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DESCRIPCION
Método, solucién y kit para preparar una muestra de tejido para imagenologia 3D
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a un método para la preparacion de una muestra de tejido con el propésito de
imagenologia tridimensional (3D).

Antecedentes de la invencién

La histologia es el estudio de la anatomia de células y tejidos de plantas y animales usando microscopia.
Comunmente se estudia utilizando un microscopio éptico o un microscopio electrénico, el espécimen se ha
seccionado, teflido, y montado en un portaobjetos de microscopio. La capacidad de visualizar o identificar
diferencialmente estructuras microscépicas se potencia frecuentemente a través del uso de tincién. La histologia
es una herramienta esencial de la biologia y medicina.

La histopatologia es el estudio del tejido enfermo, y es una herramienta importante en la patologia anatémica,
puesto que el diagnéstico preciso del cancer y otras enfermedades usualmente requiere un examen histopatolégico
de las muestras. Los patbélogos pueden realizar un examen histopatolégico y proporcionar informacién de
diagndstico con base en sus observaciones. Los patdlogos examinan preparaciones de tejido tefiido con
microscopia de campo claro para estimar varios tipos de hallazgos histolégicos y patolégicos tal como composicién
de tejido, arquitectura y morfologia de tejido, morfologia celular, malignidad celular, grado de inflamacién y fibrosis,
profundidad de invasién tumoral, presencia de componentes tumorales en el margen de corte, y estado de
metéastasis de ganglios linfaticos.

Los métodos convencionales de histologia e histopatologia implican la tincién e imagenologia usando microscopia.
Sin embargo, aunque los métodos convencionales proporcionan informacién sobre cambios morfolégicos de
células y tejidos, también tienen limitaciones fundamentales. Por ejemplo, los métodos convencionales pueden
proporcionar sélo imagenes bidimensionales (2D) planas, lo que limita su capacidad para observar estructuras
tridimensionales (3D) que constan de una variedad de células en diversas estructuras anatémicas. Ademas, en
particular en un diagndstico histopatolégico para especimenes patolégicos grandes tal como especimenes
resecados quirdrgicamente, sélo se evalGan habitualmente lesiones representativas identificadas por una
observacién macroscopica. Por lo tanto, aln no se ha abordado la preocupacién de que una lesién critica adicional
pueda estar presente en las areas no evaluadas. La evaluacién histolégica 2D tradicional de los tejidos limita la
comprensién adecuada de la estructura de tejido 3D. Por ejemplo, para explorar la conectividad de las redes
celulares locales, la imagenologia 3D es esencial.

Sin embargo, la preparacion de muestras de tejido para imagenologia 3D ha demostrado ser un desafio. Las
técnicas anteriores para preparar muestras de tejido para imagenologia 3D se han enfocado en incrementar la
transparencia del tejido para disminuir las propiedades de dispersién de la luz de las capas multicelulares e
incrementar la penetrancia de la luz, ambas de las cuales son importantes para la microscopia éptica. Se han
desarrollado técnicas anteriores en tejidos neuronales. En tanto que su aplicacién incrementa la transparencia
también en otros tejidos, no permiten la tincién, especialmente por inmunomarcado.

Ademas, las técnicas anteriores utilizadas en el arte para la preparacién de muestras de tejido para imagenologia
3D han utilizado varias fijaciones aumentadas de las muestras, por ejemplo, incrustacién de hidrogel, puesto que
se consideré en la técnica que tal fijacibn aumentada era necesaria a fin de lograr una muestra de tejido adecuada
para imagenologia 3D.

Sin embargo, el uso de esta fijacién aumentada es desventajoso, puesto que disminuye la calidad de la muestra
de tejido y reduce la cantidad y el tipo de anticuerpos diferentes que se pueden emplear, por ejemplo, en el
inmunomarcado de la muestra. Es ventajoso ser capaces de formar en imagen los numerosos anticuerpos de
diferentes especificidades en una muestra de tejido, puesto que a menudo hay una cantidad limitada de muestra
disponible (por ejemplo, en un entorno clinico o de diagnéstico, por ejemplo, de una biopsia).

Esto no es posible con los métodos actuales en la técnica para preparar muestras de tejido para imagenologia 3D,
debido a la limitacién de la cantidad y el tipo de anticuerpos que se pueden usar en la muestra de tejido resultante.
Con respecto a esto, la muestra de tejido resultante no es susceptible de marcaje con una amplia variedad de tipos
de anticuerpos y especificidades. Sin desear limitarse por la teoria, esto puede deberse al enmascaramiento de
antigenos durante los pasos de fijacion aumentada.

Por lo tanto, en la técnica existe la necesidad de métodos alternativos para preparar muestras de tejido para
imagenologia 3D, por ejemplo, que facilten el uso de una variedad mas amplia de anticuerpos para el
inmunomarcado de una muestra.
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Sumario de la invencién

Los presentes inventores han encontrado sorprendentemente que un método como se describe en la presente se
puede utilizar para preparar muestras de tejido para imagenologia 3D, particularmente por inmunomarcado
utilizando una amplia variedad de anticuerpos. Los inventores sorprendentemente encontraron que se puede
utilizar un método menos complejo para preparar las muestras de tejido que los que se han utilizado previamente
en la técnica. Los presentes ejemplos demuestran que la fijacién adicional, por ejemplo, por hidrogel o
glutaraldehido (GA), no es necesaria a fin de lograr muestras de tejido adecuadas para imagenologia 3D por
inmunomarcado.

Como tal, la presente invencién proporciona un método altamente ventajoso para preparar muestras de tejido, y
una solucién que se puede utilizar en este método.

Ademas, las técnicas anteriores para la preparaciéon de muestras de tejido han empleado una solucién con un pH
de 9 o0 mas, puesto que se considerd que este pH era necesario para hacer que las muestras de tejido fueran
transparentes con propésitos de imagenologia 3D. Sin embargo, los presentes inventores han encontrado
sorprendentemente que una solucién que comprende un detergente y una solucién de agente amortiguador a un
pH por debajo de 9 se puede utilizar exitosamente en la preparacién de muestras de tejido con propésitos de
imagenologia 3D. Esta solucién se puede utilizar a temperaturas mas altas que en las técnicas anteriores.

En el método de la presente invencién se usa una soluciéon que comprende una solucién de agente amortiguador
con un pH por debajo de 9, y un detergente. La solucién per se no es parte de la presente invencién.

Como se demuestra en los presentes ejemplos, la solucidén se puede utilizar para preparar una amplia variedad de
muestras de tejido utilizando una amplia variedad de anticuerpos. Por lo tanto, la presente invencién tiene
ventajosamente aplicabilidad general en la preparacién de muestras de tejido para imagenologia 3D. Los ejemplos
también demuestran que la presente invencién puede facilitar la imagenologia con una resolucién comparable a la
histoquimica 2D, y que se mantienen la integridad del tejido y la arquitectura de érgano.

La presente invencién también es efectiva en tiempo y es rentable, y no requiere equipo especial o adquisicion de
muestras (por ejemplo, incrustacién en hidrogel, fijacién en GA o similares). Esto representa una ventaja adicional
sobre las técnicas utilizadas previamente en el arte. Como se describe anteriormente, sin desear limitarse por la
teoria, las técnicas en el arte anterior pueden tener desventajas asociadas con la fijacién excesiva, la recuperacién
complicada de epitopos y la reticulacién que se deben superar a fin de preparar una muestra de tejido que sea
adecuada para la imagenologia al lograr la integridad de tejido, al conservar la arquitectura del érgano y al producir
una sefial fiable cuando se inmunomarca.

Por lo tanto, la presente invencién puede permitir el uso de un paso de fijacién méas simple, tal como reducir el
tiempo que la muestra de tejido se expone al fijador o usar un fijador convencional, por ejemplo, formalina
amortiguada neutral (NBF).

La presente invencion facilita ventajosamente la provisién de una amplia variedad de muestras de tejido para la
imagenologia 3D usando una amplia variedad de anticuerpos. Las técnicas histoldgicas tradicionales para la
imagenologia 2D pueden no ser efectivas a través de una amplia variedad de tejidos y las técnicas histologicas
tradicionales pueden no funcionar con una amplia variedad de anticuerpos, incluidos anticuerpos de especificidad
tanto amplia como estrecha.

En otra ventaja, la invencién también permite la imagenologia de muestras de tejido enteras e intactas sin el
requisito de seccionamiento en serie de la muestra. La invencién también permite ventajosamente la imagenologia
3D de muestras de tejido en seccionadas parcialmente o seccionadas en serie en un grado coincidente o mejorado
con respecto a las técnicas histolégicas tradicionales.

La capacidad de proporcionar muestras de tejido completas e intactas inmunomarcadas para la imagenologia 3D
puede ser particularmente ventajosa con propésitos patolégicos o de diagndstico. Por ejemplo, la invencidén puede
permitir la imagenologia tumoral 3D y la determinacién de los méargenes de tumor en una muestra de tejido. Esto
es ventajoso sobre el andlisis histolégico convencional que requiere el seccionamiento en serie de muestras de
tejido que consume mucho tiempo y es costoso.

En la histologia convencional con propésitos patolégicos o de diagndstico, es comun muestrear parte del tejido
completo y se sabe que el submuestreo puede resultar en la falta de marcadores esenciales o tumores completos,
lo que puede conducir a conclusiones incorrectas sobre la presencia o ausencia de un estado de enfermedad. Por
lo tanto, la invencién puede reducir ventajosamente la probabilidad de que un estado de enfermedad no se detecte
y proporciona ventajosamente un método mejorado para determinar la presencia o ausencia de un estado de
enfermedad en una muestra de tejido, es decir, en un entorno de diagnéstico.

