekerroin saadaan yhteensopivaksi kuvausta varten (Richardson & Lichtman, 2015:
(251-254). iDISCO:n etuihin voidaan laskea sen yksinkertainen seka pelkistetty
protokolla. CLARITY-tekniikkaan verrattuna laitteisto on hyvin minimaalinen, mutta
inkubaatioajat ovat hyvin pitkia ja naytteen koosta riippuen, vasta-ainevarjays ja
kirkastaminen vievat 8-18 paivaa (Renier ym. 2014: 896-910). Kuvassa 4 on asetettu
rinnakkain perfusoitu kirkastamaton aivo sekd iDISCO-kirkastettu. Huomionarvoista
kuvassa on Kkirkastettujen aivojen suhteellisen koon pieneneminen seka tummat
samentumat. Kyseiset samentumat Kkirkastuvat, kun aivoja sdilytetddn pidempéaéan

dibentsyylieetterissa.

Kuva 4. Vasemmalla perfusoitu kirkastamaton aivo ja oikealla iDISCO-ké&sitelty kirkastettu aivo.
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iDISCO soveltuu hyvin aivojen kuvantamiseen, koska tetrahydrofuraanilla pystytdan
kirkastamaan myeliinikudosta ja kirkastaminen voidaan suorittaa suhteellisen suurille
kudosnaytteille, halkaisijaltaan 1,5-2 senttimetria. Heikkoutena iDISCO-menetelméssa
on kudoksen kutistuminen sek& fluoresenssin katoaminen. Tetrahydrofuraanilla on
ominaisuutena kudoksen kutistaminen, vaikka kudoksen sisdiset mittasuhteet
pysyvatkin samana. Viimeisena kirkastusliuottimena kaytetty dibentsyylieetteri tuhoaa
ajan kanssa fluoresenssia, joten nayte tulisi kuvantaa hyvin pian kirkastamisen jalkeen.
iDISCO:lla pystytaan kirkastamaan ainoastaan perfusoituja ja paraformaldehydilla
jahmetettyja naytteitd, joten tama asettaa tiettyja rajoituksia naytteiden valinnalle. (Ertirk
ym. 2012: 1983-1995)

4 Mikroskooppikuvaaminen

4.1 Yleisesti

Erilaisten naytteiden, kirkastettujen ja kirkastamattomien, kuvaamiseen on olemassa
monia tekniikoita. Konfokaalimikroskopiassa laservalo keskitetdan hyvin tarkasti
kuvattavalle alueelle samalla haivyttaen pois epaolennainen informaatio. Eri leiketasoilta
otettuja kuvia voidaan yhdistdd ja nain saadaan aikaan kolmiulotteinen mallinnos
tutkittavasta kohteesta. 2-fotonimikroskopiassa on mahdollista kuvata elavad kudosta
sitd vahingoittamatta kayttden hyvéaksi fluoresenssia. Naméa tekniikan eivat sovellu

kirkastetuille kudoksille, vaan kuvantamisessa kaytetaan valotasomikroskooppia.

4.2 Valotasomikroskooppi

Valotasomikroskoopin toimintaperiaate perustuu ohueen valokaistaleeseen, jonka avulla
kuvannettavasta, fluoroforeilla leimatusta lapinakyvasta naytteesta saadaan optisia
leikkeita. Kappaletta liikuttamalla saadaan leikkeita otettua eri kohdasta naytetta ja
leikkeet voidaan yhdistaa, jotta saadaan kolmiulotteinen digitaalinen kuva.
Valotasomikroskopian etuja perinteiseen fluoresenssimikroskopiaan ovat korkea
resoluutio, kuvantamisnopeus seka noninvasiivinen kuvantaminen, jolloin nayte ei

tuhoudu kuvannettaessa. Lisaksi valokaistaleen ollessa hyvin ohut naytteessa tapahtuu
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fluoresenssin haalenemista, jossa kuvantamisessa kaytetty valo heikentdd naytteen

fluoresenssia, mutta vain valaistussa tasossa (Santi 2011: 129-138).

Vaikka valotasomikroskopiaa on sovellettu monella eri tavalla, sen periaate on edelleen
sama. Tutkittavaa naytetta eksitoidaan valitulla aallonpituudella olevalla laserséteella,
jolloin naytteessa olevat fluoroforit emittoivat valoa tietylla aallonpituudella. Naytteesta
emittoituva valo keratdén perinteisella objektiikalla seka kuvausmenetelmalla kennolle,

jolloin kuva saadaan digitaalisesti muodostettua (Huisken & Stainier 2009: 1963-1975).

