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Des de fa més de tres-cents anys, la biologia cel-lular ha fet servir
imatges obtingudes mitjancant microscopis optics per entendre
I'organitzacio i el funcionament de les cél-lules. Tanmateix, des de
I'epoca de Z. Jansen, H. Jansen, R. Hooke i A. van Leeuwenhoek

" hi ha hagut una barrera en la microscopia optica que els fisics, de

la ma dels enginyers i dels biolegs, no han pogut sobrepassar:
el limit de resolucié dels microscopis. O, per ser més acurats, no
fins avui.

Els darrers anys s’han dissenyat i desenvolupat nous microscopis
i metodologies que, basats en diferents aproximacions, permeten
sobrepassar aquest limit a partir del fet de treure avantatge de
les caracteristiques fisiques de les ones de llum i dels fluorofors.

La fisica del limit

Les lleis fisiques que regeixen els mi-
croscopis van ser descrites a la fi del
segle xvir per Verdet, Abbe i Rayleigh
en diferents treballs. Aquests autors es
van adonar que el poder de resolucio,
que és la distancia més petita entre dos
objectes puntuals que encara permet
diferenciar-los individualment, és de-
pendent de fonaments fisics i no de li-
mitacions técniques. Aixi, un cop asso-

Es de l'inici de la microscopia optica,

I'evolucio de les técniques de contrasta-

ment i de marcatge ha estat continua,
de manera que permet el marcatge d’acids nu-
cleics i dorganuls cellulars especifics. Amb la
implantaci6 i perfeccio de la microscopia de flu-
orescencia, a més, s’han pogut marcar molécu-
les especifiques (proteines, lipids, etc.) i detec-
tar-les individualment. Amb el treball conjunt
dels biolegs i dels enginyers, s’han pogut desen-
volupar tecniques per visualitzar les molécules
marcades en céllules i organismes vius, cosa
que permet estudiar la migraci6 cel-lular i la
distribucié de molecules i dorganuls cel-lulars,
predir interaccions moleculars, etc. No obstant
aix0, el limit de resolucié dels microscopis Op-
tics, de prop de 250-300 nanometres, és un
obstacle en aquests estudis en que les proteines,
els lipids i molts organuls tenen una mida molt
inferior (vegeu la figura 1).
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lit el limit de resolucio, el simple fet de
millorar la qualitat dels components optics d'un
microscopi no permet veure-hi més detalls. Els
seus estudis teorics van descriure que la reso-
luci6 dels microscopis (en nanérr}etres) esta li-
mitada per la difraccié de la llum i segueix les
formules seguents:

Resoluci6 en el pla focal (x, y),
e T R
~ 2nsin(a)  2NA

[equacio6 1]

Resoluci6 en l'eix optic (2),

i n i [equacio6 2]

~ NA?
on A és lalongitud d’'ona de la llum, NA és l'ober-
tura numeérica de l'objectiu i n és I'index de re-
fracci6 del medi per on passa la llum.
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Limit de resolucié
dels microscopis optics

La resoluci6 practica dels microscopis es
pot quantificar analitzant la funci6 de dispersi6
d’un punt (PSF o point spread function, *fun-
ci6 de distribuci6 del punt’) al microscopi, que
descriu com de desdibuixat (o borrés) es veu un
objecte puntual (una molecula tnica fluores-
cent, per exemple) en ser observat a través d'un
microscopi. Aixi, quan la llum és enfocada per
l'objectiu d'un microscopi, l'ona de llum forma
un punt d'una mida definida per la difraccio. La
grafica de la intensitat en I'espai d’aquest punt és
la PSF (vegeu la figura 2). La resolucié d’un mi-
croscopi és 'amplada de la corba PSF a la meitat
de l'altura maxima.