En una ventaja, el método o uso de la invencién proporciona una muestra de tejido mejorada para la imagenologia
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3D, que permite una variedad méas amplia de inmunomarcado de la muestra de tejido para la imagenologia 3D.

A manera de ventaja adicional, la presente invencién también se puede utilizar con muestras de tejido de archivo,
tal como aquellas en bloques de parafina.

Se conoce que las muestras de tejido que se archivan (almacenan) en bloques de parafina se ponen en contacto
con y se incrustan en parafina para su almacenamiento (incrustado en parafina) utilizando métodos estandar.
También se sabe que para recuperar las muestras de tejido del almacenamiento, la muestra de tejido almacenada
se desparafina y posteriormente se procesa para la imagenologia. Los métodos de inmunomarcado
convencionales no son adecuados para uso con muestras que se han incrustado en parafina, en tanto que la
invencién como se describe en la presente es sorprendentemente adecuada para uso con estas muestras.

La solucidn descrita en la presente se puede utilizar en la preparacion de muestras de tejido. Como se utiliza en la
presente, el término "preparacién" como se utiliza en la presente pretende abarcar cualquier aspecto de la
produccién de una muestra de tejido antes de que se someta a imagenologia 3D.

En un aspecto, la muestra de tejido puede ser de un ratdn, rata, conejo, vaca, cerdo o primate no humano. En un
aspecto preferido, la muestra de tejido es de un ser humano.

Los métodos de la invencién encuentran muchos usos, por ejemplo, en medicina e investigacién. Los métodos de
la invencién se pueden utilizar para diagnosticar, determinar la presencia o ausencia, 0 monitorear un estado de
enfermedad.

Los métodos de la invencion se pueden utilizar para estudiar tejido sano o enfermo o para evaluar la eficacia de
agentes candidatos en la modificacidén de la enfermedad.

La solucién también se puede utilizar para la preparacién de modelos de cultivo celular tridimensional para la
tincion.

El método de la presente invencién se define en la reivindicacion 1.

De acuerdo con el método de la invencidn, esta muestra de tejido puede no haberse incrustado en hidrogel y/o
puede no haberse fijjado con glutaraldehido. De manera adecuada, de acuerdo con el método de la invencién, la
imagenologia 3D puede ser con base en inmunotincién.

En algunas realizaciones del método de la invencién, a) el detergente puede ser SDS o zwitteriénico,
preferentemente detergente ZwittergentVR, en donde el detergente Zwittergent se selecciona de cualquiera de n-
octil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, n-decil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, n-dodecil-N,N-
dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, n-tetradecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato y n-hexadecil-N,N-
dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato; y/o b) el pH de esta solucién de agente amortiguador puede ser menor que
8,5, menor que 8, menor que 7,5 0 7; y/o ¢) la solucidén de agente amortiguador puede ser solucidén de &cido bérico
o amortiguada con citrato, preferentemente 4cido bérico.

De manera adecuada, en el método de la invencién, la solucién se puede usar a una temperatura de entre
aproximadamente 40 °C y aproximadamente 60 °C, preferentemente de aproximadamente 50 °C vy
aproximadamente 60 °C, més preferentemente a una temperatura de aproximadamente 55 °C o aproximadamente
54 °C.

Adecuadamente, de acuerdo con el método de la invencion, esta muestra de tejido puede ser de: a) un ratén, rata,
conejo, vaca, cerdo o primate no humano; o b) un ser humano, preferentemente en donde esta muestra de tejido
es un espécimen resecado quirlrgicamente.

De manera adecuada, de acuerdo con el método de la invencién, esta muestra de tejido se puede fijar usando
formalina amortiguada neutral, preferentemente formalina amortiguada neutral al 10%.

De manera adecuada, el método de la invencién comprende ademas un paso de determinar la presencia o
ausencia de un estado de enfermedad en la muestra de tejido.

De manera adecuada, de acuerdo con el método de la invencién, esta muestra de tejido puede haberse incrustado
en parafina.

De manera adecuada, de acuerdo con el método de la invencién, esta muestra de tejido puede ser una muestra
de tejido intacta.

De manera adecuada, esta imagenologia 3D puede ser con base en inmunotincién.
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De manera adecuada, a) el detergente puede ser SDS o zwitteridnico, preferentemente detergente Zwittergent'R,
en donde el detergente Zwittergent se selecciona de cualquiera de n-octil-N,N-dimetil-3-amonio-1-
propanosulfonato, n-decil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, n-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-
propanosulfonato, n-tetradecil-N, N-dimetil-3-amonio-1 -propanosulfonato y n-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-
propanosulfonato; y/o b) el pH de esta solucién de agente amortiguador puede ser menor que 8,5, menor que 8,
menor que 7,5 o 7; y/o c) la solucién de agente amortiguador puede ser solucién de acido bérico o amortiguada
con citrato, preferentemente acido bdrico.

De manera adecuada, la solucién se puede usar a una temperatura de entre aproximadamente 40 °C y
aproximadamente 60 °C, preferentemente de aproximadamente 50 °C y aproximadamente 60 °C, maés
preferentemente a una temperatura de aproximadamente 55 °C o aproximadamente 54 °C.

Adecuadamente, de acuerdo con la solucidn, esta muestra de tejido puede ser de: a) un ratén, rata, conejo, vaca,
cerdo o primate no humano; o b) un ser humano, preferentemente en donde esta muestra de tejido es un
espécimen resecado quirirgicamente.

En una realizacién, la invencién proporciona un método para preparar la solucién de acuerdo con la invencién,
este método que comprende combinar esta solucién de agente amortiguador con un pH por debajo de 8 con este
detergente.

El método de la invencidn se puede utilizar para determinar la presencia o ausencia de un estado de enfermedad.

De manera adecuada, el pH del agente amortiguador esta por debajo de 9. De manera adecuada, el pH del agente
amortiguador esta por debajo de 8,5. De manera adecuada, el pH del agente amortiguador esta por debajo de 8.

De manera adecuada, la soluciéon de agente amortiguador no es PBS. Adecuadamente, la solucién de agente
amortiguador es acido bérico o acido citrico.

En una realizacién, la solucién utilizada en el método de la invencién comprende una solucién de agente
amortiguador con un pH menor que 8,5, preferentemente menor que pH 8, y un detergente, en donde la solucién
de agente amortiguador es acido bdrico.

Adecuadamente, el detergente es zwitteriénico.

En una realizacién, la solucién utilizada en el método de la invencién comprende una solucién de agente
amortiguador con un pH de 7 y un detergente.

De manera adecuada, el detergente es SDS.
De manera adecuada, el detergente es zwitterionico o ZwittergentMR.
Lista de figuras

Figura 1. La recuperacion de epitopos permite el inmunomarcado de tejido completo. a) Los I6bulos pancreaticos
intactos se trataron durante 16 horas con los agentes amortiguadores indicados que contenian SDS al 4% a las
temperaturas indicadas. Se muestran tinciones para Krt19 (conductos pancreaticos). Las lineas azules indican la
temperatura minima por encima de la cual se observé la tincién; las lineas rojas indican la temperatura maxima
por encima de la cual se observd el dafio de muestra. Los cruces indican la pérdida de muestra.

Figura 2. La clarificacién de tejidos no es suficiente para el inmunomarcado. a) Tincién de inmunofluorescencia
para amilasa (células acinares), PCSK1 (islotes de Langerhans) y SMA (estroma y vasculatura) en pancreas
incrustado en parafina y seccionado (4 um) después de la recuperacién de antigeno mediada por calor. Barras de
escala 100 pm. b) Tincién con los mismos anticuerpos que en (a) en pancreas y los pancreas de control no tratados
(PBS) clarificados con agentes amortiguadores iDISCO, Clarity y CUBIC. Se muestran vistas 3D de una regidn
representativa. Barras de escala 100 ym. ¢) Reconstruccién 3D de pancreas tefiidos con los anticuerpos indicados
después de 16 horas de tratamiento con FLASH.

Figura 3. FLASH permite la inmunotincién de pulmén, a-d) Tincién para CC10 (células clara) y SMA (células
mioepiteliales y vasculatura). a) Vista 3D de un I6bulo pulmonar intacto que muestra el arbol bronquiolar. Barra de
escala 1 mm. b) Aumento del area indicada en (a) (recuadro blanco) que revela una disposicién intrincada de
células mioepiteliales que se extienden alrededor de los conductos bronquiolares. Barra de escala 500 um. ¢) Vista
ampliada de la regién indicada en (b) (cuadro blanco). Barra de escala 150 um. ¢') Seccién 6ptica que demuestra
la compartimentacién intacta de las capas de tejido epitelial y mioepitelial. Barra de escala 50 pm. d) Tincién
comparativa de la seccién de tejido pulmonar incrustada en parafina (4 um). Barra de escala 50 um. e) Tincién
para CC10, SMAy Sp-C (células alveolares tipo Il). Barras de escala 100 um.
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Figura 4. FLASH permite la inmunotincién del higado. a) Vista 3D de un segmento de higado teflido para GS
(hepatocitos pericentrales). Barra de escala 300 um. b) Reconstruccién 3D y seccidn 6ptica (b') del conducto biliar
tefiido para Krt19 (células de conducto) y Agp1 (microvasculatura). Barras de escala 200 um. ¢) Tincién para Krt19
y Prox1 (endotelio linfatico, nuclear). Barra de escala 100 pm. d) Conducto biliar tefiido con DBA (células de
conducto) y CD44 (células de conducto biliar). Barra de escala 50 ym. d') Seccién éptica del conducto mostrado
en (d) que demuestra la localizacién mantenida de CD44 en las membranas celulares laterales. Barra de escala
20 um.