Naytteen Kiinnittdminen voidaan toteuttaa monilla tavoilla, riippuen kéaytettavasta
mikroskoopista. LaVisionin  Ultramicroscope —laitteistossa nayte asetetaan
naytekammioon, joka taytetddn samalla liuottimella tai puskurilla, jolla nayte on
kirkastettu (LaVision Biotec 2015). Valotasomikroskoopin sovelluksessa SPIM:ssa nayte
valetaan kaantyvaan agaroosigeeliin, joka on asetettu vedella taytettyyn kammioon.
Nain valtytaan livottimien kaytolta, silla ne eivat ole yhteensopivia kaikkien
mikroskooppien kanssa.

Kuvassa 5 havainnollisestaan valotasomikroskoopin toimintaperiaatetta. Nayte
asetetaan objektiivin eteen jalustalle, joka mahdollisesti voi olla liikkuva, jolloin koko
kappale saadaan mallinnettua. Taman jalkeen eksitaatiovalo kohdistetaan naytteeseen
vaakasuoraan detektiosuuntaan nahden. Eksitaatiovalo on tietyn aallonpituuden
laservaloa, jolloin valokaistaleesta saadaan mahdollisimman ohut seké vain halutulla
aallonpituudella oleva. Valokaistale saatetaan mikroskoopista riippuen ohjata
naytteeseen vastakkaisilta puolilta tai useammastakin eri suunnasta. Taman etuna on
valon tasainen jakautuminen naytteeseen. Valokaistaleen kulkiessa naytteessa,
valoteho heikkenee, mitd syvemmalle kudoksessa kuljetaan. Jos valokaistale ohjataan
tulemaan naytteeseen kummaltakin puolelta, valtytdan tummentumilta kuvassa, jotka
saattaisivat heikentda tulosten tulkintaa. Tama kuitenkin hidastaa kuvantamista, joka

suurien naytteiden kohdalla on merkittava asia.



Kuva 5. Valotasomikroskoopin toimintaperiaate[7.]

13
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LaVision Biotecin Ultramicroscopessa valokaistale kulkee naytteeseen vastakkaisilta
puolilta, mutta esimerkiksi saman valmistajan kehittyneemmasséa Ultramicroscope Il:ssa
voi olla jopa kuusi valokaistaletta. Nain kuvasta saadaan tarkempi ja kirkkaampi, mutta
kuvantamisessa kestda moninkertaisesti kauemmin. Korkean resoluution seka optisten
leikkeiden maaran johdosta kuvatiedostoista tulee suuria (50—-100 gigabittia), joten
kuvantaminen vie paljon aikaa. Taman opinnaytetyon kokeellisessa osiossa kaytettiin

LaVisionin Ultramicroscopea, joka perustuu valotasomikroskopiaan.

Kuvassa 6 on Ultramicroscopen liuotinsailid, jonne alustalle kiinnitetty nayte asetetaan.
Sailié on taytetty dibentsyylieetterilld, jotta naytteen seka liuottimen taitekerroin ovat

lahes samat.

Kuva 6. Liuotinsdilio, johon nayte asetetaan.
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LaVisionin mikroskooppi eroaa hieman tyypillisesta valotasomikroskoopista, koska siina
on kaksi valonlahdettd, jotka kohdistetaan naytteisiin vastakkaisilta puolilta, kuitenkin
niin, etta valokaistaleet kohtaavat naytteen vaakasuoraan detektioon nahden. Kahden
vastakkaisen valonlahteen hyoty n&hdaan erityisesti suurissa naytteissa, kuten
tulevan intensiteetti laskee

kokonaisissa aivoissa, joissa yhdestd suunnasta

huomattavasti edetessaan kudoksessa.

Kuvassa 7 on taulukoituna Ultramicroscopen tekniset tiedot. Ultramicroscopessa oleva
taitekerroinvali sijoittuu valille 1,33-1,56, joka soveltuu hyvin dibentsyylieetterilla
kyllastettyyn ja siina sailoéttavaan seké kuvannettavaan naytteeseen (dibentsyylieetterin
taitekerroin 1,561). Ultramicroscope soveltuu myds orgaanisissa liuottimissa sailottyihin
naytteisiin, toisin kuin esimerkiksi Zeissin Lightsheet Z.1:ss4, jossa orgaaninen liuotin

vahingoittaisi mikroskoopin objektiivia (LaVision Biotec 2015).

