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Meget af vores viden om cellebiologi er udledt af klassiske mikroskopbaserede eksperimenter, som har taget
udgangspunkt i en simpel prgve: En isoleret celle i en petriskal. Men kan vi regne med, at en isoleret celle i en
petriskal opfgrer sig, som den ville ggre i sit naturlige miljg? — Nej, det kan vi nok ikke altid. Denne artikel belyser ét
aspekt af den igangvarende mikroskopudvikling — nemlig udviklingen af mikroskoper, som kan observere levende

celler i intakte vev.

Kvant er et tidsskrift for fysik og astronomi — et tids-
skrift, der behandler “observationer af verdensrummets
giganter” og “teleskopteknologi”. Jeg fgler mig meget
privilegeret og maske lidt fejlcastet, nar jeg nu har faet
lov til at bringe denne beretning om “observationer af
bio-rummets bitte sma celler” og “mikroskopteknolo-
gi”. Jeg haber at du, kere leser, er med pa at tage et
kig igennem den anden ende af teleskopet — nedad og
indad.

I min optik er den vesentligste forskel imellem mi-
kroskopi og “teleskopi”, at vi kan @ndre og perturbere
den progve, vi undersgger med vores mikroskoper. Fx
kan vi fa bestemte proteiner i en celle til at lyse op vha.
fluorescerende markgrer, og vi kan observere, hvordan
neuroners respons pa stimuli endrer sig, nar vi senker
temperaturen. Tenk lige over, hvor effektivt vi ville
kunne udforske verdensrummet, hvis vi havde lignende
muligheder for at pavirke de objekter og faenomener,
som vi forsgger at observere igennem vores teleskoper.
Mon ikke vi kunne danne os en hel masse nye indsigter,
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hvis vi kunne fa exoplaneter til at “lyse op” eller bare
se, hvad der sker, nar en galakse kgles ned. Den luksus
har vi desverre ikke, nar vi kigger op. Men nar vi kigger
ned, er det en helt anden sag.

Det er absolut en fordel, at vi kan pavirke de prgver,
vi mikroskoperer. Men det er ogsa en faldgrube. Ek-
sempelvis har vi lenge veret tilfredse med at observere,
hvordan levende, eukaryote celler opfgrer sig i isolation
pa en glasoverflade (in vitro) — altsa efter en betydelig
perturbation, hvor cellerne er blevet isoleret fra deres
naturlige milj@, som typisk bestéar af andre celler samt
et hav af signalstoffer. Jeg ville ikke selv opfgre mig
helt normalt, hvis jeg blev ladt alene pa en glasflade —
og da slet ikke, hvis jeg blev gennemlyst af en meget
kraftig lyskilde, som det ofte er tilfldet for biologiske
prover, der mikroskoperes. I dette lys ma vi tage visse
forbehold, nar vi konkluderer pa observationer, som
foretages under “unormale” forhold for den biologiske
prove.

(b) Fluorescensmikroskop i “light-sheet”-konfiguration
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Figur 1. Reduktion af lysdosis. (a) Et almindeligt fluorescensmikroskop belaster hele prgven med excitationslys og producerer

relativt slgrede billeder. (b) Et light-sheet-fluorescensmikroskop belyser kun et tvarsnit igennem prgven og producerer skarpe
billeder. Bemerk, at excitationslysets stralebane er en smule fortegnet.
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Figur 2. Light-sheet konfiguration jf [2].

Mikroskopbrugerne (aka. biologerne) er ikke blinde
for denne problematik, og de har lenge efterspurgt bio-
billeddannelsesmetoder, der kan “filme” cellers opfgr-
sel i intakte vaev — helst hurtigt, helst i tre dimen-
sioner, og helst uden at prgven perturberes af selve
billeddannelsesprocessen. Ja, de er ikke kede af det,
biologerne. Disse behov har varet (og er fortsat) en
hard ngd at knaxkke for det teknisk-videnskabelige
samfund omkring udviklingen af mikroskoper til bio-
logisk billeddannelse — altsa den faggruppe, jeg selv
tilhgrer. Vi er slet ikke i mal endnu. Men det gar hurtigt
fremad. I denne artikel tager vi et kig pa nogle af de
centrale udfordringer og lgsninger, som karakteriserer
den igangverende udvikling af fluorescensmikroskoper
til billeddannelse af levende vev.

Udfordring #1: Lysdosis

En af udfordringerne ved fluorescensbaseret billeddan-
nelse af levende vaev er, at vi ma begraense den lysdosis,
vi udsatter vevet for. For at frembringe fluorescens
fra en markgr i vavet, er det ngdvendigt at ramme
markgren med lys, typisk fra en laser med en passende
fotonenergi, som kan bringe markgren i en exciteret
(mere energirig) tilstand. Herefter kan markgren falde
tilbage til sin grundtilstand ved at fluorescere. Mere
specifikt foregar fluorescens ved, at markgren forst
afgiver lidt af den tilfgrte energi til omgivelserne og
derefter emitterer en foton med lavere (Stokes-forskudt)
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energi, end den blev tilfgrt. Vi kan sa vere heldige at
detektere den emitterede foton med et kamera placeret
i et billedplan konjugeret til prgven, som vist i figur 1a.
I konventionelle fluorescensmikroskoper indfgrer vi det
exciterende lys gennem det samme mikroskopobjektiv,
som vi bruger til at opsamle emitteret lys (fluorescens),
herved gennemlyser vi hele prgven og ikke kun det plan
i prgven, vi forsgger at tage et billede af.