Figura 5. FLASH permite la inmunotincién de la glandula lagrimal. a) Reconstruccién 3D de la gldndula lagrimal
tefiida para Krt19 (células de conducto), SMA (estroma) y Agp1 (microvasculatura). Barra de escala 200 um.
b) Tincién para Krt19 y S100 (nervios). Barra de escala 200 um. c) Tincién para S100 y Krt14 (miofibroblastos).
Barra de escala 100 um. d) Tincién para Krt19 y vimentina (fibroblastos). Barra de escala 200 um. d') Seccién
Optica a través de la vista en (d) que demuestra la compartimentaciéon de las capas de tejido mesenquimal y
epitelial. Barra de escala 100 um.

Figura 6. FLASH permite la inmunotincién del rifién. a) Reconstruccién 3D de un rifién tefiido para DBA (conductos
colectores y grupo de tlbulos) y PNA (tubulos distales). Barra de Escala 1 mm. b) Tincién para DBA, PNA y WT1
(glomérulos, nuclear). Barra de escala 100 um. b') Seccién éptica a través del area indicada en (b) (cuadro blanco).
Barra de escala 50 pm. c) Tincién para DBA, PNAy WT1 en una seccién renal incrustada en parafina (4 um). Barra
de escala 50 um.

Figura 7. Localizacién de proteinas subcelulares conservadas después de FLASH. a) Vista 3D de un pancreas
tratado con FLASH que muestra la disposicién de células acinares (Amy, amilasa) en grupos (acinos) entre laminas
de matriz extracelular positiva para ColllV. Barra de escala 50 pym. a') Seccién 6ptica a través del area en (a) que
muestra la localizacién de Mist1 (células acinares, nucleares), Amy y ColllV en un acino. Barra de escala 20
pm. b) Intensidad de fluorescencia a lo largo de la linea indicada en (a) que muestra una localizaciéon subcelular
distinta de los epitopos. c) Imagenes de canal individual de (a'). d) Tincién para Amy, ColllV y Mist1 en seccién de
tejido pancreatico incrustado en parafina (4 um). Barra de escala 20 pm. e) Perfiles de intensidad de los fluoréforos
en (d).

Figura 8. Morfologia de tejido intacto después de FLASH. a) Tincién de hematoxilina y eosina (H&E) en pancreas,
higado y pulmén de control de PBS incrustado en parafina (secciones de tejido de 4 um). b) Tincién de H&E en
pancreas, higado y pulmoén tratados con FLASH (secciones de tejido de 4 um) que demuestra la morfologia de
tejido conservada y la idoneidad para usar muestras tratadas con FLASH para tinciones 2D posteriores y anélisis
histolégico. Todas las barras de escala 100 pm.

Figura 9. Imagenologia de FLASH del pancreas intacto y visualizacién del arbol ductal.(a-c) Representacién 3D
del pancreas intacto tefiido con tdTomato de RZ26-CAG-tdTomato tratado con tamoxifeno, ratén
Hnf1BCreERT2, (a) vista 3D de todo el pancreas unido al duodeno y al bazo. Barra de escala 5 mm. (b) Ampliacién
3D del é4rea en (a). Barra de escala 500 pm.(c)Vistas 3D de segmentos ductales. (1) conducto
principal; (2) conducto interlobulillar; (3) conducto intralobulillar; (4) conductos intercalados. Barras de escala 100
pgm. (d) Heterogeneidad segmentaria del didmetro de conducto. Cada punto representa un conducto, 180
conductos, 3 ratones. (e) Seccidn de tejido pancreatico tefiida para Cdh1 y ADN para resaltar diferentes formas de
células del conducto. Barras de escala 10 pm. (f) Heterogeneidad segmentaria de ancho de célula de conducto
(negro), altura (rojo) y longitud (azul); promedios de cinco células por conducto, 115 conductos, 6 ratones. Lineas
ajustadas obtenidas usando regresién no lineal. (g) llustracién de heterogeneidad segmentaria del &rbol ductal. L
- longitud de célula, W - ancho de célula, H - altura de célula.

Figura 10. Integridad de érgano conservada después de FLASH.(a) tincién de FLASH de un pancreas de ratén
indicador de insulina(lns)-GFP para amilasa (Amy), Krt19 e Ins-GFP. Reconstruccion 3D izquierda que demuestra
una organizaciéon compleja de islotes y conductos pancreéticos. Barra de escala 100 um. Seccién éptica derecha
a través del area indicada (izquierda) que muestra la compartimentacién conservada en gldndulas exocrinas y
endocrinas como se ve por la tincibn mutuamente excluyente para Amy, Krt19 e Ins-GFP. Barras de escala 50
pm. (b) Vista 3D de un conducto de alto calibre (32 um de didmetro) teflido para Krt19 y ADN, que demuestra
integridad epitelial conservada. Barra de escala 50 um. (b') Seccion éptica izquierda a través del area indicada en
(b) que demuestra la monocapa de células de conducto continuo y el lumen de conducto conservado. Barra de
escala 30 ym. Tincidén derecha para Krt19 y ADN en una seccién de tejido de 4 ym de péncreas incrustado en
parafina. Barra de escala 30 pm. (c) tincién de FLASH para tdTomato (tdTOM) y Krt19 en los pancreas de R26-
CAG-tdTomato, ratones Hnf1BCreERTZ2 sin (izquierda) y con (derecha) inyeccién intraperitoneal de 100 pg de
tamoxifeno por gramo de peso corporal. Barras de escala 500 um. (d) Arborizacién del arbol ductal. Cada punto
representa un conducto y las lineas indican ramificacién. Para tres pancreas tefiidos con Krt19, se tomaron pilas z
de al menos 30 vistas aleatorias de gran aumento. Segln la vista, se identificé el conducto més grande y se
midieron los diametros de cuatro conductos de ramificacién posteriores para categorizar el modo de arborizacién.
Para conductos con mas de una furcacién, la secuencia se continué con el conducto mas grande ramificandose a
partir del mismo. A las células de conducto terminal se les asignd un diametro de conducto de 0 um para indicar el
final del arbol ductal. (e) La direccién de divisién celular se midié en clones de dos células de ratones R26-LSL-
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Confetti; Hnf1B3-CreER12 tratados con tamoxifeno como el angulo determinado con respecto a la linea que conecta
ambos nlcleos y la direccionalidad del conducto. (263 clones, 5 ratones). (f) Direccidn de divisién celular y relacién
de aspecto celular en conductos de didmetro variable. Las lineas continuas representan ajustes exponenciales.

Figura 11. Heterogeneidad de induccién de neoplasia en los conductos pancreéticos. (a) Deformaciones ductales
de péancreas exofiticas y endofiticas. (b-g) comparacién de FLASH con histologia 2D. (b, e) Vista 3D (izquierda) y
seccion éptica (derecha) de KrasG12D; F/F de Fbw7, R26-EYFP; Ck19-CreERt (KFCk19) deformaciones
exofiticas (b) y endofiticas (e) 10 dias después de la recombinacién. Barras de escala 50 um. (c-d, f-g) Tincién de
hematoxilina-eosina (H&E) de lesiones exofiticas (c-d) y endofiticas (f-g) 10 dias (c, f) y 21 dias (d, g) después de
la recombinacién. Barras de escala 100 pm.

Figura 12. Neoplasia exofitica y endofitica en modelo KrasG12D; Fbw7 F/F. (a) Modelo de raton KFCk19 para
induccién tumoral en el epitelio ductal activado por eliminacién de exén Fbw7 y activacién de KrasG12D. (b) La
eficacia de recombinacién de la inyeccién de tamoxifeno de dosis baja y el nimero de clones transformados por
célula recombinada se cuantificaron una semana después de la inyeccién de tamoxifeno en ratones KFCk19. Las
células Krt19* trazadas con EYFP se cuantificaron por conducto y el nimero total de células de conducto se estimé
al dividir la longitud de conducto por la longitud de célula promedio medida para este conducto y al multiplicar esto
por el numero promedio de células circunscritas para este conducto. Los clones transformados se reconocieron
como grupos de mas de tres células trazadas por EYFP que comparten una interfaz. 1 punto representa un
conducto (112 conductos, 3 ratones). (c-d) Modelo de ratén KFH para direccionamiento alternativo de conductos
pancreaticos. (d) Izquierda, representacion 3D de neoplasia exofitica (parte superior) y neoplasia endofitica (parte
inferior) de ratones KFH. Tincién para Krt19 y tdTomato. Barras de escala 100 um. Derecha, tinciones de H&E para
lesiones exofiticas (parte superior) y endofiticas (parte inferior) de KFH. Barras de escala 100 pym. (e) Tincidén de
H&E y AB/PAS para lesiones exofiticas y endofiticas en ratones KFCk19 que demuestran un caracter no mucinoso
habitual de la neoplasia derivada del conducto. Barras de escala 100 pm. (f) Estrategia experimental para visualizar
la conexién de la neoplasia exofitica con el arbol ductal. El conducto biliar extrahepético se canulé en la ampolla y
el arbol ductal de pancreas se perfundi6é con 50 pl de dextrano marcado con FITC. (g) Captacién de DexFITC por
una lesion exofitica de KFCk19 que demuestra la conexién de la lesidn al sistema ductal. I1zquierda, vista 3D y
derecha, seccién 6ptica. Barras de escala 50 um.