Humination Uni- & bidrectional
Number of ight sheats 3-6
Thickness 4 ym — 24 pm
Sheet oplica Width 1 mm - 20 mm
Numerical apesture 00135-0.135
Focus positioning Dynamic
Reafractive index matching 1.33-1.56
Zoam microscope for 2x  Zaom Maono zaom
objective kens Zoom ratio 0.63x - 6.3x (1:10)
Objective lenses 2% 4x 20x
Numerical aperture 05 0.3 0.35
FOV diagonal (mm) 17-1786 54 1.1
Total magnification (objective lens » 2 X
1.26x% — 12.6x (w'o Zoom) (ww'o Zoom)
¥ g zoom rabio)
Detaction optics i 4 r 8 mm:
Working distance & mm 25mm
10 mm
Refractive index malching 133~ 1.56
Chromatic detection Exght filtars
Chromatic comection Dynamic 400 nm - 850 nm
Type sCMOS
Pixel 2560 x 2160
Deteclor Pixel size GS5umx 6.5 pm
Maximum frame rate 100 fps @ ful frame
Read notse 1e-
Imaging solution aguaous buffers and organic solvents
Imaging chamber Sample travel range (X, Y. Z) 1om, 1em, 1cm
Sample slze pm Range to cm Range
Laser module Max. 5 Laser Lines , 50 mW - 100 m\W per diode
Light sourca
Supercontinuum laser Emission 460 nm — 800 nm, 1 mWinm — 3 mWnm
Dwmenslons S4cmx 70 cmx65cm (WxHx D)
Weight 47 kg {w/o controller and tager)

Kuva 7. LaVision Ultramicroscope II:n tekniset tiedot (LaVision Biotec: 2015)
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LaVisionin Ultramicroscope on teoriassa hyvin yksinkertainen laite. Laser ohjataan
filtterin l&api, jolloin saadaan valittua valolle oikea aallonpituus. Peilien avulla laser
ohjataan naytteeseen, joka on Kkiinnitetty likkuvaan alustaan. Laservalo ohjataan
naytteeseen vastakkaisilta puolilta, jolloin kuvannettaessa alusta liikkkuu asteittain ja
jokaisesta aivoalueesta saadaan tarkka kuva. Kuvauksessa rajoittavina tekijoin& ovat
kuvattavan naytteen suuruus, vaadittavan eksitaatiolaserin aallonpituus, vaadittu liuotin
seka tarkkuus. Suuria naytteitd kuvannettaessa kuvauskammion seka Kiinitysalustan

fyysinen koko asettavat rajoitukset naytteen enimmaiskoolle. Kuvassa 8 on numeroitu

laitteiston tarkeimmat komponentit.

Kuva 8. LaVision Biotecin valotasomikroskooppi, jossa numeroituna tarkeimmat osat. Numero 1 on
virtaldhde ,numero 2 on filtterinvaihdin ja numerot 3—10 ovat peileja, joilla laservalo saadaan ohjattua
naytteeseen.

LaVisionin Ultramicroscope on teoriassa hyvin yksinkertainen laite. Laser ohjataan
filtterin 1api, jolloin saadaan valittua valolle oikea aallonpituus. Peilien avulla laser

ohjataan naytteeseen, joka on Kkiinnitetty liikkuvaan alustaan. Laservalo ohjataan
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naytteeseen vastakkaisilta puolilta, jolloin kuvannettaessa alusta liikkuu asteittain ja
jokaisesta aivoalueesta saadaan tarkka kuva. Kuvauksessa rajoittavina tekijoind ovat
kuvattavan naytteen suuruus, vaadittavan eksitaatiolaserin aallonpituus, vaadittu liuotin
seka tarkkuus. Suuria naytteitd kuvannettaessa kuvauskammion seka kiinnitysalustan

fyysinen koko asettavat rajoitukset naytteen enimmaiskoolle.

Mikroskoopin liséksi tarkedd on myods kaytbssd olevan tietokoneen prosessointiteho,
tydmuistin maara seka kuvankasittelyyn vaadittava graafinen suorityskyky. iDISCO-
protokollan yhteydessa kaytetty analyysityokalu ClearMap vaati tietokoneelta 128
gigabittia tydmuistia, vahintaan teratavun SSD-kovalevyn seké vahintdan kuusiytimisen
prosessorin. On selvaa, ettd normaalikaytossa olevalla kannettavalla tietokoneella

tydskentely ei tule kyseeseen.
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5 Tydn suoritus

5.1 Néaytteet

Opinnaytety6n varsinaisia naytteita varten perfusoitiin hiirid, jotka voitiin jakaa kolmeen
eri luokkaan varjayksen sekéa annetun virusinjektion perusteella. Opinaytety6ta varten
hiiret 4, 5 sekd 6 oli injisoitu PPT-aivoalueelle AAV-hm3Dg-mCherry-viruksella ja
viruksen annettiin vaikuttaa kaksi viikkoa, jotta tuloksista saatiin luotettavia. Hypoteesina
oli ndhda fluoresoivia proteiineja PPT-aivoalueella seka sielta l&htevia projektioita
muualla aivoissa. Muut ndytteet ovat eri tutkimuksissa tarvittavia naytteita, mutta ne
kasiteltiin iDISCO-protokollaa noudattaen ja kuvannettiin. Hiiret perfusoitiin, niiden aivot
poistettiin kirurgisesti ja niille tehtiin iDISCO-protokollan mukainen vasta-aine- ja
kirkastuskasittely. Liitteend 1 oleva tydohje on k&annetty ja mukautettu versio
alkuperaisesta iDISCO-ohjeesta. Ohjeeseen on lisétty tydskentelya helpottavia

merkint6ja inkubointiajoista seka tarvittavista reagensseista.

