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Mikroskopija,

ki presega meje opticne locljivosti

Marko Kreft, Jernej Jorgacevski

Opticna mikroskopija se uporablia za razisko-
vanje strukture in _funkcije celice. Med uvelja-
vljene razlicice opticne mikroskopije sodi konfo-
kalni mikroskop. 1o je fluorescencni mikroskop,
s katerim lahko opazujemo vsako opticno rav-
nino objekta posebej. Tuka slika je trirazsezna,
z dobrim kontrastom. Locljivost take slike je
zaradi lastnosti svetlobe omejena na 200 na-
nometrov. Pred kratkim smo v Ljubljani zgra-
dili mikroskop STED (anglesko: STimulated
Emission Depletion, kar pomeni »vzbujeno
praznjenje emisije«), &i presega to omejitev lo-
liivosti.

Omejitev lo¢ljivosti fluorescenénih
mikroskopov

Mikroskop je nepogresljivo orodje za razi-
skovanje celic. Velika vecina celic je prozor-
nih. Vidimo jih le, ¢e mikroskop izkoristi
vec fizikalnih lastnosti svetlobe. Za delova-
nje posamezne steklene lece, mikroskopa in
fotografskega objektiva je kljucen pojav lom
svetlobe. Nekateri mikroskopi pa izkoris¢ajo
$e odboj, polarizacijo, uklon in interferen-
co svetlobe. Najveckrat pred opazovanjem z
mikroskopom celice obarvamo. Tako lahko
izkoristimo $e absorpcijo svetlobe in fluore-
scenco.

Fluorescenca je pojav, pri katerem ob ab-
sorpciji fotona elektroni v atomih fluore-
scentne snovi (fluorokroma) preidejo v visje
energijsko stanje. Pri vrnitvi elektronov v
osnovno stanje se izseva svetloba, ki ima
dalj$o valovno dolzino od svetlobe vzbuja-
nja. Poglavitna hiba obicajnih fluorescenc-
nih mikroskopov je, da ostro sliko fluore-
scence predmeta v eni ravnini zamegli neo-
stra slika ozadja. Cim debelejsi je predmet,
bolj meglena je slika. To pomanjkljivost od-
pravlja konfokalni mikroskop. Konfokalni

mikroskop lo¢i svetlobo, zbrano iz opazova-
ne ravnine, od svetlobe ozadja. Zato lahko z
opti¢nim rezanjem iz globine tkiv izlus¢imo
bolj jasne slike. Konfokalna mikroskopija
je zato postala uveljavljena tehnika v celi¢-
ni biologiji in fiziologiji. Loc¢ljivost obicajne
in konfokalne fluorescen¢ne mikroskopije je
omejena zaradi uklona svetlobe, in sicer na
priblizno polovico valovne dolzine. To ome-
jitev je leta 1873 odkril in pojasnil nemski
fizik Ernst Abbe. Skupaj z Ottom Schot-
tom je pomembno prispeval k uspehu pod-
jetja, ki ga je vodil Carl Zeiss in ki deluje

Se danes.

Ernst Abbe je leta 1873 pojasnil omejitev locljivosti opticnih
mikroskopov (d). Locljivost je odvisna od valovne dolZine
svetlobe (1), lomnega kolicnika snovi, v kateri je objekt
opazovanja (n) in sinusa vpadnega kota svetlobe v objektiv
(o). Danes lahko z mikroskopom STED to teoreticno omejitev
zaobidemo.

Fluorescenéni mikroskop STED
(vzbujeno praznjenje emisije) omogoca
preseganje omejitve lo¢ljivosti