Figura 13. Progresién de morfologia de neoplasia derivada de acinar.(a) Esquema que ilustra la estrategia genética
para la transformacion de células acinares mediante activacién de KrasG712D con eliminacién concomitante
de F/F de P53 o F/F de Fbw7 utilizando impulsores de Ela1-CreERt o Ptf1a-ERt2. (b-c) Ratones KrasG12D; F/F
de Fbw7; Ela1-CreERt (KFEla1). (b) Vista 3D de la metaplasia acinar a ductal identificada por el aumento de
manera regulada local de la expresién de Krt19 en células acinares. Se muestran acinos trazados por tdTomato
conectados a un conducto terminal. La cabeza de flecha delimita la expresiéon de Krt19 por el acino medio,
formando un pequefio anillo de células Krt19* derivadas de acinar, trazadas por td-Tomato. Barra de escala 50
pum. (c) Proyeccidén 3D de una lesién globular de KFEla1 en contacto con un conducto de pequefio calibre (linea
punteada). Barra de escala 20 pm. (c') Secciones épticas de la lesién mostradas en (¢) que demuestran el trazado
de tdTomato (parte superior) y la morfologia globular (parte inferior). Barras de escala 20 pm. (d-
g) Ratones KrasG12D; p53 F/F, Ela1-CreERt (KPEla1). (d) Vista 3D de una lesién globular de KPEla1 trazada por
tdTomato conectada a un conducto terminal (punta de flecha). Barra de escala 50 um. (e) Proyeccién 3D de una
gran lesion de KPEla1 que muestra una morfologia central tipo uva de estructuras globulares consecutivas y una
conexién mantenida a varios conductos de pequefio calibre (puntas de flecha) en el borde de lesién. Barra de
escala 200 um. (e') Mayor aumento del &rea indicada en (e) que demuestra una conexion perfecta de células Krt19
* derivadas de acinar y epitelio ductal tipo silvestre (lineas punteadas). Barra de escala 30 pym. (f) Perfusién
retrégrada del arbol ductal con dextrano-FITC como en Datos extendidos. La figura 2f que demuestra la conexién
directa de lesiones derivadas de acinar al sistema ductal. Vista 3D de una lesién de KPEla1. Barra de escala 50
Mm. (g) Tincidén de H&E de una lesién de KPEla1l que demuestra morfologia globular. Barra de escala 100
pm. (h) Ratones KrasG12D, p53 F/F,; Ptfla-CreERt2 (KPPtf1a). Tincién de H&E que demuestra la morfologia
globular de las lesiones. Barra de escala 100 um.

Figura 14. Neoplasia exofitica y endofitica en KrasG12D; modelo de F/Fde p53 y en pancreas humano.(a-
¢) Lesiones endofiticas y exofiticas inducidas por eliminacién de p53 con activacién de KrasG12D después de la
recombinacién pancreatica completa inducida por Pdx1-Cre (KPC). (b) Vista 3D de una regién pancreatica con
deformaciones endofiticas (1) y exofiticas (2). Barra de escala 150 um. (1-2) Mayores aumentos de las areas
indicadas en (b). Barras de escala 50 ym. (1) Las puntas de flecha demarcan invaginaciones habituales de
crecimiento endofitico. (2) La linea punteada marca un conducto de pequefio calibre morfolégicamente normal en
contacto con una lesiéon globular, exofitica. (¢) Tincién de hematoxilina-eosina (H&E) para lesiones exofiticas
(izquierda) y endofiticas (derecha) en el modelo de KPC. Barras de escala 100 pm. (d-e) Lesiones exofiticas y
endofiticas inducidas por eliminacién de p53 con activacion de KrasG712D en conductos pancreaticos (Ck19-
CreERt; KPCk19). (e) Proyeccion 3D de formas de lesiones exofiticas (izquierda) y endofiticas (derecha) en
ratones KPCk19. Barras de escala 100 pm. (f) Tincién de H&E de secciones de tejido de pancreas de fondo de un
paciente que presenta adenocarcinoma ductal pancreédtico. (Izquierda) Lesion exofitica. (Derecha) Lesién
endofitica. Barras de escala 100 um.
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Figura 15. Imagenologia 3D de FLASH de biopsias humanas.(a-b) Lesién exofitica de un pancreas
humano. (a) Tincién de H&E de una seccién de tejido de pancreas humano. Barra de escala 100 um. (b) Biopsia
pancreatica humana fotografiada con FLASH, que muestra una lesiéon ductal exofitica identificada por
inmunomarcado de Krt19. Izquierda, vista 3D. Derecha, seccién éptica. (c-d) Lesién endofitica. (¢) Tincién de H&E
de pancreas humano. Barra de escala 100 ym. (d) Biopsia pancreética humana formada en imagen con FLASH,
que muestra una lesién ductal endofitica identificada por inmunomarcado de Cdh1 (verde). Las células mucinosas
se identifican con inmunotincién de Muc5AC (rojo) y el estroma circundante con tincién de SMA (blanco). Izquierda,
vista 3D. Derecha, seccién 6ptica.

Descripcidn detallada de la invencién
Imagenologia 3D

La presente invencién permite la visualizacién de estructuras marcadas molecularmente dentro de grandes tejidos
intactos en tres dimensiones.

La imagenologia 3D se puede llevar a cabo por métodos que seran conocidos por aquellos expertos en la técnica
en este campo. Por ejemplo, la imagenologia 3D se puede llevar a cabo por microscopia 6ptica, microscopia de
fluorescencia, tal como microscopia confocal, microscopia de lamina de luz, microscopia de super resolucién,
microscopia de distancia de precision espectral, agotamiento de emisidén estimulada, microscopia de expansién, o
tomografia de proyeccién dptica y cualquier variacién de estas.

En un aspecto preferido de la invencién como se describe en la presente, la imagenologia 3D es con base en la
inmunotincién.

La presente invencién facilita o permite la inmunotincién de muestras de tejido para la imagenologia 3D. La
invencién facilita la tincién de anticuerpos de la muestra de tejido. La presente invencién es con base en la
solubilizacién de membrana con recuperacién de antigeno sin interrumpir la arquitectura de tejido. A diferencia de
las técnicas anteriores, como se demuestra en la presente, la invencién permite la tincién robusta de una amplia
variedad de tipos de tejido con una alta relacién de sefial a ruido.

"Inmunotincién”, como se utiliza en la presente, se refiere a cualquier uso de un método basado en anticuerpos
para detectar una proteina especifica en una muestra, tal como inmunomarcado o tincién inmunohistoquimica de
secciones de tejido.

En un aspecto, la invencidn facilita la inmunotincién de una muestra de tejido antes de la imagenologia 3D. La
inmunochistoquimica, o IHC, o inmunomarcado de secciones de tejido (o0 inmunocitoquimica o marcaje de
inmunofluorescencia, que es la tincidn de células), son quizas las técnicas de inmunotincibn mas cominmente
aplicadas. En tanto que el inmunomarcado y el marcaje por inmunofluorescencia usan tintes fluorescentes, la
inmunochistoquimica y la inmunocitoquimica usan enzimas tal como la peroxidasa y la fosfatasa alcalina. Estas
enzimas son capaces de catalizar reacciones que dan un producto coloreado que es facilmente detectable por
microscopia O6ptica. Alternativamente, los elementos radiactivos se pueden utilizar como etiquetas, y la
inmunorreaccién se puede visualizar por autorradiografia.

Cuando se inmunotifie un antigeno especifico, se pueden emplear varios métodos. Por ejemplo, en el método, se
puede preparar un marcador (conjugado) al unirse directamente a una marca fluorescente y un anticuerpo primario
y entonces se tifie un antigeno (método de anticuerpo primario). Alternativamente, la marca se puede preparar al
unir directamente una etiqueta fluorescente y un anticuerpo secundario y un antigeno unido con un anticuerpo
primario se tifie entonces (método de anticuerpo secundario). En un método alternativo adicional, se puede
preparar una marca al unirse directamente a una marca fluorescente y biotina y entonces se tifie un antigeno unido
con un anticuerpo primario y avidina o un anticuerpo secundario modificado con estreptavidina (método de biotina-
avidina o método de intercalacién).

Cualquier anticuerpo primario adecuado se puede utilizar en la inmunotincién, y el anticuerpo primario es variable
dependiendo del sujeto que se va a inmunotefiir. Por ejemplo, cuando la inmunotincién se realiza utilizando HER2
como un antigeno, se utiliza un anticuerpo anti-HER2. Un experto en la técnica seria consciente de los anticuerpos
adecuados para la tincién.

En un aspecto, el antigeno se puede seleccionar de SST, KCNES3, PP, Péptido C, Ins, CD44, SMA, RFP y derivados
de la misma, GFP y derivados de la misma, Krt19, Krt5, Krt14, Krt7, Krt76, Pan-Citoqueratina, WT-1, Epcam, Muc1,
Muc5Ac, Muc2, Prox1, Cdh1, Mist1, Lyz, GFAP, TH, PGC, GIF, Endomucina, PGP9.5, PCSK1/3, GS, S100, Agp1,
Aqp2, Gluc, H/K-ATPasa, Amy, CC10, SFTPC, ColllV, Vim, Ki67, PCNA, Miosina, fosfohistona H3, y Caspasa-3
escindida.

Ademas, se puede utilizar cualquier anticuerpo secundario y el anticuerpo secundario es variable dependiendo del
anticuerpo primario. Los ejemplos de los mismos incluyen anticuerpos anti-ratén, de conejo, bovinos, cabra, oveja,
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perro y pollo.