D’acord amb les formules anteriors i consi-
derant les condicions més optimes pel que fa a
la longitud d'ona (A més curtes que la llum ul-
traviolada son incompatibles amb mostres bio-
logiques) i a l'obertura numerica (els objectius
d’alta NA arriben fins a 1,49 NA), la resolucio
esta limitada a uns 200-250 nanometres en el
pla focal i 500-700 nanometres en l'eix axial.

Fer servir electrons en lloc de fotons va ser la
soluci6 de la microscopia electronica per a millo-
rar la resolucié dels microscopis al principi del
segle xx. Seguint els mateixos principis fisics,
pero amb unes longituds d'ona 10.000 vegades
més curtes, la microscopia electronica permet
una resoluci6 dos ordres de magnitud major que
la microscopia optica. No obstant aixo, les tec-
niques de microscopia electronica no permeten
estudiar cel-lules o teixits vius, no tenen tanta
flexibilitat de marcatge especific com la micros-
copia optica, la preparacié de la mostra no és
senzilla i requereixen equipaments i personal
molt especialitzats. Aixi, la millora de la resolu-
ci6 dels microscopis optics ha estat el desig pro-
hibit per a la majoria dels biolegs cel-lulars.

Microscopia de superresolucio

Els darrers anys s’han desenvolupat diferents
estrategies de superresolucié que treuen pro-
fit de les propietats especifiques de la llum als
sistemes optics (TIRFM i SIM) i de les propie-
tats fotofisiques dels fluorofors (PALM/STORM

..............................
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>f VFigura 3. Esquema de
 la microscopia TIRF. A) En

¢ un objectiu per TIRF, el laser

1 (en blau) arriba en angle a la

© superficie del cobreobjectes.
Aquest és reflectit totalment
quan hi ha diferéncia entre
I'index de refraccio6 del vidre
(lents de I'objectiu, oli d'immersid
* i cobreobjectes) i del medi de
muntatge (medi aqués). B) Quan
el laser és reflectit, es forma una
ona evanescent que decau en
intensitat exponencialment amb
la distancia i només excita els
fluordfors (en verd) a menys de
150 nanometres de la interfase
1 medi aqués/vidre.

sececsccesesesesesssssscscsnse o

i STED). Tant la microscopia TIRFM com la
SIM permeten la visualitzacié dels fluorofors
convencionals amb un increment notable de la
resoluci6 axial (TIRFM) o duplicant tant la re-
soluci6 en el pla focal com en l'axial (SIM). La
microscopia PALM/STORM, també coneguda
per puntillisme, pel moviment dels pintors neo-
impressionistes que es basa a pintar amb punts
de colors, aconsegueix resolucions de prop de
20 nanometres en el pla focal i de 60 en el pla
axial per mitja de I'encesa diferencial dels fluo-
rofors de la mostra. La microscopia STED, de
la seva banda, assoleix resolucions properes a
50 nanometres gracies a la depleci6 de la fluo-
rescencia emesa mitjangant un laser especific.

Microscopia TIRFM

Als anys vuitanta del segle passat es va disse-
nyar la microscopia TIRFM (de l'anglés total
internal reflection fluorescence microscopy)
per estudiar amb especial detall la superficie
de les cel-lules, sense que faci nosa el soroll de
fons de la fluorescéncia de les estructures in-
ternes (Axelrod, 2001). Aquesta és una técnica
de microscopia de fluorescéncia que permet
il luminar especificament només els fluorofors
que es troben en la secci6 optica per sobre de la
interfase entre dos medis amb diferents indexs
de difracci6 (vidre o medi aquoés; vegeu la figura
3). Per aconseguir-ho, el feix d'un laser és dirigit
obliquament a la interfase amb un angle inci-
dent per sobre d'un angle critic. Sota aquestes
condicions, la llum és totalment reflectida i es
crea una ona evanescent estable que es propaga
parallela a la interfase i es dissipa exponenci-
alment amb la distancia. La fondaria de pene-
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traciéo més enlla del vidre que s’aconsegueix és
de 100 a 200 nanometres, i aixi només els flu-
orofors propers a la interfase entre el vidre i el
medi de muntatge aqués reben prou energia per
excitar-se i emetre fluorescencia.