Stefan W. Hell si je leta 1994 zamislil, leta
1999 pa tudi zgradil mikroskop, ki prese-
ga Abbejevo omejitev lo¢ljivosti. Mikroskop
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je temeljil na zamisli, da lahko s svetlobo
zmotimo obicajni proces fluorescence. Po
vzbujanju elektroni preidejo v visje energij-
sko stanje, nato pa se kmalu spontano vrne-
jo v osnovno stanje in pri tem atomi izseva-
jo fluorescen¢no svetlobo. Z moc¢no svetlobo
lahko sprozimo pred€asno izsevanje fotona.
Fluorokrom, ki je prisiljeno izseval foton,
se deaktivira in ne more priti do spontane
fluorescence. Fluorokromi prisiljeno oddajo
fotone, preden bi jih oddali spontano. Ta-
ki fotoni imajo daljSo valovno dolzino od
fluorescenéne svetlobe in imajo isto smer
kot svetloba, ki je prisiljeno izsevanje pov-
zroCila — stran od objektiva. Zato lahko pri-
siljeno in spontano izsevanje lo¢imo z upo-
rabo izredno moénih laserjev za vzbuditev
tega procesa. Mikroskopijo so poimenovali z
angleskim akronimom STED (STimulated
Emission Depletion), kar pomeni »vzbujeno
praznjenje emisije«.

Nakljucno polarizirana laserska svetloba je Ze v laserju
(L) razcepljena v dva curka, ki ju vodimo v dve loceni
opticni vlakni (OV). Z dvema dikroicnima zrcaloma (oznaka
D; tako zrcalo prepusca dolocene valovne dolzine, druge
pa odbije) curka usmerimo skozi objektiv (O). Luknjo v
sredini Zarka STED povzroci posebna opticna komponenta
(VPM, vortex phase mask), ki povzroci polarizacijo curka
svetlobe v obliki vijacnice od 0 do 360 stopinj. Za
detektor fluorescencnega signala uporabimo plazovno
fotodiodo (APD, avalanche photodiode). Mikroskop, ki je
posebej razvit za nase raziskave celicne fiziologije, ima
vse opticne komponente podvojene in tako omogoca
socasno snemanje dveh kanalov pri dveh razlicnih
valovnih dolzinah (valovni dolzini vzbujanja sta 570
nanometrov in 650 nanometrov, valovni dolzini za STED
pa 710 nanometrov in 745 nanometrov). Tako lahko
merimo ¢asovno odvisno zgradbo dveh fluorescencnih
struktur z nanometrsko locljivostjo. llustracija: Marko
Kreft.
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7 izrabo u¢inka STED lahko laserski cu-
rek ostro osilimo. Tako omejimo oddajanje
fluorescenéne svetlobe le na zelo majhno
obmo¢je, mnogo manjse od obmod¢ja, ki bi
ga zaradi uklona sicer osvetljevali z laser-
jem. Za uspeSen ulinek STED moramo
vzbujanje fluorescence in njeno ugasanje ¢a-
sovno natan¢no uskladiti. Zato fluorescenco
vzbujamo z nizom laserskih bliskov. Dru-
gi niz laserskih bliskov pa fluorescenco ob
robu sproti ugasne. Drugi niz bliskov ima
v sredini drobno vrzel svetlobe. Laserski
curek ima torej obliko plasca, v vzorcu pa
osvetljuje obmo¢je oblike venca ali kolobar-
ja. Bliski svetlobe STED so ¢asovno loceni
od bliskov vzbujanja le za nekaj pikosekund.

Fluorescenca v vzorcu uspesno nastane le v
sredisc¢u votlega curka svetlobe STED, ki
ima v preseku obliko kolobarja ali venca.
Premer te vrzeli je mnogo manjsi od pre-
mera curka za osvetljevanje, tako je obmo-
&je uspesne fluorescence moc¢no omejeno
(o8iljeno), kar omogoca sestavljanje slike s
superlocljivostjo. Mikroskop sestavi celotno
sliko tako, da usklajeno premika oba (sno-
pa) curka svetlobe po preparatu, racunalnik
pa belezi jakost svetlobe fluorescence v teh
posameznih drobnih fluorescen¢nih tockah.

Kaksno lo¢ljivost lahko dosezemo?
Mikroskopija STED nima nobene nacelne
omejitve lo¢ljivosti. Z moc¢nejsimi laserji do-
segamo vi§je lo¢ljivosti:

A
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V curek svetlobe za STED naredimo luknjo s posebno
opticno komponento (vortex phase mask, stekleni disk
na zgomji sliki), ki povzroci polarizacijo curka svetlobe
v obliki vijacnice od 0 do 360 stopinj. Zato vidimo na
sliki namesto pike venec svetlobe. Profil jakosti na
desnem grafu kaZe, da je luknja v sredini zelo temna in
bo omogocila pojav fluorescence le v prostorsko mocno
omejenem delu slike. Na spodnji shemi vidimo, da z
ugasanjem doseZemo osiljeni curek svetlobe, kjer pride
do vzbujanja fluorescence. Tako je doseZena locljivost,
ki je boljsa od ustrezne opticne (superlocljivost). Foto:
Marko Kreft, ilustracija: Jernej Jorgacevski.
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Enacba je podobna Abbejevi, le da je v
imenovalcu ulomka dodan ¢len, ki opisuje
uéinkovitost STED-a. I je jakost laserske
svetlobe STED, I pa je jakost (intenzite-
ta) svetlobe STED, ki ugasne polovico vseh
fluorokromov. Obicajno je jakost I pribli-
zno 20 megawattov na kvadratni centimeter
(MW/cm2§. Tako visoke jakosti lahko pov-
zrolijo bledenje barvil. Bledenje je $e pose-
bej mocno, ¢e svetloba vzbuja molekule, ki
so v tripletnem stanju. Singletno stanje ele-
ktronov je takrat, ko so vsi elektroni sparje-
ni in imajo nasprotni spin. Taki sta osnovno
in vzbujeno stanje. Tripletno stanje pa je
takrat, ko ima en par elektronov enak spin.
Bledenju se izognemo tako, da pari pulzov
svetlobe prispejo do fluorokromov v interva-
lih, ki so daljsi od casa relaksacije tripletnih
stanj. Tripletna stanja lahko imenujemo tudi
temotna stanja, ¢ase relaksacije pa poimenu-
jemo T-Rex (ang. Triplet-state relaxation).
Cas takega stanja je obicajno nekaj mikro-
sekund, zato uporabimo laserje z bliski, ki
si sledijo s frekvenco nekaj megahertzev
(MHz). Tako se fluorokromi vsakokrat po-
novno vzbudijo Sele, ko se tripletno stanje
povrne v osnovno stanje in so fluorokromi
pripravljeni za novo vzbujanje.

Visokofrekvenéno vzbujanje, ki je sinhroni-
zirano z visokofrekven¢nim laserjem STED,
je zahtevalo zapletene in drage titan-safirske
laserje z napredno povezavo med dvema la-
serjema. Ze samo tak sistem za osvetljevanje
dosega ceno pol milijona evrov. Tak sistem
je izvedljiv s kratkimi svetlobnimi bliski, ki
trajajo manj kot eno pikosekundo (ps), za
ucinkovit ué¢inek STED pa jih je bilo treba
podaljsati za stokrat. To Casovno podaljse-
vanje je zahtevalo dodatno zapleteno neline-
arno optiko.

V zadnjem ¢asu so razvili laserje s sevajo-
¢im medijem v opti¢nem vlaknu. Taki laser-
ji oddajajo svetlobo razli¢nih valovnih dol-
zin. Zato takim laserjem lahko re¢emo tudi
beli laserji. Gostota moci presega 1 miliwatt
na nanometer (mW/nm), bliski svetlobe pa

si sledijo s frekvenco ve¢ megahertzev. Za
u¢inek STED lahko uspesno uporabimo ob-
modja valovnih dolZin $irine 20 nanometrov,
tako ima lahko posamezni blisk energijo 20
nanojoulov (n]). Ko tak blisk z objektivom
usmerimo na majhno povr§ino preparata,
manj$o od kvadratnega mikrometra, je go-
stota svetlobne moci kar vec §igayvattov na
kvadratni centimeter (GW/cm#). Ce bi torej
s tako gostoto mo¢i Zeleli stalno osvetljevati
kvadratni centimeter povrsine, bi potrebova-
li mo¢, ki jo oddajajo vse elektrarne v Slo-
veniji. Laserji so pulzni in osvetljujejo pre-
parat le zelo kratek ¢as. Svetloba je usmerje-
na v le eno drobno to¢ko hkrati. Kljub temu
dosegajo zadostno mo¢ za u¢inek STED le
v rumenem in rde¢em delu spektra, zato za
fluorescenéno oznacevanje mikroskopskih
vzorcev izbiramo temu primerne fluorokro-
me. Cas trajanja pulza takih belih laserjev
je okrog 100 ps. Bliski laserske svetlobe za
STED in za vzbujanje fluorescence so po-
polnoma socasni, saj izvirajo iz istega laser-
ja. Potrebni ¢asovni zamik bliskov STED
pa nastavimo s preprostim podaljSevanjem
opti¢ne poti, na primer z vstavljanjem dolo-
Cene dolzine vmesnih opti¢nih vlaken.