Para la unién de una marca fluorescente con un anticuerpo o biotina, se puede emplear cualquier método existente.
Por ejemplo, se puede utilizar la amidacién por reaccidén entre la amina y el acido carboxilico, la sulfuracién por
reaccion entre la maleimida y el tiol, la iminacién por reaccidén entre el aldehido y la amina, o la aminacién por
reaccién entre el epoxi y la amina.

La inmunotincién no se restringe a la tincién de tejido y también se puede aplicar a la tincién de células.

En un aspecto de la invencién, la tincién no se limita a anticuerpos, y se puede utilizar cualquier sustancia que
interactle con la muestra. Por ejemplo, se pueden utilizar tintes que interactian con estructuras bioquimicas, tal
como tintes de intercalacion de ADN como Dapi, Syto11, yoduro de propidio, Drag5, o se pueden utilizar agentes
que interactiian con propiedades bioquimicas o grupos reactivos de constituyentes de tejido, por ejemplo, se
pueden utilizar lectinas como aglutinina de dolichos biflorus, aglutinina de germen de trigo, aglutinina de cacahuete
o aglutinina de ulex europaeus que detectan ciertas modificaciones postraduccionales en proteinas. La deteccion
no se restringe a marcas fluorescentes conjugadas a anticuerpos y también se puede combinar con tintes
inherentemente fluorescentes, 0 marcado secundario por quimica click-it.

En un aspecto, la imagenologia 3D no se restringe a la tincién, y también puede implicar la deteccién de sefiales
inherentes a la muestra, tal como la generacién de segundos arménicos y la imagenologia de proteinas
fluorescentes.

Solucién de agente amortiguador

Una solucién de agente amortiguador (més precisamente, agente amortiguador de pH o agente amortiguador de
iones de hidrégeno) es una solucidén acuosa que consta de una mezcla de un acido débil y su base conjugada, o
viceversa. El pH de un agente amortiguador cambia muy poco cuando se le adiciona una pequefia cantidad de
acido o base fuerte. Las soluciones de agente amortiguador se utilizan como un medio para mantener el pH en un
valor casi constante en una amplia variedad de aplicaciones.

La solucién de agente amortiguador de acuerdo con la presente invencidén puede ser cualquier agente amortiguador
adecuado que tenga un pH por debajo de 9 para preparar muestras de tejido para la imagenologia 3D.

En un aspecto, el agente amortiguador se puede seleccionar de acido citrico, 4cido acético, borato, CHES, KH>PO4,
NaoHPO4,  TAPS  (4cido  [Tris(hidroximetil)metilamino]propanosulfénico), Bicina  (adcido  2-(Bis(2-
hidroxietil)amino)acético), Tris (Tris(hidroximetil)Jaminometano) o, (2-amino-2-(hidroximetil)propano-1,3-diol),
Tricina (acido 3-[N-Tris(hidroximetil)metilamino]-2-hidroxipropanosulfénico), TAPSO (acido 3-[N-
Tris(hidroximetil)metilamino]-2-hidroxipropanosulfénico), HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico), TES (acido 2-[[1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-ilJaminoletanosulfénico), MOPS
(acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico), PIPES (Piperazina-N,N'-bis(acido 2-etanosulfénico)), cacodilato (4cido
dimetilénico), MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico), y combinaciones de los mismos. En un aspecto, la
solucién de agente amortiguador puede ser solucién salina amortiguada con fosfato (PBS).

En un aspecto preferido, la solucién de agente amortiguador es una solucién de 4cido bérico 0 amortiguada con
citrato.

En un aspecto, la solucién de acido bérico estd a una concentracién de aproximadamente 50 a 500 mM, por
ejemplo, aproximadamente 50, 100, 200, 250, 300, 350, 400, 450 o 500 mM. En un aspecto, la concentracion es
de aproximadamente 200 mM.

En un aspecto, el pH del agente amortiguador esté en el intervalo de aproximadamente pH 3 a un pH por debajo
de 9. En un aspecto, el pH del agente amortiguador esta en el intervalo de aproximadamente pH 4 a un pH por
debajo de 9. En un aspecto, el pH del agente amortiguador esta en el intervalo de aproximadamente pH 5 a un pH
por debajo de 9. En una realizacién, el pH del agente amortiguador esté en el intervalo de aproximadamente pH 6
a un pH por debajo de 9. En una realizacién, el pH del agente amortiguador estd en el intervalo de
aproximadamente pH 7 a un pH por debajo de 9. En una realizacién, el pH del agente amortiguador esta en el
intervalo de aproximadamente pH 8 a un pH por debajo de 9.

En un aspecto, el pH del agente amortiguador es de aproximadamente 8,9, 8,8, 8,7, 8,6, 8,5, 8,4, 8,3, 8,2, 8,1, 8,0,
79.78,77,76,75,74,7,3,72,71,7,0,69,68,6,7,66,6,5,64,6,3,62, 61,6059 58,57, 58,55, 54,
53,52,51,50,49,48,47,46,45 44,43,42, 41,40, 39, 38,37, 36,35, 34,33, 32, 3103,0.

En un aspecto preferido, el pH del agente amortiguador es de aproximadamente 7,0.

Temperatura
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La solucién utilizada en el método de la invencidn se utiliza a una temperatura entre aproximadamente 30 °C y
aproximadamente 100 °C. Por ejemplo, la solucidén se puede usar a una temperatura de entre aproximadamente
40°C y 95°C, aproximadamente 50°C y aproximadamente 90°C, aproximadamente 55°C y 85°C, aproximadamente
60°C y aproximadamente 80°C, o aproximadamente 65°C y 75°C. En una realizacién preferida, la solucién se usa
a una temperatura de entre aproximadamente 50 °C y 60 °C, de manera preferente aproximadamente 55 °C. La
solucién se puede usar a una temperatura seleccionada de aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85,90y 95 °C.

Detergente

Los detergentes adecuados para uso en la invencién son detergentes utilizados en métodos estandar de
preparacién de muestras de tejido.

En un aspecto, el detergente se selecciona de un detergente no idnico, ibénico o zwitteridnico. En un aspecto, el
detergente es un detergente idnico. En un aspecto, el detergente es un detergente zwitteriénico.

Un detergente no iénico se puede seleccionar de BigCHAP (N,N-Bis[3-(D-gluconamido)propil]colamida), Brij? 35
(polietilenglicol-dodecil-éter), C12E8 (octaetilenglicol monododecil éter), C12E9 (polioxietilen(9)dodecil-éter), decil-
B-glucésido, decil-B-maltésido, desoxi-BigCHAP (N,N-Bis[3-(D-gluconamido)propilldesoxicolamida), digitonina,
dodecil-B-glucésido, dodecil maltésido, Lubrol PX, Nonidet™R P-40 (octilfenoxi poli(etilenoxi)etanol, ramificado),
octil-B-glucédsido, octil-p-maltdsido, octil-B-tiogalactésido, octil-p-tiogalactésido, octil-pB-tiogalactésido, octil-B-
tioglucosido, PLURONICMR F-127 (copolimero de bloque de polioxipropilenioxietileno), TritMR X-100 (4-(1,1,3,3-
tetrametilbutil)fenil-polietilenglicol), TweenMR 20 (monolaurato de polietilenglicol sorbitan) y TweenMR 80
(monooleato de polietilenglicol sorbitan).

En un aspecto de la invencion, el detergente es un agente tensioactivo iénico. Un detergente idnico se puede
seleccionar de colato de sodio, CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonio), desoxicolato de sodio, sulfato de litio,
taurocolato de sodio y taurodesoxicolato de sodio. Preferentemente, el agente tensioactivo aniénico es dodecil-
sulfato de sodio (SDS).

En un aspecto alternativo, el detergente es un detergente zwitteriénico. Los grupos de cabeza polar de los
detergentes zwitteriénicos contienen grupos atémicos cargados tanto de manera negativa como positivamente, por
lo que la carga total es neutral. Se considera que la fuerza de accidén de estos compuestos es intermedia entre los
detergentes ibnicos y no ibnicos, que comparten caracteristicas con ambos tipos.

Un detergente zwitteribnico se puede seleccionar de CHAPS (3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-
propanosulfonato hidratado) y CHAPSO (3-([3-colamidopropilldimetilamonio)-2-hidroxi-1-propanosulfonato), que
estan comercialmente disponibles, por ejemplo, de Merck.

En un aspecto, el detergente zwitteridnico es un detergente Zwittergent™R que se puede seleccionar de
ZwittergentMR3-08 (n-octil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato), ZwittergentMR3-10 (n-decil-N,N-dimetil-3-
amonio-1-propanosulfonato), ZwittergentMR3-12 (n-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato),
ZwittergentMR3-14 (n-tetradecil-N, N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato), y Zwittergent™R3-16 (n-hexadecil-N,N-
dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato).

En un aspecto preferido de la invencion, el detergente es Zwittergent?3-10 (n-decil-N,N-dimetil-3-amonio-1-
propanosulfonato).

Los detergentes ZwittergentMR estan comercialmente disponibles, por ejemplo, de Calbiochem (Merck KGaA,
Damstadt, Alemania).