D’enca quan es va comencar a desenvolupar,
s’han fet nombrosos estudis amb microscopia
TIRFM, que permet la caracteritzaci6 dels pro-
cessos dexocitosi i dendocitosi i de I'adhesio
cel-lular al substrat i I'estudi de receptors i ca-
nals ionics de la membrana plasmatica (Schnec-
kenburger, 2005; Mattheyses, 2010).

Microscopia SIM

La microscopia SIM (de I'angles structured illu-
mination microscopy) es basa a fer servir llum
estructurada per excitar la mostra, és a dir, que
la llum presenta un patr6 espacial d’alta fre-
qliencia. En microscopia de fluorescéncia, quan
una mostra amb estructures petites s’il-lumina
de manera convencional, apareixen patrons
d’interferéncia, com el cas dels patrons de moi-
ré (us heu fixat que, quan a la televisio, sistema
que mostra la imatge estructurada, algt porta
un vestit amb ratlles, sembla que aquestes dei-
xin de ser paral-leles i sentrecreuin? Aquests
son els patrons d’interferencia de moiré). Quan
s’aplica llum estructurada en diferents orienta-
cions i s’agafen imatges per cadascuna d’aques-
tes, la modulaci6 espacial addicional produida
pels patrons d’excitaci6 permet millorar la reso-
luci6 espacial de la imatge reconstruida. El pro-
cessament de les diferents imatges fent servir
algoritmes permet obtenir imatges d’alta reso-
lucié (Gustafsson, 2005).

Els nous microscopis SIM en 3D i d’alta ve-
locitat estan permetent la visualitzaci6 de mos-
tres de fluorescéncia convencionals, i ja estan
apareixent publicacions on s’estudia el nucli
cel-lular, el citosquelet o els mitocondris (Shao,
2011; Schermelleh, 2010).

Microscopia PALM/STORM

La microscopia PALM (de I'angles photoactiva-
ted localization microscopy) i la microscopia
STORM (de l'angles stochastic optical recons-
truction microscopy) es basen en la detecci6 i
localitzaci6 amb precisi6 nanometrica de mo-
lecules fluorescents individuals en una mostra
(Betzig, 2006; Rust, 2006). Aquest tipus de
microscopia permet assolir una resoluci6 de
10-20 nanometres en el pla focal. La PALM i
la STORM s6n especialment ttils per a I'estudi
d’esdeveniments que tenen lloc a la membra-



na plasmatica, ja que tipicament es combinen
amb la microscopia TIRFM, que limita el volum
d’excitaci6 a 100-150 nanometres de la superfi-
cie del portaobjectes i redueix el soroll de fons,
malgrat que també es fa servir amb il-luminacid
de fluorescencia convencional. Alhora, el des-
envolupament de la STORM 3D permet assolir
resolucions de 50-60 nanometres en la dimen-
si6 axial (Xu, 2012). Nous avencos com el des-
envolupament de fluorofors fotoconvertibles,
de cameres o detectors d’alta sensibilitat i d’al-
goritmes de localitzaci6 de particules fan que
aquesta microscopia es pugui aplicar a diversos
ambits del mon cientific.

Les microscopies PALM i STORM es basen
en la separaci6 temporal de l'excitacié de mo-
lecules properes, que fa que només una part
d’aquestes pugui ser detectada en un moment
determinat. Aquest procés consisteix en l'ac-
tivaci6 a l'atzar de molecules fluorescents (fo-
toactivables o fotoconvertibles) d'una manera
seqiiencial. Inicialment, la major part de les
proteines fluorescents es troba en el seu estat
inactiu (sense emissi6). Utilitzant un pols de
llum a diferent longitud d’ona, una petita frac-
ci6 d’aquestes es fotoactiva o es fotoconverteix,
la qual cosa permet I'adquisici6 de la fluorescén-
cia emesa fins que es fotoblanqueja i s’inactiva
(vegeu la figura 4). La fluorescencia de molécu-
les individuals activades és captada (en forma
de PSF a través del microscopi) i localitzada en
unes coordenades concretes. Aquest procedi-
ment es repeteix milers de vegades, i la localit-
zaci6 amb precisi6 subnanométrica dels centres
de les PSF permet obtenir un patr6 de coorde-
nades (imatge PALM/STORM) de la major part
de les molecules marcades. La imatge que s’'ob-
té amb la PALM/STORM és una composici6 de
cada una de les coordenades de cada molecula
individualitzada.

