
Fluoreszenzmikroskopie
DOI: 10.1002/ange.201306039

Gekl�rte Gewebeproben f�r die optische Anatomie**
Dmytro A. Yushchenko und Carsten Schultz*

Fluoreszenzbildgebung · Gewebekl�rung ·
Lichtstreuung · Mikroskopie

Detaillierte Beschreibungen von Organismen, Organen
oder Gewebestrukturen sind die Grundlage jedes tieferen
Verst�ndnisses biologischer Funktion. Die bedeutendsten
anatomischen Bildgebungsverfahren sind Positronenemissi-
onstomographie (PET), Kernresonanzbildgebung (MRI),
Ultraschall und Computertomographie (CT). Diese Metho-
den ermçglichen die 3D-Bildgebung ganzer Organismen.
Allerdings war bisher die Auflçsung nicht ausreichend, um
einzelne Zellen unterscheiden zu kçnnen (Abbildung 1).[1]

Eine Mçglichkeit, subzellulare Auflçsung zu erzielen, sind
Fluoreszenz-basierte Bildgebungsverfahren. Aufgrund der
hohen Empfindlichkeit und des großen verf�gbaren spek-
tralen Bereichs ist die Fluoreszenzmikroskopie heute als es-

sentielle Methode in der Zellbiologie etabliert.[2] Auf sub-
zellul�rer Ebene ermçglichen hochauflçsende Fluoreszenz-
mikroskopietechniken, die theoretische, von Abbe beschrie-
bene Auflçsungsgrenze zu �berwinden und biologische Ob-
jekte fast mit molekularer Auflçsung abzubilden.[3] Allerdings
ist die Fluoreszenzmikroskopie, im Unterschied zu tomogra-
phischen Techniken, durch die niedrige Lichtpenetrations-
tiefe von nur etwa 0.2 mm (1 mm bei 2-Photonen-Anregung)
(Abbildung 1) beschr�nkt.[2a] Daher ist f�r 3D-Bilder von
Organen und Organismen die Anfertigung von Gewebe-
schnitten und anschließende dreidimensionale Bildrekon-
struktion notwendig.[4] Es w�re allerdings hçchst w�nschen-
wert, intaktes Gewebe und ganze Organismen mit einem
buchst�blich ganzheitlicheren Ansatz abzubilden, der die sehr
schwierige Ausrichtung einzelner Schnitte vermeidet. Pho-
tonen verhalten sich ziemlich „ungehçrig“, wenn sie Gewebe
durchdringen. Dies liegt an der außerordentlichen Hetero-
genit�t in Bezug auf ihre Lichtbrechung. Jeder �bergang von
einer lipophilen Membran zum w�ssrigen Cytosol bedeutet
eine �nderung des Brechungsindex und erzeugt Lichtstreu-
ung. Dies ist bei einzelnen Zellen kein Problem, addiert sich
in Gewebe aber rasch auf und limitiert die Arbeitstiefe in der
Fluoreszenzmikrokopie (Abbildung 2 a).

Die Lçsung des Problems liegt in der Eliminierung der
Diffraktionsgrenzen. Eine Herangehensweise ist es, das Ge-
webe durch Dehydratisierung und Lipidextraktion mit orga-
nischen Lçsungsmitteln aufzukl�ren. Nachteile dieses in der
Histologie verwendeten Ansatzes sind jedoch die erheblichen
strukturellen Ver�nderungen des Objekts sowie die Lçschung
des fluoreszierenden Reportermolek�ls.[5] K�rzlich wurden
mehrere verbesserte Methoden zur Gewebekl�rung entwi-
ckelt, die auf der Inkubation mit einem Immersionsmedium
mit dem gleichen Brechungsindex wie dem des Objekts ba-
sieren.[6–10] Die auf diesem Weg generierten, signifikant
transparenteren Pr�parate erlaubten unter anderem fluores-
zenzmikroskopische Aufnahmen eines Maushirns mit sub-
zellul�rer Auflçsung und einer bisher nicht erreichten Ein-
dringtiefe von 2 mm. Jede dieser Methoden hat jedoch ihre
Limitationen (Tabelle 1): FocusClear[6] f�hrt nur zu modera-
ten Transparenzverbesserungen, BABB (basierend auf einer
Benzylalkohol/Benzylbenzoat-Mischung)[7] verursacht einen
signifikanten Intensit�tsverlust fluoreszierender Proteine,
Scale[8] verwendet Harnstoff und SeeDB[9] Fructose mit
Thioglycerin, was diese Methoden unvereinbar mit Antikçr-
permarkierungen macht. Ferner ver�ndern alle Methoden
außer SeeDB[9] die Probendimensionen.