La cantidad de detergente que se va a incluir en la solucién se puede determinar por un experto en la técnica.
En un aspecto preferido, se puede utilizar SDS al 4% o ZwittergentMR3-10 al 8%.
Aditivos

Para potenciar ademas la tincidén, se pueden adicionar compuestos que ayudan a la recuperacién de antigeno o
incrementan la penetracién de muestra a la solucidén. Los compuestos que apoyan la recuperacién de antigeno
pueden, por ejemplo, ser depuradores de formaldehido tal como acido ascérbico, urea, tris, 2-imidazolidinona o
catalizadores tal como antranilatos y fosfanilatos o proteasas tal como tripsina o pepsina o colagenasa. Los
compuestos que apoyan la penetracién de muestra pueden ser agentes caotrépicos tal como tiocianato de amonio,
n-butanol, dimetilsulféxido, etanol, cloruro de guanidinio, perclorato de litio, acetato de litio, urea, cloruro de
magnesio, fenol, 2-propanol, tiocianato de sodio y tiourea, o agentes reductores tal como 1,4-ditiotreitol, b-
mercaptoetanol y clorhidrato de Tris(2-carboxietil)fosfina.
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Muestra de tejido
La invencién como se describe en la presente se puede aplicar a cualquier muestra de tejido.
La muestra de tejido se puede seleccionar de epitelio, tejido conectivo, tejido muscular y tejido nervioso.

En un aspecto preferido, la muestra de tejido se selecciona de tejido pancreético, tejido cerebral, tejido éseo, tejido
de médula 6sea, tejido pulmonar, tejido hepético, tejido estomacal, tejido de glandula mamaria, tejido de cabeza y
cuello, tejido intestinal, tejido de glandula salival, tejido neuronal, tejido de ovario, tejido de testiculo, tejido de
musculo y tejido de la piel.

En un aspecto de la invencién, la muestra de tejido puede ser una muestra de tejido embrionario.
En un aspecto, la muestra de tejido puede ser una muestra de tejido enfermo.

En un aspecto, la muestra de tejido puede ser una muestra de tumor. El tumor puede ser de un cancer o carcinoma
de células escamosas, cancer de pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de
estdmago que incluye cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioma, glioblastoma, cancer cervical, cancer de
ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, melanoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal,
cancer colorrectal, cancer de endometrio o carcinoma uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifién
o renal, cancer de préstata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma
de pene, o un cancer de cabeza y cuello.

En un aspecto, la muestra de tejido no es una muestra de tejido cerebral.

En un aspecto, la muestra de tejido es una muestra de tejido intacta.

En un aspecto, el tejido es un tejido completo o parte de un tejido.

En un aspecto, la muestra de tejido no se ha seccionado en serie.

En un aspecto, la muestra de tejido puede ser fresca, fija o congelada.

Una muestra de tejido fijada es una muestra de tejido que se ha tratado con cualquier fijador adecuado a fin de
conservar el tejido de la descomposicidén. Los ejemplos de fijadores incluyen solucién de formalina amortiguada
neutral (NBS) al 10%, solucidén de paraformaldehido o glutaraldehido al 4%.

Una muestra de tejido congelada es una muestra de tejido que se ha criopreservado. Los ejemplos de congelacién
de tejido incluyen inmersién de tejido en isopentano/nitrégeno liquido o congelacidn instantanea en hielo seco o
en nitrégeno liquido.

En un aspecto, la muestra de tejido es una biopsia de ganglio centinela.

Una biopsia de ganglio centinela es un procedimiento quirdrgico utilizado para determinar si el cancer se ha
diseminado mas all4 de un tumor primario al sistema linfatico.

Métodos

La solucién como se describe en la presente se puede utilizar en un método para preparar una muestra de tejido
para la imagenologia 3D.

El método de acuerdo con la invencién puede comprender ademas determinar la presencia o ausencia de un
estado de enfermedad en la muestra de tejido.

Por "estado de enfermedad" se entiende habitualmente que el método se puede utilizar para determinar si un sujeto
esta padeciendo de una o mas enfermedades conocidas. Las enfermedades incluyen pero no se limitan a cancer,
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, enfermedades metabdlicas, enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades endocrinas/reproductivas, enfermedades cardiovasculares/pulmonares,
enfermedades musculoesqueléticas, o enfermedad gastrointestinal.

Por lo tanto, en realizaciones particulares, el método de la invencién se puede utilizar para diagnosticar la presencia
de una o mas enfermedades conocidas. Esto puede implicar obtener muestras de tejido de uno o més pacientes;
detectar la presencia de una o mas enfermedades, preferentemente usando tincién de anticuerpos; y/o monitorear
la progresién de una o mas enfermedades en un sujeto. El presente método también se puede utilizar para
distinguir una enfermedad de otras enfermedades.

1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3012984 T3

En realizaciones de la presente invencion, la muestra de tejido se tifie con anticuerpos y se forman imagenes 3D.
La muestra se evalla para determinar la inmunotinciéon anormal o inusual para determinar la presencia o ausencia
de un estado de enfermedad en la muestra de tejido.

Se prevé que el método de acuerdo con la presente invencién se puede utilizar como un paso en la determinacion
de si un paciente esté respondiendo o ha respondido al tratamiento terapéutico por la preparacién de una muestra
de tejido para la imagenologia 3D utilizando la solucién descrita en la presente.

Como tal, la invencién proporciona un método para preparar una muestra de tejido para la imagenologia 3D, en
donde este método comprende el paso de tratar una muestra de tejido con la solucién como se describe en la
presente.

También se describe el uso de la solucién como se describe en la presente para preparar una muestra de tejido
para la imagenologia 3D.

La solucién descrita en la presente se puede utilizar para depurar una muestra de tejido, es decir, para hacer que
la muestra de tejido sea transparente.

El método de acuerdo con la invencién puede comprender opcionalmente pasos adicionales.

El método puede comprender un paso de fijar la muestra de tejido. El método puede comprender un paso de lavado
de la muestra de tejido. El método puede comprender un paso de incubacién de la muestra de tejido en la solucién
descrita en la presente. El método puede comprender un paso de inmunomarcado.

El método puede comprender cualquiera de uno o0 mas de los siguientes pasos:

1. Remocidn de tejido, con perfusidn vascular opcional con PBS.

2. Fijacién de tejido.

3. Almacenamiento opcional de tejidos a largo plazo.

4. Pasos de lavado.

5. Un paso de limpieza de la muestra de escombros y tejidos adyacentes donde corresponda. Opcionalmente, la
muestra se puede diseccionar en piezas mas pequefias.

6. Incubacién de tejidos en una solucidén que permite el inmunomarcado.

7. Incubacién con un anticuerpo primario o secundario.

En un aspecto, el método comprende incubar la muestra de tejido con una solucién como se describe en la presente
a una temperatura entre aproximadamente 30 °C y aproximadamente 100 °C. Por ejemplo, la incubacién puede
ser a una temperatura de entre aproximadamente 40°C y 95°C, aproximadamente 50°C y aproximadamente 90°C,
aproximadamente 55°C y 85°C, aproximadamente 60°C y aproximadamente 80°C, o aproximadamente 65°C y
75°C. En un aspecto preferido de la invencién, la incubacién puede ser a una temperatura de entre
aproximadamente 50 °C y 60 °C, de manera preferente aproximadamente 55 °C. La incubacién puede ser a una
temperatura seleccionada de aproximadamente 30, 35, 40, 45, 50, 54, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90y 95 °C. En
un aspecto de la invencién como se describe en la presente, la incubacién puede ser a una temperatura de
aproximadamente 54 o 55 °C.

El periodo de incubacién puede ser entre aproximadamente 2 y aproximadamente 48 horas, por ejemplo,
aproximadamente 6 a 44, 10 a 40, 14 a 36, 18 a 32, 0 22 a 28 horas. En un aspecto, el periodo de incubacién es
de aproximadamente 16 horas. El periodo de incubacién puede ser una cuestién de dias, por ejemplo,
aproximadamente 1, 2,3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 0 10 dias. En un aspecto, el periodo de incubacién es de aproximadamente
24 horas. En un aspecto, el periodo de incubacién puede ser una cuestibn de semanas, por ejemplo,
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 0 10 semanas.

En un aspecto de la invencién, la solucién se puede utilizar para preparar una muestra de tejido para la
imagenologia 3D antes de que la muestra se procese para la tincién 2D. Por ejemplo, la muestra de tejido se puede
someter a imagenologia 3D antes de procesarse para la imagenologia 2D. En un aspecto, la muestra de tejido se
puede preparar usando la solucién descrita en la presente antes de que la muestra se incruste en parafina con los
propésitos de tinciéon e/o imagenologia 2D.

En un aspecto de la invencién, la solucién se puede utilizar en un método para preparar una muestra de tejido para
la imagenologia 3D para el analisis de material de pacientes humanos en la clinica. En otro aspecto de la invencion,
la solucién se puede utilizar para preparar una muestra de tejido para la imagenologia 3D para medicina veterinaria.

En otro aspecto de la invencion, la soluciéon se puede utilizar para preparar una muestra de tejido para la
imagenologia 3D para el anélisis de tejidos biolégicos modificados o impresos.

La invencién se describird ahora adicionalmente a través de ejemplos, que se propone que sirvan para ayudar a
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un experto en la técnica a llevar a cabo la invencién y no se propone de ninguna manera que limiten el alcance de
la invencién.

Ejemplo 1
Materiales y métodos

FLASH. Se desarrolld FLASH para la deteccion rapida de una multitud de antigenos en érganos adultos intactos
mediante la recuperacion de epitopos no destructivos leves (FLASH - Anélisis con microscopio éptico rapido de
6rganos completos tefiidos con anticuerpos).

