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Skala over forskellige starrelsesordner. Et alm. lysmikroskop kan oplgse strukturer ned til ca. 200 nanometer (nm).

or at forstd, hvordan verden henger sammen, er

man nedt til at kunne studere den pa mikro-
skopisk niveau. Dette kan gores med mikroskopi,
som har veret et uvurderligt veerktej i mange for-
skellige grene af naturvidenskaben. Serligt inden
for biologien bruges mikroskopi i vid udstrekning
til at udforske bl.a., hvordan planters og dyrs cel-
ler er opbygget og fungerer. Grensen for, hvor fine
strukturer, man kan se ved hjelp af et lysmikro-
skop, har flyttet sig de seneste artier. Aren for dette
kan i seerdeleshed tilskrives dette drs tre modtagere
af Nobelprisen i kemi: W. E. Moerner (USA), Eric
Betzig (USA) og Stefan W. Hell (Tyskland). De
star bag udviklingen af en ny gren af lysmikroskopi
kaldet “nanoskopi”, som er i gang med at @ndre
vores opfattelse af verden ved at gore hidtil usynlige
detaljer synlige.

Fra mikroskopi til nanoskopi

Indetil for ca. 10-15 ar siden var det bredt accepte-
ret, at man i et lysmikroskop ikke kan skelne struk-
turer, der er mindre end ca. halvdelen af belgeleng-
den pé det lys, man bruger til at studere sin prove
med. Det blev formuleret i en fysisk lov af Ernst

Abbe i 1873 og skyldes lyset brydning. I praksis vil
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det sige, at detaljer under ca. 200 nanometer (nm)
er slorede (da synligt lys har belgeleengder mellem
400 og 700 nm). Uanset, om man har et punkt pa
1 nm, en prik pa 10 nm eller en plet pa 100 nm, vil
de med lysmikroskopi se ud som om de har samme
storrelse — billedet af dem vil nemlig i alle tilfel-
dene vare en ca. 200 nm stor cirkuler kontur. Har
man blot en enkelt isoleret lysene prik, kan man
stadig bestemme dennes preacise position som cen-
trum af den 200 nm store kontur. Har man deri-
mod to objekter tettere pa hinanden end 200 nm,
vil de fremstd som et sammenhangende objekt, og
man kan ikke adskille dem fra hinanden. Man siger
derfor, at der er en oplesningsgraense pi 200 nm.

Trods begrensningerne er mikroskopi stadig et
kraftfuldt veerktej, for mange strukeurer er nemlig
storre end 200 nm, fx er en celle i kroppen typisk
10-100 mikrometer. Men hvis man for i tiden fx
ville studere strukturer pé virus, der typisk kun

er 100 nm store, eller fine strukcurer inde i cel-
ler, kunne det ikke lade sig gore med lysmikro-
skopi. Med udviklingen af nanoskopi —
“super-oplasningsmikroskopi” —
sagt ophevet oplesningsgrensen!

ogsé kaldet

har man populert
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Fluorescens og fluorescensmikroskopi

Visse farvestoffer har evnen til at optage lys med én bolge-
laengde og udsende lys med en anden bolgelaengde - det
kaldes fluorescens. Processen er illustreret i figuren, hvor et
farvestof (fx et lille molekyle eller et protein - samlet beteg-
net en fluorofor) optager en foton fra en lyskilde og derved
bliver exciteret til et hgjere energiniveau. Efter et stykke tid
vil farvestoffet igen falde ned til det oprindelige energi-
niveau, og ved denne proces udsendes en ny lysfoton. Da
der i mellemtiden er sket et energitab (som er gaet til vibra-
tion i molekylet) vil den udsendte foton have en lidt lavere
energi og derved ogsa en leengere bolgelaengde (dvs. en
anden farve). | eksemplet optages der blat lys, mens der
udsendes grant lys. Farveaendringen er meget praktisk, da
man derved kan kende forskel pa det indsendte lys og lyset
fra flouroforen.

Man udnytter fluorescens i bl.a. fluorescensmikroskopi, hvor
man maerker de strukturer, man gerne vil observere i sin
prove, det kan fx veaere cellens skelet eller membran, med et
fluorescerende farvestof. Dermed er det kun disse strukturer,
der lyser op, nar man kigger pa prgven, mens bagrunden er
helt sort. Kontrasten er derfor meget hgj i fluorescensmikro-
skopi.

Der er sidelgbende blevet udviklet forskellige for-
mer for nanoskopi, hvorfor Nobelprisen i 4r deles
af tre personer. Alle typer af nanoskopi baserer sig
dog pa sakaldt fluorescensmikroskopi. Her benyt-
ter man farvestoffer, der har evnen til at udsende
lys, nar de selv bliver lyst pa med fx en laser. Over
de senere ar er der gjort store fremskridt inden for
maling af signalet fra et enkelt af disse farvestof-
molekyler. Det er en forudsatning for, at nano-
skopi kan lade sig gore, og serligt den ene prismod-
tager, W. E. Moerner, har veret en pioner inden for
dette felt.