Denne lysgeometri har to ulemper: For det fgrste er
der altid en risiko for, at det exciterende lys interagerer
med prgven pa destruktiv vis, hvorved de naturlige
biokemiske processer i prgven perturberes. Nar hele
prgven gennemlyses, er der relativ hgj risiko for, at
sadanne perturbationer manifesterer sig. For det andet
exciteres en masse markgrer uden for billedplanet helt
ungdigt. Hver gang en markgr exciteres, er der en
risiko for, at dens kemiske struktur andres, hvorved
markgren kan miste sin evne til at fluorescere. Nar de
fluorescerende markgrer gradvist bliver gdelagt, ma vi
kompensere ved at skrue mere op for excitationslyset —
og sa gdeleegger vi bare endnu flere markgrer og gger
risikoen for at perturbere prgvens naturlige biokemi.

En Igsning, som i nogen grad omgar disse to pro-
blemer, er “light-sheet”-lysgeometrien, der benytter to
objektiver som vist i figur 1b og figur 2 [1,2]. Det ene
objektiv indfgrer et smalt teppe af lys, som kun exci-
terer markgrer i ét plan i prgven. Fluorescens emitteret
fra markgrerne i dette plan afbildes pa kameraet via det
andet objektiv. Ideen bag light-sheet-lysgeometrien er
flere artier gammel, men den er fgrst begyndt at vinde
indpas i de seneste ar, hvor automatisering og special-
fremstillede optiske komponenter har gjort teknologien
praktisk anvendelig og tilgengelig.

Udfordring #2: Stralebaneforvraengninger

En anden stor udfordring er at kigge dybt ind i levende
vav, uden at skeere det i stykker. Et levende vaev bestar
nemlig af mange lommer med forskellige brydnings-
indeks (fx cellekernen, cytosol, og det ekstracellulere
rum). Som sadan kan vi sammenligne et levende vev

(c) Tyk prove og adaptiv optik

Adaptiv
optik

Figur 3. Adaptiv optik. (a) Et light-sheet-fluorescensmikroskop og en tynd prgve. Her har vi ingen problemer med stralebane-
forvreengninger. (b) En tykkere prgve forvrenger stralebanen imellem markgr og kamera. Derfor far vi et slgret billede af markgren.
(c) Med adaptiv optik kan vi kompensere for de stralebaneforvreengninger, den tykke prgve inducerer. Den viste adaptive optik
(selve komponenten) er et deformerbart spejl (engelsk: deformable mirror) — en computerstyret, reflektiv membran, som kan bgjes

i arbitraere former.

KVANT, marts 2021 — www.kvant.dk

15



Et billede
(2000 x 2000 pixels)

Et datapunkt (en pixel)

[]

12bit=1,5B 6 MB

D

Et 3D-billede

(2000 billeder ; 8 mia voxels)

<z

-

m En 3D-film
D e .
TRTEITX (36 3D-billeder)
N Y

T
A s Y o
e e
T o Rl e T
T T E 2>
.%Qm

12GB 432 GB

Figur 4. En hel masse data. En kort 3D-film kan hurtigt sluge 432 GB hukommelse.

med ornamenteret glas, som vi kender det fra gam-
meldags badevarelsesvinduer: Mediet er rimeligt gen-
nemsigtigt, sa vi kan godt tage et billede af et objekt
pa den anden side. Det er imidlertid svert at fa et
skarpt billede, fordi mediet forvreenger lysets straleba-
ne. En fornuftig Igsning pa dette problem blev faktisk
kopieret direkte fra “teleskopien”, hvor man lenge har
brugt adaptiv optik (engelsk: adaptive optics) til at
kompensere for stralebaneforvrangninger forsaraget af
“ujevnheder” i Jordens atmosfere [3]. Den mest almin-
delige form for adaptiv optik er et computerstyret spejl,
der kan bgjes i arbitrere former — ligesom spejlene i
Tivolis spejlkabinet. Tricket er at bgje spejlet i netop
dén form, der modsvarer den stralebaneforvraengning,
som indfgres af mediet imellem kamera og objekt. Jeg
har aldrig brugt adaptiv optik til at kigge igennem
badevarelsesvinduer, men det burde i princippet vere
muligt. Figur 3 viser, hvordan adaptiv optik kan bruges
(fornuftigt) til at kompensere for stralebaneforvrang-
ninger fra et veav, hvorved vi far et skarpt billede af
fluorescerende strukturer relativt dybt inde i vevet.