Los ratones se sometieron a eutanasia por dislocacién cervical. La perfusién cardiaca se llevé a cabo con 20 ml
de PBS. Los érganos se recuperaron y se fijaron en NBF al 10% durante la noche a 4 °C. Las muestras se lavaron
en PBT (Triton X-100 al 0,4% (Sigma-Aldrich) en PBS) dos veces durante una hora. Para la comparacién del agente
amortiguador en la figura 1, las muestras se incubaron en soluciones de la composicién indicada que incluyen SDS
al 4% durante 16 horas. Para la tincién con FLASH de varios érganos que se muestran en las figuras 2 a 5, los
especimenes se incubaron en acido bérico 200 mM (Sigma-Aldrich) y SDS al 4% (Sigma-Aldrich) pH 7,0 durante
16 horas a 54°C. Para los resultados mostrados en las figuras 6 y 7, las muestras se incubaron en acido bérico
200 mM (Sigma-Aldrich) y Zwittergent™R 3-10 al 8% (Merck) pH 7,0 durante 24 horas a 54 °C. Para la figura 8, las
muestras se incubaron en PBS (control) o en acido borico 200 mM (Sigma-Aldrich) y Zwittergent¥R 3-10 al 8%
(Merck) pH 7,0 durante 24 horas a 54 °C.

Las muestras se lavaron en PBT durante tres horas o mas con al menos tres intercambios de volumen. Para el
inmunomarcado, las muestras se incubaron en agente amortiguador de bloqueo de FLASH (albdmina de suero
bovino al 1% (Sigma-Aldrich), DMSO al 5% (Sigma-Aldrich), suero de ternero fetal al 10% (Gibco), azida de sodio
al 0,02% (Sigma-Aldrich), Triton X-100 al 0,2% en PBS) durante una hora y se incubaron con antisueros (todos
1:100) durante al menos 16 horas a temperatura ambiente en un nutador. Las muestras se lavaron por tres
intercambios de volumen de PBS y se incubaron con anticuerpos secundarios (todos 1:100) durante al menos dos
dias a temperatura ambiente.

Las muestras se lavaron por tres intercambios de volumen con PBS y se deshidrataron gradualmente en 30%,
50%, 75%, 2x 100% MetOH (Sigma-Aldrich), 1 hora cada unay, en una placa de vidrio, se sumergieron en salicilato
de metilo diluido en MetOH: 25%, 50%, 75%, 2x 100% de salicilato de metilo (Sigma-Aldrich), 30 min cada uno,
protegido de la luz.

Las proteinas fluorescentes se tifieron por inmunofluorescencia. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: Aqp1
(conejo, Atlas), Amilasa (cabra, SCBT), CC10 (cabra, SCBT), CD44 (rata, Chemicon), ColllV (conejo,
USBiological), GFP (cabra, Abcam), GFP (ratén, Roche), GS (conejo, Abeam), Krt14 (ratén, Abcam), Krt19 TROMA
Il (rata, DSHB), Pcsk1 (conejo, Millipore), Mist1 (ratén, SCBT), Prox1 (conejo, Abeam), S100 (conejo, Dako), Sftpc
(conejo, Millipore), SMA (ratén, Sigma-Aldrich), Tomate (conejo, Rockland), Vim (conejo, NEB), WT-1 (conejo,
SCBT). Todos los anticuerpos secundarios fueron conjugados de Alexa-tinte (ThermoFisher). Los nucleos se
tiieron con DRAQS (Biostatus). Se emplearon las siguientes lectinas: DBA-FITC (VectorLabs), DBA-Rodamina
(VectorLabs), PNA-FITC (VectorLabs).

Resultados

Para permitir el inmunomarcado de tejidos intactos, se desarrollé una combinacién de permeabilizacion de tejidos
e inversion parcial de la reticulacién de proteinas a fin de recuperar la antigenicidad sin comprometer la integridad
del tejido. Se sometid a ensayo una variedad de diferentes sistemas de agente amortiguador en combinacién con
solubilizacién de membrana y bajo calor, seguido por incubacién de anticuerpo en un reactivo de bloqueo rico en
solvente. La arquitectura fragil y altamente compartimentada del pancreas es inherentemente dificil de procesar
para la histologia, puesto que es propensa al dafio por el jugo pancreatico rico en enzimas digestivas. Procesamos
los 16bulos pancreaticos enteros y los conductos pancreédticos marcados después de la incubacién en solucién de
agente amortiguador en un paso individual de recuperacién de antigeno durante la noche. En particular, todas las
soluciones de agente amortiguador probadas produjeron una tincién robusta de conductos ramificados que
abarcan los l6bulos pancreéticos. En tanto que era necesario un calor suave para lograr la tincion, las temperaturas
més altas perturbaron la integridad del tejido y provocaron la pérdida de muestra (figura 1). A continuacién, se
trataron péncreas enteros con FLASH seguido por tinciones con anticuerpos de amilasa, Pcsk1, y SMA que
previamente fallaron en pancreas clarificados convencionalmente. Todas las tinciones produjeron sefiales robustas
detectables en tres dimensiones utilizando microscopia confocal estdndar en linea con el rendimiento de anticuerpo
en la tincién 2D tradicional (figura 2).

Se aplicé FLASH exitosamente a pulmén, higado y glandula lagrimal sin mas adaptaciones tecnolégicas,
produciendo una distribucién de marca en tres dimensiones que fue altamente coherente con la presentacidén en
tinciones de tejido 2D (figuras 3-5). La variedad de anticuerpos soportados permitié visualizar la estructura de todos
los componentes de tejido, a veces simultdineamente, incluyendo los conductos, la vasculatura, el estroma, la
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inervacién, y el sistema linfatico, asi como los tipos de células especificas para tejido, tal como los hepatocitos, las
células acinares pancreaticas y las células alveolares pulmonares (Figuras 3-5).

Para ampliar ademas la variedad de reactivos de tincién compatibles con anticuerpos que pueden ser sensibles al
SDS residual en la muestra tratada con FLASH, se probaron detergentes permeabilizantes de membrana
alternativos. El detergente zwitteriénico Zwittergent-3-10 (reactivo 2 de FLASH) produjo una inmunotincién robusta
en todos los tejidos analizados y mejoré el rendimiento de anticuerpos dificiles tal como aquellos de los factores
de transcripcién WT1 y Mist1. Es importante destacar que la integridad de tejido y celular se conservé y la
distribucién de tincién subcelular se correlacioné con la inmunofluorescencia 2D tradicional como antes (Figuras
6-7). Por lo tanto, FLASH es robusto para una variedad de opciones de reactivo, lo que permite una optimizacién
adicional de la técnica para antigenos particulares de interés.

Para probar aun mas el efecto del procesamiento FLASH en la morfologia del tejido, se incrustaron érganos
tratados con FLASH en parafina y se analizaron especimenes previamente fotografiados en tres dimensiones por
histologia 2D convencional. A pesar de los tratamientos y anélisis previos, los tejidos se mantuvieron receptivos a
la tincion con hematoxilina y eosina. La arquitectura del tejido permanecié intacta y se pudieron identificar
facilmente diferentes compartimentos tal como vasos sanguineos y conductos como en los controles no tratados
(figura 8). Por lo tanto, FLASH permite el inmunomarcado de tejido profundo de érganos internos intactos en tanto
que se mantiene la integridad epitelial y la arquitectura de tejido.

Ejemplo 2 - imagenologia del sistema ductal pancreatico adulto
Materiales y métodos

FLASH. Se desarrolld FLASH para la detecciéon rapida de una multitud de antigenos en érganos adultos intactos
mediante la recuperacion de epitopos no destructivos leves (FLASH - Anélisis con microscopio éptico rapido de
6rganos completos tefiidos con anticuerpos).

Los ratones se sometieron a eutanasia por dislocacién cervical. La perfusién cardiaca se llevé a cabo con 20 ml
de PBS. Los pancreas se removieron unidos al bazo y al duodeno sin perturbar la glandula. Las muestras se fijaron
en PFA al 4% durante la noche a 4 °C. Las muestras se lavaron en PBT (Triton X-100 al 0,4% (Sigma-Aldrich) en
PBS) dos veces durante una hora y se incubaron en acido bérico 200 mM (Sigma-Aldrich) con SDS al 4% (Sigma-
Aldrich) pH 7,0 durante la noche a 54 °C.

Las muestras se lavaron en PBT durante tres horas con tres intercambios de volumen. Para el inmunomarcado,
las muestras se incubaron en agente amortiguador de bloqueo de FLASH (albumina de suero bovino al 1% (Sigma-
Aldrich), DMSO al 5% (Sigma-Aldrich), suero de ternero fetal al 10% (Gibco), azida de sodio al 0,02% (Sigma-
Aldrich), Triton X-100 al 0,2% en PBS) durante una hora y se incubaron con antisueros (todos 1:100) durante al
menos 16 horas a temperatura ambiente en un nutador. Las muestras se lavaron por tres intercambios de volumen
de PBS y se incubaron con anticuerpos secundarios (todos 1:100) durante al menos dos dias a temperatura
ambiente.

Las muestras se lavaron por tres intercambios de volumen con PBS y se deshidrataron gradualmente en 30%,
50%, 75%, 2x 100% MetOH (Sigma-Aldrich), 1 hora cada unay, en una placa de vidrio, se sumergieron en salicilato
de metilo diluido en MetOH: 25%, 50%, 75%, 2x 100% de salicilato de metilo (Sigma-Aldrich), 30 min cada uno,
protegido de la luz.

Las proteinas fluorescentes se tifieron por inmunochistoquimica. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: Amilasa
(cabra, SCBT), GFP (cabra, Abcam), GFP (ratén, Roche), Krt19 TROMA III (rata, DSHB), tomate (conejo,
Rockland). Todos los anticuerpos secundarios fueron conjugados de Alexa-tinte (ThermoFisher). Los nucleos se
tiieron con DRAQS (Biostatus).