Mikroskopija STED v Sloveniji

Pred dvema letoma smo v sodelovanju s Ste-
fanom Hellom, Claudio Geisler in Alexan-
drom Egnerjem iz nemskega Laser Labora-
torium Goettingen zaceli z izgradnjo dvo-
kanalnega mikroskopa STED za hitre fizi-
oloske meritve. Gradnja je potekala okviru
Centra odli¢nosti za integrirane pristope v
kemiji in biologiji proteinov (CIPKeBiP) in
nacionalnega raziskovalnega programa za
celi¢no fiziologijo, ki ga vodi akad. prof.
dr. Robert Zorec. Razvoj in gradnja sta se
zalela v Goettingenu v Nemciji, pred krat-
kim pa sta se zakljuc¢ila v Ljubljani. Mikro-
skop je name$cen v Referenénem centru za
konfokalno mikroskopijo Carl Zeiss na In-
Stitutu za patolosko fiziologijo Medicinske

fakultete v Ljubljani.



Mikroskopija, ki presega meje opticne locljivosti « Fizika 417

lzgradnja dvokanalnega mikroskopa STED. Foto: Marko Kreft.

Uporabili smo laser, ki je bil razvit po naro-
¢ilu v britanskem podjetju Fianium. Glavni
oscilator laserja sprozi pulz svetlobe vsakih
50 ns, Cas trajanja pulza pa je 100 ps. Taka
neobdelana svetloba laserja je Ze primerna
za STED. Isti oscilator uravnava prozenje
svetlobe za STED in vzbujanje, zato sta ti
dve svetlobi Ze sinhroni. Laser ima tri izho-
de, en izhod je za svetlobo vzbujanja (beli
laser z valovnimi dolzinami od 450 do 2000
nanometrov), dva izhoda pa za svetlobo
ugadanja fluorokromov (710 nanometrov in
745 nanometrov). Curek belega laserja smo
z dikroi¢nimi zrcali in filtri razdelili na dva
curka z valovnima dolZinama 570 nanome-
trov in 650 nanometrov. Poleg po narocilu
razvitega laserja ta kompleksni sistem sesta-
vlja Se 297 razli¢nih tipov komponent, od

enostavnega nosilca za le¢o do fluorescenc-
nega mikroskopa.

Za doseganje kar najvecje lo¢ljivosti pri da-
ni mo¢i laserjev je bistveno, da sta laserska
zarka za vzbujanje in praznjenje stanj dobro
naravnana, da se prekrivata. Ze najmanjsi
premiki opti¢nih komponent zaradi tem-
peraturnega raztezanja in posedanja pov-
zrolijo slabsanje kakovosti slike. Zato vsak
dan pred meritvami izvedemo uravnavanje
prekrivanja laserskih Zarkov v treh razse-
znostih. Poleg tega moramo pred meritva-
mi preveriti tudi, ali izsevana fluorescenca
natan¢no zadene vhod detektorja. Vse kom-
ponente naega mikroskopskega sistema so
podvojene, da dosezemo dvobarvno sliko.

Prve meritve z mikroskopom STED smo
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opravili na astrocitih, kjer smo Zeleli dolo-
¢iti premer mesickov, ki vsebujejo signalne
molekule. Astrociti so celice glije v moz-
ganih, ki vplivajo na prenos informacije v

Del mikroskopa STED,

kjer lahko vidimo

stevilne sestavne opticne
elemente: dikroicno zrcalo
(rdece osvetljeno), ki mu
sledijo polarizatorji, zrcala
in opticno viakno (zvitek na
[eVi). Foto: Marko Kreft.

sinapsah. Kemicni prenasalci se z meha-
nizmom eksocitoze iz mesickov izlocajo v
sinapti¢no §pranjo. Kemicne prenaéalce \s
celicah glije imenujemo glijini prenagalci