Abbildung 1. Vergleich verschiedener Bildgebungstechniken: PET: Posi-
tronenemissionstomographie, MRI: Kernresonanzbildgebung, CT:
Computertomographie, OCT: optische Koh�renztomographie, FM:
Fluoreszenzmikroskopie, EM: Elektronenmikroskopie.
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Ein konzeptionell erweitertes Verfahren zur Gewebekl�-
rung wurde vor kurzem von Deisseroth und Mitarbeitern in
Nature publiziert.[10] Die Autoren erhçhten die Transparenz
von biologischem Gewebe durch Entfernen der Lipidmem-
branen. Um alle nicht-lipophilen Molek�le, vor allem Pro-
teine und Polynukleotide, in ihrer originalen Position zu be-
lassen, wurde molekulares Verkn�pfen durch Fixierung ge-
folgt von einer Acrylamid-Copolymerisation durchgef�hrt.
Dies generierte ein nanoporçses Hydrogel, das hinsichtlich
seines Brechungsindex ziemlich homogen ist und selbst große
Gewebest�cke transparent werden l�sst. Daher wurde die
Methode CARITY genannt. Die Extraktion aller nicht-ver-
kn�pften Lipide wurde durch die Verwendung einer Elek-
trophorese erzielt – ein intelligenter Weg, die Aufkl�rungszeit
zu verk�rzen. Daher kann die Lokalisierung z. B. von fluo-
reszierenden Proteinen nun sehr pr�zise tief im Gewebe be-

stimmt werden. Weiterhin ist die Durchl�ssigkeit des Hy-
drogels ausreichend, um fluoreszierende Antikçrper zur se-
lektiven F�rbung von Zellen und Proteinen verwenden zu
kçnnen. Hinter der Technik steckt im Prinzip eine an-
spruchslose Chemie (Abbildung 2b). Zun�chst wurde das
Gewebe mit einer Mischung aus Paraformaldehyd (PFA) und
Acrylamid bei 4 8C behandelt. Dies f�hrt zur Kreuzvernet-
zung unter Einf�hrung von Acrylamid in alle Gewebeele-
mente. Dann wurde die Temperatur auf 37 8C erhçht, um die
Polymerisation des Acrylamids und die Bildung des Hydro-
gelnetzes einzuleiten.

Im n�chsten Schritt wurden die Lipide entfernt. Da un-
gerichtete Wanderung selbst kleiner Molek�le in großen
Objekten sehr langsam vonstatten geht, wurde Natriumdo-
decylsulfat (SDS) verwendet und ein elektrisches Feld ange-
legt, um so die Lipidmolek�le buchst�blich aus dem Hydrogel

Abbildung 2. a) Lichtstreuung in biologischem Gewebe. b) Arbeitsg�nge der Gewebekl�rung durch CLARITY (n : Brechungsindex). c) Reversibles
F�rben von gekl�rtem Gewebe durch Antikçrper. d) Tiefe Lichteindringung und Fluoreszenzanregung in gekl�rtem Gewebe.

Tabelle 1: Vergleich von Gewebekl�rungstechniken.

Methode! CLARITY SeeDB Scale BABB FocusClear Organische
Lçsungsittel

Transparenz hoch hoch hoch hoch moderat moderat
Erhaltung der Fluoreszenz gut gut gut niedrig gut niedrig
Immunf�rbevertr�glichkeit ja (viele Durchg�nge) nein nein ja ja ja
Gewebedeformation nein nein Expansion Schrumpfen Schrumpfen Schrumpfen
Zeitbedarf der Gewebekl�rung 8 Tage 3 Tage Tage bis Monate 3 Tage Stunden Stunden
Zusammensetzung Polyacrylamid-

Hydrogel
Fructose,
Thioglycerin

Harnstoff BnOH,
PhCOOBn

nicht relevant Xylol,
Chloroform

Lit. [10] [9] [8] [7] [6] [5]
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zu ziehen. Nach dem Auswaschen des SDS mit Phosphat-
puffer aus dem Hydrogel-Gewebe-Hybrid wurde wegen der
heterogenen Verteilung von Proteinen und Nucleins�ure-
komplexen immer noch Lichtstreuung beobachtet. Daher
wurde das Gewebe abschließend mit einer 85%igen Glycer-
inlçsung (FocusClear) mit ausreichend hohem Brechungs-
index behandelt.

Die Autoren haben die entwickelte Methode eingesetzt,
um Fluoreszenzbildgebung am intakten Maushirn durchzu-
f�hren. Es wurde eine drei Monate alte Maus untersucht, die
in einem Teil ihrer Neuronen eYFP unter der Kontrolle des
Thy1-Promotors experimiert. Die Autoren bildeten das ge-
samte Hirn mit zellul�rer Auflçsung mittels 1-Photonen-Mi-
kroskopie und vernachl�ssigbarem Auflçsungsverlust selbst
in einer Tiefe von mehreren Millimetern ab. Die Abbil-
dungstiefe war nun nicht mehr durch die Lichtstreuung,
sondern nur noch durch den Arbeitsabstand des Objektivs
(3.6 mm) limitiert. Daher waren beidseitige Aufnahmen f�r
die Abbildung des gesamten Hirns (ca. 6 mm) erforderlich. Es
ist wichtig anzumerken, dass CLARITY keine Gewebe-
deformierung und r�umliche Umorientierung zur Folge hat,
wie an membranst�ndigen Proteinen, Dendritenforts�tzen
und synaptischen Puncta gezeigt werden konnte. Dies besei-
tigte den grçßten Nachteil anderer Gewebekl�rungstechni-
ken (Tabelle 1).