Kasittelyyn kuului ndytteiden esikasittely, vasta-ainekasittely seka viimeiseksi naytteiden
kirkastus mikroskopointia varten, joka suoritettin Deutsches Zentrum  fir
Neurodegenerative Erkrankungen -insituutissa Saksan Bonnissa Head of Light
Microscopy -yksikéssa. Mikroskooppina oli LaVisionin Ultramicroscope, jolla pystyttiin
parissa paivassa kuvantamaan kolme varsinaista naytetta seka viisi optimointinaytetta.
Kuljetusta ja sailytysta varten naytteet sailéttiin dibentsyylieetteriin, jossa naytteet myos

kuvattiin.

Vertailua varten valmistettiin kryostaatilla perinteisia aivoleikkeita, jotka varjattiin vasta-
aineilla. Naiden naytteiden tarkoitus ei ollut tutkia mitdan tiettyja aivoalueita, vaan saada

vertailtua eri tekniikoilla kuvannettuja naytteita.

Hypoteesina oli todentaa virusinjektioiden onnistuminen havaitsemalla fluoresenssia
injektoiduilla aivoalueilla. Liséksi opinnaytetyota varten tarkeampi aspekti oli tarkastella
valotasomikroskoopin toimintaa ja tehdd vertailua kolmiulotteisten mallien ja
kudosleikkeiden valilla. Tamén takia valmistettin myds aivoleikkeitda AAV-hm3Dg-
mCherry -viruksella injektoitujen hiirten aivoista, suoritettiin vasta-ainevarjays ja kuvaus

Zeissin Axio Imager -mikroskoopilla.
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Tehdyissé vertailuleikkeissa kaytettiin kahta primaarista sekd kahta sekudaarista vasta-
ainetta. Vertailuleikkeind kaytettiin transgeenisia cre-hiiria, lyhenteeltddn Cm, ja

saaduista leikkeista valittiin edustavimmin kuvannetut.

Taulukko 2. Primaari- ja sekundaarivasta-aineet

Laimennos | Vasta-aine Valmistaja
1:100 Goat anti-chAT Ab144P Millipore

1:800 Rabbit anti-mCherry Ab167453 Alexa Fluor
Laimennos | Vasta-aine Valmistaja
1:1000 Donkey anti-goat 488 A-11055 Thermo Fischer
1:1000 Donkey anti-rabbit 594 Ab 150076 Alexa Fluor

Naytteille suoritettiin vasta-ainekasittely ja niitd inkuboitiin primaarisen vasta-aineen
kanssa yon yli ja sekundaarisessa valolta suojattuna kaksi tuntia. Taman jalkeen naytteet

kiinnitettiin aluslasille, peitettiin peitinlasille ja annettiin kuivua yon yli.

Naytteet kuvattiin osissa Zeissin Axio Imager -mikroskoopilla kayttden 10-kertaista
suurennosta. Jokainen nayte Kkuvattiin pienissa osissa ja kuvat koottiin yhdeksi
yhtendaiseksi kuvaksi kayttaen Zeissin omaa ohjelmistoa.

Taulukossa 3 on taulukoitu seka koodattu PPT-aivoalueelle injisoidut naytehiiret.
Taulukosta kay ilmi kaytetyt primaari- sekd sekundaérivasta-aineet sekd kaytetyt

laimennokset.
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Taulukko 3. PPT-injisoidut naytehiiret

Jarjestys | ID | Kohde Tyyppi Prim&arinen vasta- | Sekundaarine
aine n vasta-aine
3 4 | iDISCO/th_gf | th-egfp- Aves GFP-1020 | Goat Anti-
p positive (1:1000) Chicken
ab150172
(1:500)
7 5 | iDISCO/th_gf | th-egfp- Aves GFP-1020 | Goat Anti-
p positive (1:1000) Chicken
ab150172
(1:500)
8 6 | iDISCO/th_gf | th-egfp- Aves GFP-1020 | Goat Anti-
p positive (1:1000) Chicken
ab150172
(1:500)

Aluksi injisoitiin  naytehiirien halutulle aivoalueelle virusta, joka tassa tapauksessa oli
AAV-CamKIlla-hm3Dg-mCherry. Kyseisessa viruksessa on CamKIlla-promoottori, joka
sitoutuu glutamatergisiin neuroneihin. Lisaksi virus koodaa mCherry-proteiinia, joka on
fluoresoiva aallonpituudella 587-610 nanometrid. Virusta injisoitiin tutkittavien hiirten
PPT sek& LDT -aivoalueille. Taulukosta puuttuville injisoimattomille wildtype-hiirille ei
tehty erillistd viruskasittelyd, koska tutkittava proteiini on luonnostaan hiirien
aivokudoksessa Injisoinnin jalkeen transgeenisten hiirien aivoissa olevan viruksen
annettiin vaikuttaa kaksi viikkoa, jotta tulokset olisivat luotettavia. Taman jalkeen hiiret

perfusoitiin ja niiden aivot sailottiin PFA:han jatkokasittelya varten.