Primerjava konfokalne mikroskopije in mikroskopije STED. Na sliki vidimo del astrocita (tip celic v moZganih), ki je bil oznacen

s fluorescentnimi protitelesi proti tubulinu (rdeca) in proti nevropeptidu Y (zelena). Tubulin je molekula v mikrotubulih, ti pa so
del citoskeleta. Citoskelet ima pomembno vlogo pri razlicnih celicnih funkcijah, med drugim sluzi tudi kot tracnica za transport
mesickov po celici. Mesicki vsebujejo razlicne signalne molekule, ena izmed njih je tudi nevropeptid Y. Na izsekih konfokalne
slike in slike STED opazimo razliko v locljivosti med obema tehnikama. Zeleno so obarvani meSicki, rdece pa mikrotubuli. Avtorja

mikroskopske slike: Jernej Jorgacevski, Claudia Geisler.
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(glijatransmiterji), podobno kot zivéni pre-
nadalci (nevrotransmiterji), ki se izlo¢ajo iz
nevronov. Z elektronsko mikroskopijo so
izmerili, da so premeri mesickov od 30 do
700 nanometrov. Loéljivost fluorescenéne
mikroskopije, vklju¢no s konfokalnim mi-
kroskopom, je zaradi uklona svetlobe ome-
jena na 200 nanometrov. Z mikroskopom
STED smo izmerili premere mesickov od
40 do 400 nanometrov. Te meritve so bile
povsem primerljive z meritvami z elektron-
sko mikroskopijo. Pri tako visoki lo¢ljivosti
moramo tudi upostevati, da smo za oznace-
vanje uporabili specifi¢na protitelesa, ki do-
datno povecajo izmerjene premere mesickov.
Ti poskusi so torej pokazali, da se mikro-
skopija STED lahko za slikanje biologkih
vzorcev precej pribliza lo¢ljivosti elektronske
mikroskopije. Bioloske vzorce moramo pred

slikanjem z elektronskim mikroskopom pri-
merno pripraviti, zato zivih tkiv in celic ni
mogoce slikati. Za spremljanje fizioloskih
procesov snemamo ¢asovno sliko dogajanja
v zivih celicah. Mikroskop STED omogoca
raziskave bioloskih procesov s superlocljivo-
stjo.
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Ali je bil Laznivi Kljukec geolog?

Mihael Brencic

V zakladnici slovenskih ljudskih pregovorov
bomo nagli §tevilne reke, povezane z lazjo.
Na primer: »Laz ima kratke noge« ali pa
»Kdor laze, ta krade«. Naga vzgoja nam pre-
poveduje, da bi lagali. Ce nam kdo laze, nas
to prizadane ali pa ima celo hujse posledice
v nasih medcloveskih odnosih. A laz, kako
nenavadno, je lahko tudi spros¢ujoca. Kdo
med nami ni poslusal svojih dedov ali starej-
§ih sorodnikov, ki so pripovedovali zgodbe
iz svoje mladosti, v katerih se je vse kadilo
in na veliko pokalo, v katerih so nastopali
kot veliki osvajalci Zenskih src in v kate-
rih se je sploh veliko dogajalo? V pripovedi
smo uzivali, se smejali in v¢asih zmajevali z
glavo, ko pa smo se, ko je ¢ar pripovedova-
nja ugasnil, zaleli o zgodbi sprasevati, smo
ugotovili, da se v njej skriva le droben oko-

stnjak resnice, ki je oblozen z debelo mastjo
lazi. Navidezne laZi in pretiravanja so nacin,
s katerim pisatelji skusajo pogosto pritegniti
bralca, pri pisanju se poigravajo z ozko mejo
med resni¢nostjo in domisljijo, med opisom
navidezno resni¢nih dogodkov in popolnimi
izmisljijami. Tak$nih del bomo v svetovni
literaturi nasli veliko. Nekatera so pozablje-
na, druga Se danes, po desetletjih, od kar
so nastala, privlacijo staro in mlado. Mednje
sodi tudi delo z baro¢no dolgim naslovom
Cudovita potovanja po kopnem in morju, vojni
pohodi in zabavne prigode barona Miinchhau-
sna ali po nase LaZnivega Kljukca, kakor jih
sam pripoveduje svojim prijateljem ob casi vina
ali krajse Laznivi Kljukec.