Teend, sluk - teend, sluk

Det overordnede princip bag de forskellige former
for nanoskopi er det samme. For at forstd prin-
cippet kan man forestille sig en gruppe af sma
lysende prikker sa tet pa hinanden, at vi ikke kan
skelne dem med traditionel mikroskopi. Hvis vi
nu kan sgrge for, at prikkerne lyser op pé forskel-
lige tidspunkter, kan vi bestemme deres placering
pracist hver for sig. Ved at sammenholde de for-
skellige placeringer opnar vi en oplesning bedre
end de traditionelle 200 nm. Det er netop det, vi
gor i nanoskopi, og derfor er nanoskopi i bund
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Prismodtagerne

Eric Betzig (f. 1960 i USA).

| dag gruppeleder ved Janelia
Research Campus, Howard Hughes
Medical Institute, Ashburn, VA, USA.

Photo: Matt Staley/HHMI

Stefan W. Hell (f. 1962 i Rumeenien,
tysk statsborger).

| dag direktor ved Max Planck Insti-
tute for Biophysical Chemistry, Gottin-
gen, og afdelingsleder ved German
Cancer Research Center, Heidelberg.

Foto: Bernd Schuller, Max-Planck-Institut

W. E. Moerner (f. 1953 i USA).

| dag Harry S. Mosher Professor
i kemi ved

Stanford University,

USA.

Foto: L.A. Cicero
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Lokalisations-nanoskopi

| lokalisations-nanoskopi undgar man pa en snedig made
problemet med, at man ikke kan skelne ting, der er teettere
end 200 nm fra hinanden. | stedet for at teende alle farvestof-
molekylerne i prgven pa én gang, teender man dem pa skift i
tilfeeldig reekkefolge. Et enkelt billede bestar da af et antal
lysende prikker, hvis position man let kan bestemme som
centrum af prikken - typisk med en oplgsning pa 10 nm. For
at fa den samlede struktur ma man derfor tage et stort antal

billeder (ca. 10.000), og til slut laegge alle billederne oven pa
Traditionel

L D hinanden for at fa det endelige, superoplgste, billede.

Oprindelig struktur

STED-nanoskopi

| STED-nanoskopi kontrollerer man pa sofistikeret vis, hvor-
nar man teender og slukker farvestofferne i ens prove. Man
udnytter, at de farvestoffer, man bruger, ikke kun kan teen-
des med lys, men ogsa kan slukkes af lys med en anden
farve. Man belyser derfor sin prgve samtidig med to forskel-
lige lasere, der har forskellig farve. Den ene teender signalet,
og den anden slukker det. Tricket er da, at den laserstrale,
som slukker signalet, har form som en donut. Man slukker
derfor kun signalet i donut-ringen, mens signalet fra cen-
trum ikke bliver bergrt. Saledes har man effektivt kun signal
fra et lille omrade i centrum af donutten. Dernaest skanner
man de to lasere hen over prgven og taender og slukker der-

Omrade med for pa skift farvestofferne i takt med, om de befinder sig i

Excitations laser STED laser Eksitations og STED laser 8
teendt signal

ringen eller i midten af donutten. Ved at forgge laserintensi-
teten af STED- laseren gor man hullet i donutten mindre og
mindre, og oplgsningen bliver derfor bedre og bedre - typisk
ned til 40 nm.

l Billedet viser nogle porer, der sidder i cellekernernes mem-
bran og kontrollerer transport ind og ud af cellekernen.
@verst til venstre ses omradet med traditionel mikroskopi.
Nederst til hgjre ses samme omrade, men med STED-nano-
skopi. Der er ingen detaljer at se med almindelig mikroskopi,
mens der med STED-nanoskopi ses, at porerne bestar af otte
ens enheder. Malestokken er 200 nm.

Billede: Abberior

— Billedet er taget med
lokalisations-nanoskopi
og viser et protein, der
sidder i membranen af
en plantecelle. Proteinet
organiserer sig i sma
grupper, der er mindre
end oplgsningsgraensen,
sa man kan ikke fa
samme information
med almindelig mikro-
skopi. Malestokken er
500 nm.

Billede: Iwona Ziomkiewicz &

Alexander Schulz, Kgbenhavns
Universitet




og grund et sporgsmal om at kontrollere, hvornir
farvestofferne er “teendt”, og hvornar de er “sluk-
ket”.

At tende og slukke for farvestofferne kan ggres pa
to grundleggende forskellige méider — enten tilfel-
digt eller kontrolleret. Tilfeldighedsprincippet bru-
ges 1 lokalisations-nanoskopi, som Eric Betzig som
den forste demonstrerede i 2006, men som i dag
findes i mange forskellige varianter. Her tages en
lang rekke billeder med kun f3 af farvestofmoleky-
lerne tendt, og deres placering bestemmes uafthaen-
gigt af hinanden.

I STED-nanoskopi, som blev udviklet eksperimen-
telt af Stefan W. Hell i 2000, tender og slukker
man pd en kontrolleret mide farvestofferne ved
hjelp af to lasere, der skannes henover proven.