Die Autoren zeigten weiterhin, dass CLARITY einen
�ußerst geringen Proteinverlust bewirkt, w�hrend das pr�-
parierte Gewebe vergleichsweise durchl�ssig f�r molekula-
rere Sonden wie Antikçrper ist (Abbildung 2c). Gewebe-
analysen des gesamten Mausgehirns mittels Immunf�rbung
sind nun mçglich (Abbildung 2d). Ferner zeigten die Auto-
ren, dass CLARITY auch f�r Pr�parate verwendet werden
kann, die viele Jahre in Formalin aufbewahrt wurden. Dies
schließt menschliche Gewebeproben aus Kliniken und Ge-
webebanken ein und erçffnet neue Anwendungen in der
Medizin. Die sukzessive Verwendung von mehreren Anti-
kçrpern ist mçglich, da diese denaturiert und in einem SDS-
Waschschritt entfernt werden kçnnen. So kçnnen Mehrfach-
f�rbungen und Multiparameteranalysen des Gewebes
durchgef�hrt werden (Abbildung 2c). Unter den Zielepito-
pen kçnnen selbst Neurotransmitter detektiert werden, da bei
CLARITY auch kleine Molek�le erhalten werden.

Wie erw�hnt, ist die Bildgebungstiefe durch die Arbeits-
tiefe des Mikroskopobjektivs begrenzt. Typische Ojektive mit
hoher Apertur erreichen maximal 3–4 mm, obwohl k�rzlich
eine Ausnahme mit einem Arbeitsabstand von 8 mm vorge-
stellt wurde.[10] Das Problem kçnnte weiter reduziert werden,
wenn Lichtfeldilluminationsmikroskopie und mçglicherweise
ein rotierender Specimen[11] oder mehrere Objektive[12] ein-
gesetzt werden. Dies w�rde die zul�ssige Probengrçße min-
destens verdoppeln, die Aufnahmezeit verk�rzen und die
auftretende Photobleichung reduzieren.[13]

Auch eine Kombination mit der Elektronenmikroskopie
(EM) wird von den Autoren diskutiert. Das erscheint zu-
n�chst sehr attraktiv, doch l�sst die Erfahrung aus der kor-
relativen Mikroskopie vermuten, dass die Aufgabe, die sehr
großen und komplexen CLARITY-Bilder mit den winzigen
EM-relevanten Ausschnitten zu �berlagern, eine Herausfor-
derung darstellen wird. Eine Lçsung kçnnten bisher nicht

existente genetisch kodierte Metallkomplexe sein, die an das
Zielmolek�l angebracht werden. Eine weitere Alternative
sind lokale photochemische Reaktionen, die Farbstoffe ab-
lagern.[14]

Alle diese invasiven Methoden, inklusive CLARITY,
zielen darauf ab, Momentaufnahmen des intakten Gewebes
zu geben. Dynamische Prozesse mit diesen Methoden zu
verfolgen, wird schwierig. Ein Weg hin zu mehr funktionellen
(vs strukturellen) Experimenten kçnnte die Verwendung von
„Ged�chtnissonden“ sein. In Zukunft kçnnten diese Proben
dem lebenden Tier verabreicht werden. Im Tier �ndern sich
die optischen Eigenschaften irreversibel (oder nicht). Zum
Beispiel kçnnten Neuronen, die innerhalb eines Zeitintervals
aktiviert wurden, von solchen unterschieden werden, die still
blieben. Dies kçnnte durch aktivit�tsbasierte Sonden oder
geeignete fluorogene Enzymsubstrate, die irreversibel ge-
spalten werden, realisiert werden.[15]

Es wird interessant sein zu sehen, wie gut die Methode in
Zukunft akzeptiert werden wird. Der Zeitbedarf der Expe-
rimente wird eine Grçßenordnung grçßer sein als wir es ge-
wohnt sind, und auch die notwendige Datenanalyse wird sig-
nifikant aufw�ndiger. Selbstverst�ndlich ist der Erkenntnis-
gewinn den Aufwand wert. CLARIFY ist ein weiterer Schritt
in die neue �ra von Experimenten mit hohem Dateninhalt
und steht in einer Linie mit Techniken wie Deep-Sequencing,
Kryo-EM-Tomographie oder superhochauflçsender und
Lichtfeldmikroskopie.
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