La microscopia PALM/STORM es duu a ter-
me mitjancant una gran varietat de molecules
fotoactivables o fotoconvertibles que inclouen des
de fluorofors fins a proteines fluorescents. La di-
ferencia entre ambdues técniques rau en el fet que
la PALM utilitza proteines fluorescents fotoacti-
vables o fotoconvertibles, mentre que la STORM
utilitza anticossos marcats amb fluorofors.

Amb la microscopia PALM/STORM s’ha po-
gut estudiar amb gran precisid la xarxa cortical
del citosquelet d’actina, l'estructura de les ad-
hesions focals, mitocondris, vesicules d’endoci-
tosi, l'organitzaci6 de proteines de senyalitzacio

[ Microscopia de superresolucio |
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«4Figura 4. Microscopia
PALM/STORM. A) Durant
I'adquisicié, només es fotoactiven
a'l'atzar uns quants fluorofors,
mentre que la major part dels
fluorofors roman en el seu estat
inactiu. Per obtenir una imatge
PALM/STORM, sén necessaris
almenys 10.000 cicles d'activacio
i adquisicié. Les PSF sén
localitzades a escala nanometrica
per generar una imatge de
superresolucié. B) Proteina
fotoactivable mEos2, utilitzada en
la PALM. C) Fluorocrom:cianina
5 (Cyb), utilitzat en la STORM.
D) Imatge PALM de dos colors
de vesicules amb el receptor de
glucosa Glut-4 i un marcador de
F-actina (LifeAct) en ceél-lules
NIH3T3 en cultiu.
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a la membrana plasmatica, etcétera (Xu, 2012;
van de Linde, 2008; Williamson, 2011).

Microscopia STED

Una altra estrategia en la millora de la resolu-
ci6 dels microscopis és reduir I'area d’irradiacio
(excitacio) a nivells per sota del limit de reso-
lucié. Una manera d’aconseguir-ho és reduir
la mida del feix del laser efectiu per l'excitacio,
com, per exemple, en el cas de la microscopia
STED (de l'anglés stimulated emission deple-
tion). El que fa innovadora aquesta técnica és
la preséncia d’'un laser en forma d’anell (donut)
que permet augmentar la resoluci6 a uns 50 na-
nometres (Willig, 2006).

Els fluorofors, quan reben llum a la seva lon-
gitud d’'ona d’excitacid, capten I'energia i passen
aun nivell d’energia superior (S ; vegeu la figura
5.A). Passats uns quants nanosegons, els fluoro-
fors es relaxen i emeten espontaniament aques-
ta energia en forma de fluorescencia, i retornen
al seu estat de repos (S,). Alternativament, els
fluorofors també poden retornar al seu estat
de repos mitjancant emissi6 estimulada, que
és el principi en el qual es basa la STED. Quan
un fluorofor en estat excitat és irradiat amb un
feix laser de longitud d’ona similar a la llum que
emet, pot retornar immediatament al seu estat
de repos sense emetre fluorescéncia.