Udfordring #3: Datamzengden

Det har lenge veret muligt at kortlegge den tredimen-
sionelle fordeling af fluorescerende markgrer i biologi-
ske strukturer. Rent praktisk ggres dette ved at optage
en serie/stak billeder af forskellige tvearsnit igennem

(a) Organ-on-a-chip prototype (simuleret kapillaer)
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prgven, som vist i figur 4. Med nye metoder som
light-sheet-mikroskopi kan vi optage et ‘“3D-billede”
meget, meget hurtigt — alt for hurtigt, vil nogen sige,
pa grund af den datameangde, vi sa skal handtere. Med
eksisterende teknologier kan vi fx sagtens optage et 3D-
billede bestaende af 2.000 billeder, hvert bestaende af
2.000 x 2.000 pixels. Dette vil give os 8 milliarder
datapunkter (voxels). Hvis hvert datapunkt har en bit-
dybde pa 12 bit (svarende til 1,5 byte), sa vil vores
3D-billede optage 12 GB hukommelse. Hvis kameraet
optager 20 billeder per sekund (det er lavt sat), sa tager
det 100 sekunder at optage vores 3D-billede. Hvis vi nu
skal lave en 3D-film, altsa en serie af 3D-billeder, sa vil
vi efter en time have opsamlet 432 GB data. Vi kan altid
kgbe flere harddiske, s& datamangden er egentlig ikke
et uoverstigeligt problem i sig selv [4]. Det helt store
problem har vi, nér vi skal treekke meningsfuld og kvan-
titativ information ud af vores billeddata. Heldigvis er
3D/4D-billedanalyse ogsa et felt i hastig udvikling [1].

Udfordring #4: Den biologiske prgve

Det er relativt simpelt at “tagge” bestemte proteiner
1 isolerede celler med fluorescerende markgrer. En
forholdsvis handgribelig metode er at indfgre “skred-
dersyet” DNA, som far de isolerede celler til selv
at producere proteiner med fluorescerende markgrer.
Dette er langt mere kringlet at ggre i intakte vaev eller

(b) Organ-on-a-chip prototype (tarmepitel)

Lumen channel: blue
Capillary channel: red

Figur 5. Organ-on-a-chip-prototyper. (a) Et blgdt stillads, som tarmceller skal kunne bruge som udgangspunkt for at forme
de bgrstelignende strukturer, vi kender fra tarmepitelet. Et kunstigt kapilleer gennemlgber hvert bgrstehar. T panelet til venstre
gennemstrgmmes den simulerede tarmlumen og den simulerede blodbane med hhv. en bld og en rgd vaske. (b) Et andet organ-on-
a-chip system, som ogsa simulerer tarmepitelet. Celler (grgn og bla) dekker overfladen af chippens blgde stillads. En kombination
af organ-on-a-chip-systemer som disse kan maske hjelpe os til at observere, hvordan bestemte naringsstoffer, medikamenter
og toksiner finder vej fra tarmes lumen, igennem tarmepitelet, til blodbanen. Med lidt videre udvikling kan vi ogsa begynde at
undersgge samspillet imellem forskellige celletyper og sammenh@ngen imellem cellernes placering og deres funktion. Tak til
Rujing Zhang, Nayere Taebnia og Niels B. Larsen (DTU) for lan af figurer.
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hele organismer — ikke umuligt, men sveart, dyrt og
tidskrevende. Affotograferingen af intakte vevsprgver
kompliceres yderligere af, at vaevet hurtigt holder op
med at fungere, hvis det fjernes fra “moderorganismen”
— fx fordi tilfgrslen af iltet blod ophgrer. Kort sagt: Hvis
vaevet ikke er tilgengeligt pa organismens yderside,
sa har vi et problem. En rigtig god lgsning pa dette
problem ligger i horisonten i form af organ-on-a-chip-
systemer — altsa sma kunstige organ-efterlignende bio-
logiske strukturer, som fremdyrkes af fx stamceller, se
figur 5 [5]. Denne krydsning imellem en in vitro- og in
vivo-prgve kan hurtigt danne basis for en helt ny made
at undersgge biologien og de mekanismer, der ligger
til grund for liv og sygdom [6]. En sarligt spendende
vinkel pa organ-on-a-chip-systemer er, at vi maske vil
kunne lave person-specifikke systemer og observere,
hvordan det kunstige vav responderer pa medicinsk
behandling. Men det er en helt anden historie.

Nu fik vi skrabet lidt i overfladen pa, “hvad der rgrer
sig” i forbindelse med billeddannelse af levende vev —
men der er meget mere at tage fat pa. Fx fik jeg slet ikke
navnt superoplgsningsmikroskopien (se Nobelprisen i
kemi 2014), eller det vald af billeddannelsesmetoder,
der kan komplementere fluorescensmikroskopien [7].
Mikroskopiens udvikling foregar i krydsfeltet mellem
elektronik, biologi, kemi, optik, mekanik, program-
mering og sagar kvantefysik. Nar ét af disse felter
rykker sig markant, sa fglger mikroskopien ofte trop.
Maske er det ikke helt galt, at naturvidenskabsbrikken
i Bezzerwizzer ser ud, som den ggr (eller gjorde, sidst
jeg spillede det; dengang viste naturvidenskabsbrikken
nemlig et billede af et mikroskop) — og maske er den-
ne artikel alligevel ikke helt malplaceret i tidsskriftet
Kvant.
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