Perfusoidut aivot pestiin  PBS-puskurilla, kuivattin metanolisarjalla, valkaistiin
vetyperoksidilla sek& pestiin useaan kertaan PBS/0,2% TritonX-100-pesuliuoksella.
Taman jalkeen suoritettiin primaérinen- seka sekundaérinen vasta-ainevarjays kayttaen
ensin aasin seerumia ja sen jalkeen haluttua vasta-ainetta. Vasta-aineiden valintaan
vaikuttaa niiden metanolikestdvyys johtuen useista metanolikasittelyistd, mutta
protokolla piti sisélladn myds vaihtoehtoisia metanolivapaita kasittelyitd. Aasin seerumin
tarkoituksena oli lamauttaa kudoksessa olevia pintaproteiineja, jotta varsinaisen vasta-
aineen sitoutuminen olisi spesifisempada. Vasta-ainevarjayksien valissa naytetta pestiin
1 % hepariiniliuoksella, jonka tarkoituksena on on sitoutua solun pinnassa oleviin

glykoproteiineihin ja néin estaen niitd sitoutumasta vasta-aineeseen.
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Kirkastus suoritettiin kayttamalla 99,9-prosenttista tetrahydrofuraania(THF) sekda 99-

prosenttista dibentsyylieetteria (DBE).

5.2 iDISCOn naytekasittelyn optimointi

Taulukossa 4 esitettyjen PPT-naytehiirien lisaksi iDISCO-kasittely suoritettiin joukolle
wildtype-hiirien aivoille taulukon 5 mukaisesti. Naiden naytteiden tarkoituksena oli tutkia
kirkastuskasittelyn vaikutusta eri vasta-aineille ja samalla perehtya tarkemmin iDISCO-

kasittelyn optimointiin.

Taulukko 4. Optimointinaytteet

Jarjesty | ID | Kohde Tyyppi Primaéarinen vasta-aine Sekundéaarine

S n vasta-aine

4 1 | iDISCO/chAT Wildtype | AB144P/Vacht(1:50/1:500) | Donkey Anti
Goat 647
1:200

1 2 iDISCO/chAT Wildtype | AB144P/Vacht Donkey Anti
Goat 647
1:200

2 3 iDISCO/chAT Wildtype | AB144P/Vacht Donkey Anti
Goat 647
1:200

5 7 iDISCO/surg DG-Gi | Wildtype | Rockland Anti-RFP (1:1000) | Anti-Rabbit
Ab150172
(1:500)

6 8 iDISCO/surg DG-Gi | Wildtype | Rockland Anti-RFP (1:1000) | Anti-Rabbit
Ab150172
(1:500)

Optimointinaytteita tehtdessa huomattiin, etté iDISCO-kasittelya oli mahdollista suorittaa
useille eri naytteille samanaikaisesti. Vasta-aineista rippumatta reagenssit olivat kaikille
samat, joten jarjestelmallisyydella seka hyvalla aikatauluttamisella viiden naytteen
valmistaminen ei tuottanut ongelmia. Leikkeitd valmistettaessa iso osa ty0ajasta meni
leikkeiden kasittelyyn, mutta iDISCO:ssa naytteet saivat inkuboitua koskemattomina,

jolloin tydpanosta oli mahdollista siirtdd muihin kohteisiin. Lisdksi valitut vasta-aineet
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olivat yhteensopivia tarvittavien reagenssien kanssa, eika fluoresoiva signaali

heikentynyt merkittavasti.

6 Tulokset

6.1.1 Leikkeet

Fluoresenssimikroskoopilla saadusta kuvasta 9 n&hdééan, ettda mCherry-varjattyja
punaisena nakyvid glutamatergisia soluja 16ytyy lahinna aivon oikealta puolelta. Tama
on odotettavaa, koska kyseiselle eldaimelle virusinjektio annettiin ainoastaan aivojen
oikealle hemisfaarille. Koliinitransferaasisoluja sen sijaan 16ytyy kaikkialta aivoista, joten
varjattyinakin niita tulisi l6ytya vihreina pisteind monelta eri aivoalueelta. Kyseiselle
leikkeelle tehtyad vasta-ainevarjaysta ei tehty samoilla vasta-aineilla kuin tutkimuksessa
tarvittavat naytteet. Niiden mekanismi on kuitenkin samanlainen, jolloin pystyttiin
todentamaan virusinjektion onnistuminen ja havainnollistamaan kudosleikkeiden

antamaa kuvaa naytteesta.