En mere detaljeret verden
Med nanoskopi kan vi nu g pa opdagelse i en ver-
den af strukturer, der hidtil har vaeret uden for

vores mikroskopers rekkevidde. Vi har fiet en
oplesning, der svarer til storrelsen af enkelte mole-
kyler, og vi kan dermed fa oplysninger om struktu-
rer pa et molekylert niveau. Vi kan derfor tillade os
at stille nye spergsmal og forvente at kunne besvare
dem ved direkte visualisering. Samtidig er vi med
nanoskopi i stand til at adskille strukturer i en
grad, som man ikke tidligere har veret i stand til.
Det har fx @ndret opfattelsen af hvordan samspil-
let mellem elementer i celler fungerer pa et meget
detaljeret niveau.

Et af de omrider, hvor nanoskopi virkelig har gjort
en forskel, er i forstelsen af, hvordan cellers ske-
let @ndrer sig, fx nir cellen bevager sig eller bliver
pavirket af et signal udefra. Celleskellettet bestar
af forskellige meget tynde fibre (ca. 10-20 nm),
der ligger teet overalt i cellen. Det er derfor ikke

muligt at adskille fibrene med almindeligt mikro-

skopi, men man kan nu ved hjelp af nanoskopi
studere dem detaljeret. P4 den made har man kun-
net afdekke det komplicerede samspil imellem de
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Billedet viser en celle,
hvis celleskelet er farvet
med et fluorescerende
protein. @verst til venstre
ses cellen med traditio-
nel mikroskopi. Nederst
til hgjre ses samme celle,
men med STED-nano-
skopi. Det ses tydeligt,
hvordan mange flere
detaljer er synlige med
STED-nanoskopi. Male-
stokken er 2 pm.

Billede: Mathias P. Clausen,

Marco Fritzsche & Christian
Eggeling, Univ. of Oxford.
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forskellige fibre i cellen, der gor cellen i stand til at
@ndre form og derved bevage sig.

Skepsis gjort til skamme

Nanoskopi er kommet langt siden sin begyndelse i
starten af drtusindet. Nogle forskere var — og er til
stadighed — kritiske og hurtige til at udpege pro-
blemerne ved nye teknikker. Fx er nogle skepti-

ske over den lysmengde, man udsetter proven

for i STED-mikroskopi og ser kun begransnin-

ger i den mangde billeder, der skal bruges i loka-
lisations-nanoskopi. Realiteten er dog, at man kan
optage billeder meget hurtigt efter hinanden i loka-
lisationsmikroskopi og dermed begranse den sam-
lede tid, det tager at fremkalde et billede. Ligele-
des har man med STED-mikroskopi vist, at man
kan tage billeder direkte ned i hjernen af en levende
mus (under bedevelse natutligvis!) og undersoge
hjernecellernes opforsel, og det vel at maerke uden at
musens hjerneceller lider nogen skade som folge af
intensiteten af laserlyset.

Der sker stadig udvikling indenfor nanoskopi, og
teknikkerne bliver fortsat bedre. Saledes opnar
man stadig bedre oplesning (bide i 2 og 3 dimen-
sioner), og man har udviklet variationer af STED-
nanoskopi, som bruger meget lav laserintensitet til
at belyse preven. Nanoskoper bliver ogsa stadig let-
tere at anvende.

Nanoskopi i Danmark

Nanoskopi foregar ikke lengere kun pd Hells, Bet-
zigs og Moerners laboratorier, men har spredt sig

til laboratorier i hele verden. Det kraver dog sta-
dig specialviden at anvende disse avancerede mikro-
skoper. I Danmark sa serligt to grupper af forskere
for 4r tilbage styrken ved nanoskopi, og der findes i
dag nanoskoper ved Institut for Biokemi og Mole-
kylerbiologi (BMB), Syddansk Universitet, og Cen-
ter for Advanced Bioimaging (CAB), Kgbenhavns
Universitet.

Meget af den nanoskopi, der laves pd Syddansk uni-
versitet er tilknyttet forskningen ved Center for Bio-
analytical Sciences og MEMPHYS, hvor sidstnevnte
er et center for biomembranfysik. Cellemembra-
nen adskiller en celle fra dens omgivelser, men sam-
tidig tillader den nerings- og signalstoffer at passere
ind til cellen. Membranen er kun to molekyler tyk,
hvilket svarer til 5-8 nm, s den er et oplagt emne at
undersoge med nanoskopi. Nanoskopi er i MEMP-
HYS blevet brugt til bl.a. at undersage de dyna-
miske forhold i membranen og samspillet mellem
membranbundne proteiner og membranens lipider
samt til dynamisk og fysisk karakterisering af trans-
port over hudbarrieren. Udover at anvende nano-
skopi til konkrete undersogelser, bruges der en del
krefter pd at bygge og videreudvikle teknikkerne, si
man fremover kan besvare endnu flere sporgsmal. m
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