Resultados

Para conservar la complejidad geométrica del pancreas adulto, se desarroll6 una nueva técnica para la
inmunotincién e imagenologia tridimensional rapida de érganos completos (FLASH, ver métodos) que permite una
evaluacién cuantitativa sélida de la arquitectura de érganos a nivel de células individuales y tejidos. EI FLASH
mantuvo la compartimentalizacién pancreética y la integridad de tejido (Figuras 10a, 10b). Se visualizé el sistema
ductal pancreatico adulto induciendo la expresién de tdTomato en todas las células del conducto (R26-CAG-
tdTomato; Hnf1b-CreERt2). La imagenologia de FLASH de pancreas enteros revelé una intrincada jerarquia de
tubulos que abarcan los lébulos exocrinos (Figuras 9a, 9b, Figuras 10c, 10d). Los segmentos ductales variaron
significativamente en diametro (figuras 9c, 9d), con conductos mas pequefios compuestos de células alargadas y
conductos grandes de células cuboidales (figuras 9e, 9f). El marcado Confetti mostré expansién clonal
predominantemente a lo largo del eje de elongacién celular (figuras 10e, 10f). Estos hallazgos iluminan la
complejidad y heterogeneidad del sistema ductal de pancreas (figura 99).
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Para activar deformaciones epiteliales, se indujo la activacién de mosaico condicional del oncogén KrasG12D con
la eliminacién concomitante de ya sea supresores tumorales p53 o Fbw7. El analisis FLASH de ratones KrasG12D;
Fbw7 F/F; Ck19-CreERt (KFCk19) y KrasG12D; Fbw7 F/F;, Hnf1B-CreERt (KFH) revelé dos tipos de lesidn
morfolégicamente distintos que se presentan conjuntamente en todos los pancreas analizados. Los conductos
transformados ya sea se evaginaron basalmente, lejos del lumen de conducto (designado "exofitico"), o se
invaginaron apicalmente, hacia el lumen de conducto (designado "endofitico") (figura 11Ay figuras 12a-12d). Las
lesiones exofiticas extendieron el lumen del conducto y formaron estructuras globulares (figuras 11b, 11c, figuras
12e-12q), que progresaron a neoplasia ductal tipo glandula consecutiva (figura 11d). Las lesiones endofiticas, por
el contrario, crecieron en el lumen de conducto de una manera papilar (figura 11e, 11f, figura 12e), y progresaron
a neoplasia intratubular con obstruccién local del lumen de conducto (figura 11g). La activacién de KrasG12D y la
eliminacién de Fbw7 o p53 en células acinares, ubicadas en las puntas de conductos de pequefio calibre, indujeron
metaplasia acinar a ductal (ADM), lo que condujo a lesiones globulares positivas para Krt19 continuas con el arbol
ductal (figuras 13a-13f). En ratones con activacién de KrasG12D especifica del conducto (KPCk19) o de todo el
pancreas (KPC) y eliminacidén de p53, también se identificaron lesiones exofiticas y endofiticas, lo que indica que
estas observaciones no dependen de una combinacién de oncogén particular (figuras 14a-14e).

Ejemplo 3 - Imagenologia 3D de biopsias de tejido humano
Materiales y métodos

FLASH. Se obtuvieron biopsias de tejido humano de pacientes con consentimiento con adenocarcinoma ductal
pancreético. Las biopsias se fijaron en NBF al 10% durante la noche y se procesaron con FLASH inmediatamente,
0 se incrustaron en parafina para su archivo. Para realizar el FLASH en el material de archivo, las muestras
incrustadas en parafina se desparafinaron primero por incubacién en HistoClear o xileno durante 30 minutos,
seguido por lavados en EtOH y rehidratacion por pasos por lavados de 30 minutos en 90%, 75%, 30% de EtOH,
seguido por 2x ddH2O. Los especimenes se incubaron en acido bérico 200 mM (Sigma-Aldrich) con
ZwittergentMR3-10 al 8% (Merck) pH 7,0 durante la noche a 54 °C.

Las muestras se lavaron en PBT durante tres horas con tres intercambios de volumen. Para el inmunomarcado,
las muestras se incubaron en agente amortiguador de bloqueo de FLASH (albumina de suero bovino al 1% (Sigma-
Aldrich), DMSO al 5% (Sigma-Aldrich), suero de ternero fetal al 10% (Gibco), azida de sodio al 0,02% (Sigma-
Aldrich), Triton X-100 al 0,2% en PBS) durante una hora y se incubaron con antisueros (todos 1:100) durante al
menos 16 horas a temperatura ambiente en un nutador. Las muestras se lavaron por tres intercambios de volumen
de PBS y se incubaron con anticuerpos secundarios (todos 1:100) durante al menos dos dias a temperatura
ambiente.

Las muestras se lavaron por tres intercambios de volumen con PBS y se deshidrataron gradualmente en 30%,
50%, 75%, 2x 100% MetOH (Sigma-Aldrich), 1 hora cada unay, en una placa de vidrio, se sumergieron en salicilato
de metilo diluido en MetOH: 25%, 50%, 75%, 2x 100% de salicilato de metilo (Sigma-Aldrich), 30 min cada uno,
protegido de la luz.

Las proteinas fluorescentes se tifieron por inmunohistoquimica. Se utilizaron los siguientes anticuerpos: Cdh1 (rata,
Novex), Krt19 TROMA Il (rata, DSHB), Muc5AC (conejo, Atlas), SMA (ratén, Sigma-Aldrich). Todos los anticuerpos
secundarios fueron conjugados de Alexa-tinte (ThermoFisher).

Resultados

Para probar si el FLASH se puede utilizar para el anélisis de muestras de tejido humano, por ejemplo, en
histopatologia clinica, se realizé una comparacién de analisis de biopsia convencional por histologia estadndar en
secciones de tejido, con imagenologia 3D de FLASH de biopsias intactas. Especificamente, se compararon
secciones 6pticas 2D de muestras formadas en imagen de FLASH con secciones de tejido 2D de muestras
procesadas por estandar. Se encontré que el FLASH permitié el inmunomarcado y la clarificacién éptica de biopsias
frescas, fijas e incrustadas en parafina. Se detectaron lesiones exofiticas y endofiticas en las muestras clarificadas
con FLASH (figuras 15a-15d). El inmunomarcado con FLASH identificé caracteristicas ductales y mucinosas, y
células mesenquimales en las biopsias en el contexto espacial de las regiones circundantes de tejido pancreético
normal y canceroso. Las secciones épticas 2D de los conjuntos de datos de imagenologia 3D reprodujeron la
presentacién de la morfologia de tejido y lesién en el analisis histopatolégico estandar de las secciones de tejido
(figuras 15a, 15¢). Por lo tanto, el FLASH permite una rapida caracterizacidn histopatol6gica del material humano.
Todos los documentos a los que se hace referencia en la presente se incorporan por la presente como referencia
en su totalidad, con especial atencién a la presente materia a la que se refieren. Diversas modificaciones y
variaciones de los métodos y sistemas descritos de la invencidén seran evidentes para aquellos expertos en la
técnica sin desviarse del alcance y espiritu de la invencion.

Aunque la invencién se ha descrito con relacién a realizaciones preferidas especificas, se debe entender que la
invencién como se reivindica no se debe limitar indebidamente a estas realizaciones especificas. De hecho, se
propone que varias modificaciones de los modos descritos para llevar a cabo la invenciéon que son obvias para
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aquellos expertos en biologia molecular, inmunologia celular o campos relacionados estén dentro del alcance de
las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una muestra de tejido para imagenologia 3D, donde este método comprende tratar
esta muestra de tejido con una solucién, donde la solucién comprende una solucién de agente amortiguador con
un pH por debajo de 9 y un detergente, y donde esta muestra de tejido no se ha incrustado en hidrogel y/o no se
ha fijado con glutaraldehido.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la imagenologia 3D es con base en inmunotincion.
3. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, donde:

a) el detergente es SDS o zwitterionico, preferentemente detergente Zwittergent™R en donde el detergente
ZwittergentMR se selecciona de cualquiera de n-octil-N, N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, n-decil-N,N-dimetil-
3-amonio-1-propanosulfonato, n-dodecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato, n-tetradecil-N,N-dimetil-3-
amonio-1-propanosulfonato, y n-hexadecil-N,N-dimetil-3-amonio-1-propanosulfonato; y/o

b) el pH de esta solucién de agente amortiguador es menor que 8,5, menor que 8 menor que 7,50 7; y/o

¢) la solucién de agente amortiguador es acido bérico o solucidn de agente amortiguador de citrato,
preferentemente 4cido bérico.

4. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, donde esta solucién se usa a una temperatura de
entre aproximadamente 40 °C y aproximadamente 60 °C, preferentemente de aproximadamente 50 °C y
aproximadamente 60 °C, més preferentemente a una temperatura de aproximadamente 55 °C o aproximadamente
54 °C.

5. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, donde esta muestra de tejido es de:

a) un ratén, rata, conejo, vaca, cerdo o primate no humano; o

b) un ser humano,

preferentemente en donde esta muestra de tejido es una muestra resecada quirdrgicamente, una muestra de
material de cultivo celular 3D (organoides) o una muestra de tejido de bioingenieria.

6. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, donde esta muestra de tejido se ha fijado usando
formalina amortiguada neutral, preferentemente formalina amortiguada neutral al 10%.

7. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, que comprende ademas determinar la presencia o
ausencia de un estado de enfermedad en la muestra de tejido.

8. El método de acuerdo con cualquier reivindicacién anterior, donde esta muestra de tejido se ha incrustado en
parafina.

9. El método de acuerdo con cualquier reivindicacion anterior, donde esta muestra de tejido es una muestra de
tejido intacta.
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