Kuva 9. cHAt- ja mCherry-vasta-aineilla varjatty aivoleike 10-kertaisella suurennoksella. cHAt-
solut(koliinitransferaasi) nakyvat vihreind ja mCherrylla varjatyt glutamatergiset solut punaisina. Nayte
Cm194.
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Kuvassa 10 voidaan havaita myds mCherry-varjattyja glutamatergisia soluja, mutta
kuvasta kay myos ilmi leikkeiden laatu. Leikkeiden kiinnitys aluslasille on haastavaa ja
tilanteessa, jossa jokin aivoalue taittuu toisen paalle, tuloksia on vaikea tulkita. T&ma on
nahtavissd kuvan oikeassa laidassa, jossa punaisena hohtava alue on paallekkain
taittunutta kudosta.

Kuva 10. Naytehiiri Cm194, jossa aivoalue on taittunut toisen paalle.

Saaduista kuvista nahdaan, etté virusinjektio on onnistunut ja tutkittavat solut voidaan
havaita. Kuvannetuista naytteista olisi mahdollista laskea tietokoneavusteisesti

varjaytyneet solut ja naytemaaran kasvaessa laskea virusinjektion tehokkuus.



24

6.1.2 Kirkastetut aivot

IDISCO soveltuu hyvin aivojen kuvantamiseen, koska tetrahydrofuraanilla pystytédan
kirkastamaan myeliinikudosta ja kirkastaminen voidaan suorittaa suhteellisen suurille
kudosnaytteille, halkaisijaltaan 1,5-2 senttimetria. Heikkoutena iDISCO-menetelméssa
on kudoksen kutistuminen sek& fluoresenssin katoaminen. Tetrahydrofuraanilla on
ominaisuutena kudoksen kutistaminen, vaikka kudoksen sisdiset mittasuhteet
pysyvatkin samana. Viimeisena kirkastusliuottimena kaytetty dibentsyylieetteri tuhoaa
ajan kanssa fluoresenssia, joten nayte tulisi kuvantaa hyvin pian kirkastamisen jalkeen.
iDISCO:lla pystytaan kirkastamaan ainoastaan perfusoituja ja paraformaldehydilla
fiksattuja naytteits, joten tdma asettaa tiettyja rajoituksia naytteiden valinnalle. (Erttrk
ym. 2012: 1983-1995)

Naytteet kuvattiin DZNE-instituutissa Saksan Bonnissa 17.—19.8.2016 ja saadut kuvat
koottiin kolmiulotteiseksi malliksi Biomedicum Helsingissa kayttden Imaris-ohjelmistoa.
Saaduista kuvista tehtiin kolmiulotteiset animaatiomallit, jolloin kuvaustarkkuuden
rajoissa pystyttiin  liikkumaan kudoksen sisddn sekd vaihtamaan néaytteen
tarkastelukulmaa. Kuvassa 11 on kuvattuna nayte 5 ylhaaltdpain projektiossa, jossa
pikkuaivot sijaitsevat kuvan ylalaidassa. Naytettd eksitoitiin aallonpituudella 594 nm
laserilla, jolloin aivoihin injisoitu fluorofori fluoresoi punaisena. Optimitilanteessa
ainoastaan injisoidut solut nakyisivat punaisena, mutta aivokudoksen ominaisuutena on

autofluoresenssi, joka nékyy punaisen aallonpituuden signaalina koko aivoissa.
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Kuva 11. Kuvakaappaus Imaris-ohjelmalla rakennetusta mallista.

Malli rakennettiin noin tuhannesta yksittdisesta leikekuvasta, jotka koottiin yhdeksi
yhtenaiseksi tutkittavaksi malliksi. Mallin resoluutiota seka yleista kuvantamistarkkuutta
on mahdollista muokata ohjelman sisélld, mutta tarkkuuden kasvaessa mallin
tiedostokoko kasvaa. Liséksi mallin tutkiminen kolmiulotteisesti vaati enemméan
suorituskykya tietokoneelta. Alla on kaksi Imaris-sovelluksesta saatua videota naytteesta

6. Videoista kay kuvia paremmin ilmi kuvannettujen naytteiden kolmiulotteisuus.

e Video 1 (https://www.youtube.com/watch?v=zgbgOIVOqgeU)
e Video 2 (https://www.youtube.com/watch?v=1gSNd7C1TTM)

Vaikka kuvanlaatu videoissa onkin heikentynyt johtuen suoratoistopalvelujen
videonpakkauksesta, videosta 1 kay hyvin ilmi kolmiulotteisen projektion hyodyllisyys:
PPT-aivoalueella tapahtunut proteiiniekspressio nékyy punaisena fluoresenssina.
Liséksi videossa 2 ndyte on kuvannettu ainostaan injisoidun aivoalueen kohdalta, jolloin

ekspressio nadkyy viela paremmin. Vihrednd hohtava alue on osittain aivojen omaa


https://www.youtube.com/watch?v=zqbgOIVOqeU&feature=youtu.be
https://www.youtube.com/watch?v=1gSNd7C1TTM&feature=youtu.be
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autofluoresenssia, mutta pistemaiset vihreéat pisteet ovat koliinitransferaasisoluja, jotka

on saatu varjattya vasta-ainevarjayksella.