En la microscopia STED, els fluorofors pre-
sents en la mostra sén excitats amb un laser
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convencional com en la microscopia confocal.
Alhora, s’hi aplica un segon laser en forma de
donut, 'anomenat feix de deplecio, que se su-
perposa al feix d’excitaci6 només a la perife-
ria d’aquest (vegeu la figura 5.B). El laser de
deplecié emet fotons amb una longitud d'ona
superior a la del feix d’excitacio, que coincideix
amb la diferencia d’energia entre l'estat de re-
pos i l'estat d’excitacié dels fluorofors. Com a
conseqiiencia, els fluorofors son desexcitats i
retornen al seu estat de repos. Aixi es limita el
senyal fluorescent només a la part central del
feix d’excitacio.

Diferents estudis amb microscopia STED
han desemmascarat una major complexitat en
processos biologics com ara els mecanismes de
fusi6 de membranes en neurones tant en cél-
lules fixades com en neurones vives (Saka, 2012)
i han permeés obtenir imatges de més resolucid
del citosquelet (Kasper, 2010; vegeu la figura 6).
La microscopia STED també ha permes visua-
litzar estructures subcel-lulars com ara els rafts
lipidics en combinar-la amb la FCS (fluorescen-
ce correlation spectrometry) (Eggeling, 2009).
Kai Simons va proposar el 1988 el model dels
rafts lipidics per a les membranes cel-lulars, en
el qual es postulava que certs lipids i proteines
de les membranes biologiques podrien formar
agregats per facilitar la transmissio cel-lular de
senyals. Aquestes estructures raft, duns 30-
50 nm de diametre, finalment han pogut ser
detectades amb un microscopi STED.
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Limpacte de la microscopia de superre-
soluci6 en la biologia cellular és encara im-
previsible, pero creiem fermament que és una
tecnologia transformadora. La possibilitat de

[ Microscdpia de superresoluci6 J !

visualitzar molecules o
estructures amb una re-
soluci6 de prop de 20-50
nanometres ens permet
fer correlacions espacials
entre receptors, entre re-
ceptors i els seus lligants,
dissecar estructures com
ara les adhesions focals
o estudiar les proteines
implicades en mecanis-
mes com ara les sinapsis
neuronals. Els biolegs
cellulars que utilitzen
actualment els sistemes
de superresolucié poden
veure coses que mai no
van ser capacgos de veure
amb una claredat sense
precedents. Amb aquests
microscopis es poden re-
soldre organuls i veure’n,
in vivo, la
Podriem dir que no sola-
ment s’esta comencant a reescriure la biologia

«biologia».

cel-lular, sin6 que els avancos que es poden es-
perar només estan limitats per la imaginacio
dels cientifics que utilitzen l'equip. |
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4Figura 6. Imatge confocal

i imatge STED del marcador de
F-actina LifeAct marcat amb YFP
(cedit pel laboratori del Dr. R.
Wedlich, de I'Institut Max Planck)

en cel-lules Hela en cultiu.

Imatges cedides per I’Advanced
Light Microscopy Unit (ALMU) del
Centre de Regulacié Genomica de
Barcelona. :

Carles Enrich

(Barcelona, 1952)

és catedratic de bio-
logia cel-lular de la
' UB i investigador de
" I'IDIBAPS; dirigeix el
: . Grup d’Endocitosi,
B ’ 4 Trafici Senyalitzacio.

(Barcelona, 1976)

7‘ és investigador al
¥ laboratori del doctor
e Enrich i va entrar en
! contacte amb els
3 . primers microscopis
no comercials de
superresolucié durant la seva estada
postdoctoral a Australia.

Anna Alvarez-Guaita
Meritxell Reverter

(Barcelona, 1986) (Barcelona, 1984)

'f'm'I

E‘ﬁ,’ "

son |I|cenC|ades en biologia per la
UPF i la UB, respectivament, i estan
elaborant la tesi doctoral sota la
direccié de Carles Rentero i Carles
Enrich. El camp d'interés del grup
és entendre els mecanismes i el
funcionament cel-lular pel que fa a
senyalitzacio, endocitosi i transport
vesicular i té com a eines de treball
habituals les microscopies de fluores-
céncia confocal, de superresolucio i
electronica.