Kuvassa 12 on asetettu allekkain Imariksella rakennettu kolmiulotteinen malli, siitéa
eritelty leike sekd aivoatlaksesta saatu referenssikuva. Ylimméassa kuvassa on
lintuperspektiivistd otettu kuva koko aivoista. Keskimmaisessa kuvassa on tehty
mallinnos pelkastdan tutkittavasta PPT/LDT-aivoalueesta, joka nakyy ylimmassa
kuvassa kirkkaanpunaisena. Alin kuva on ote aivoatlaksesta, jolla pystytan
paikantamaan kuvannetun aivon aivoalueet. Kuvasta kay ilmi myds vasta-
ainevarjayksen onnistuminen, mutta erityisesti jos tavoitteena on tutkia tiettya aivoaluetta
ja saada esimerkiksi laskettua siella olevat solut, kudosleike on paras vaihtoehto.
Tilanteessa, jossa yksikaan tietty aivoalue ei ole tutkittavana vaan halutaan saada
kokonaiskuva esimerkiksi fluoresoivien proteiinien sijainnista tai hermoratojen tarkasta

rakenteesta, kokonaiskuvaus on paras vaihtoehto.
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7 Yhteenveto

Kudosleikkeisiin verrattuna kokonaisen aivokudoksen kuvantaminen vaatii tietoteknista
osaamista, perehtymista valotasomikroskopointiin seka kasitysta eri
kirkastuskasittelyiden  vaikutuksesta  fluoresenssisignaalin  sailymisessa.  Eri
kirkastusprotokollilla on omat etunsa ja haittansa, mutta tdhan opinnaytety6éhén valittu
iDISCO on yksinkertaisin seka vahiten erityislaitteistoa vaativa. Naytteisiin valitut vasta-
aineet olivat sopivia, eika iDISCO-kasittely merkittavasti heikentanyt niiden signaalia.
Kudoksen kutistumisesta ei aiheutunut merkittavaa haittaa, silla kudoksen sisaiset
mittasuhteet pysyivat samanlaisina eika se vaaristanyt kuvia. Koska tutkittavana
kohteena ei ollut mikaan tietty aivoalue tai siihen liittyva projektio, naytteita tutkimalla
saatiin hyva kasitys tekniikan soveltuvuudesta tutkimukseen.

Opinnaytetyohoni valittu kirkastustekniikka iDISCO toimi hyvin. Tilanteessa, jossa
kaytettava mikrokooppi ei ole yhteensopiva dibentsyylieetterin tai muiden orgaanisten
liuottimien kanssa, on valittava erilaiset kirkastustekniikat kuten CLARITY tai ScaleS.
Naiden tekniikoiden etuna on myds reagenssien myrkyttdbmyys, joka helpottaa

laboratoriotydskentelya huomattavasti.

Liséksi vasta-ainevarjayksessa tarvittavat vasta-ainemaarat ovat huomattavan suuria
verrattuna perinteisiin kudosleikkeisiin. Kudosleiketta kohden tarvitaan mikrolitran murto-
osa vasta-ainetta, kun taas kokonaisen aivokudoksen vérjaykseen tarvitaan useita
millilitroja. Tama tulee huomioida tehdessa useampia varjayksia, koska vasta-aineet
ovat huomattavan kalliita. Kaikesta huolimatta kokonaisen kudoksen kuvantamista on
syytda tutkia enemman. Kirkastustekniikoiden kehittyessd on mahdollista paasta
tilanteeseen, jossa tutkittavan naytteen morfologia pysyy muuttumattomana koko

kirkastuksen ajan ja kirkastukseen kaytetty aika pienenee huomattavasti.
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iDISCO:n protokolla

iDISCO on tarkoitettu pienten biologisten naytteiden, kuten alkioiden tai elinten
kirkastamiseen ja kolmiulotteiseen kuvantamiseen. Naytteitd on mahdollista leikata
oikean kokoisiksi, riippuen kayttotarkoituksesta seké laitteiston vaatimuksista. Tassa

kyseisessa projektissa kaytettiin hiiren aivoja.

Vasta-aineita valittaessa tulee ottaa huomioon vasta-aineen metanolikestavyys. Lista
metanolia kestavista vasta-aineista l0ytyy alkuperdisesta artikkelista tai sivulta

http://idisco.info/. Nayte on myds mahdollista esikasitell& ilman metanolia. Ohjeessa on

iimoitettu STOP-tekstilla pidemmat inkubaatiot, jolloin tyd on mahdollista organisoida
tehokkaasti.

Reagenssit

e PFA

e PBS

e Metanoli

o Vetyperoksidi

e Triton X-100

e Tween -20

e Donkey Serum

e Hepariini

e DMSO

e Primaarinen seka sekundaarinen vasta-aine
e Tetrahydrofuraani
e Dikloorimetaani

e Dibenzyl Ether


http://idisco.info/
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Naytteen keradys

1. Perfusoi hiiri paraformaldehydilla ja dissektoi aivot. Perfusoidut aivot sailétaan 4
% PFA:han.

Naytteen puhdistus

1. Naytteet pestdan 1x PBS:ssa 3 x 30 min
2. Pesun jalkeen naytteissé oleva vesi poistetaan metanolisarjalla:

20 % 3ml MeOh + 12ml PBS
40 % 6ml MeOH + 9ml PBS
60 % 9ml MeOH + 6ml PBS
80 % 12ml MeOH + 3ml PBS
100 % 15ml MeOH + Oml PBS

Naytetta liotetaan jokaisessa laimennoksessa 30 minuutin ajan, jonka jalkeen
nayte sailéttiin 100% metanoliin +4 °C:ssa.

3. Jaahdyta nayte jailla; valkaise naytettd 5 % vetyperoksidilla metanolissa( 1 osa
30 % vetyperoksidia, 5 osaa metanolia) o/n, +4 °C:ssa. STOP

4. Pese nayte 80 % metanolissa (80 % metanolia, 20 % 1x PBS:&4) 30 minuutin
ajan huoneenlammaossa.
Valmistetaan PBS/0,2 % TritonX-100 pesuliuos
Nayte kasitelladn metanolisarjalla (metanoli + PBS/0,2 % TritonX-100)



80 %

12ml MeOH + 3ml PBS/Triton

60 %

9ml MeOH + eml PBS/Triton

40 %

e6ml MeOH + 9ml PBS/Triton

20 %

3ml MeOH + 12 ml PBS/Triton

0%

Oml MeOh + 15ml PBS/Triton

8. Nayte pestéén vield lopuksi 1x PBS/TritonX-100 —liuoksessa 2 x 1h ajan

huoneenlammaossa.

Vasta-ainevarjays
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1. Esikasiteltyd naytetta inkuboidaan 2—3 paivaa 37 °C:ssa 1xPBS/0,2% Triton X-
100/20 % DMSO/0,3M Glysiini-liuoksessa STOP
2. Nayte blokataan 1xPBS/0,2 % TritonX-100/10 % DMSO/6 % Donkey Serum —
liuoksessa inkuboimalla 37 °C:ssa 4—6 paivaa. STOP
3. Nayte pestdan 1xPBS/0,2 % Tween-20/ 10ug/ml Heparin -liuoksessa (PTwH)

huoneenlammadssé 2 x 1h ajan.

4. Inkuboidaan primaérisen vasta-aineen kanssa PTwH/5% DMSO /3% Donkey

Serum -liuoksessa 37 °C:ssa 4—6 paivaa. STOP

5. Naytetta pestddn PTwH-liuoksessa 10 min, 15 min, 30 min, 1 h ja 2 h tai yon yli.

6. Inkuboidaan sekundaarisen vasta-aineen kanssa PTwH/3% Donkey Serum, 37

°C:ssa 46 paivaa. Sekundaarisen vasta-aineen konsentraatio tulisi olla hyvin

l&hell& primaarisen vasta-aineen konsentraatiota. STOP

7. Naytetta pestdédn PTwH-liuoksessa 10 min, 15 min, 30 min 1 hja 2 h tai

enintdan 2 paivaa. STOP
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Kirkastus

1. Inkuboidaan naytetta 50 % THF/H,O-liuoksessa yon yli. Jokaisessa
vaiheessa tulee kayttaa suljettavaa lasista putkea. Liséksi, liuoksen
kokonaistilavuuden tulisi olla 5-10ml, jotta néyte ei olisi kosketuksissa
ilman kanssa. STOP
Inkuboidaan naytetta 80 % THF/H»O-liuoksessa 1 h.

Inkuboidaan naytetta 100 % THF/H»O-liuoksessa 2 x 1h.

Inkuboidaan dikloorimetaanissa, kunnes nayte laskeutuu astian pohjalle
(5 min — 1 h max). Jos naytteen sisélle on jaéanyt ilmakuplia, nayte ei
valttamatta laskeudu pohjalle. Dikloorimetaani auttaa kirkastamaan
naytettd, mutta saattaa kutistaa pehmeita kudoksia, kuten aivoja.

5. Inkuboidaan dibentsyylieetterissa kunnes néayte on kirkas (20 min -2 h).
Putki, jossa nayte on, tulisi tayttdd mahdollisimman tayteen, jotta nayte
ei hapettuisi. STOP



