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Mikroskopie dnes

Svét kolem sebe si uoédomujeme soymi
smysly, a snad nejboharsim nasim smys-
lem je zrak. Pozoroované predmety ncho
déje osak porrebujeme casto forografic-
ky zobrazit bud'za dicelem dokumentace,
nebo i z pohnutek dojmooych.
Jiri Fiala, Jan Schlemmer, Zaklady
praktické makrofotografie
amikrofotografie, Orbis, Praha 1956
Nad mikroskopy se setkavaji vsechny
hlavni prirodovédecké obory: fyzika
a matematika (teorie a konstrukee
pristrojd), chemie (sklai'ské techno-
logie, ptiprava a barveni preparat®)
a biologie, ktera byva dodavatelkou
zkoumanych objektd a dokaze po-
méhat i pfi jejich vizualizaci (imuno-
cytochemie). Snad pravé diky témto
setkanim jsou pohledy do mikrosvéta
tak lakavé a tézko je 1ze na strankach
Vesmiru né¢im nahradit. Nemalou ro-
li hraje i vlastni krasa zkoumaného.
Spolecné usili redakce Vesmiru
a Ceskoslovenské mikroskopické
spolecnosti, stejné jako vstiicnost
anasazeni autorského kolektivu daly
vzniknout této mimoradné prilo-
ze bfeznového Vesmiru roku 2004,
ktera v kostce prinasi mnohé pod-
statné z mikroskopie. Materialu se
seslo mnoho, proto ¢ast otiskujeme
v bfeznovém Vesmiru na stranach

146-153. Stanislav Vanék
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Jaromir Plasek: Promeény svetelné mikrosko-
pie ve 20. stoleti 0d lupy k mikroskopdm

s pocitacem (s. 146)

Mikroskopie /Oata a souvislosti/ (s. 150)

Na obalce prilohy: Trichomy chrastavce
(Knautia), Nomarského diferencialni
interferencni kontrast, zvétSeni 85x. Snimek
poridil na mikroskopu Olympus © JoseF Reischig.

Kam sméi"uie

LUDEK FRANK

elektronova mikroskopie?

Rekapitulace a vyhledy

Odpovidat by samozrejmeé znamenalo ostou-
pit na pole science fiction. Pokusme se osak
oyymenovat hlaoni pristrojooé trendy v elek-
tronové mikroskopii a naznacit jejich prao-
dépodobné dalsi smévovdni. Elektronovd
mikroskopie md jiz po desetileri v Ceské véde
a pramyslu zoldstni postaveni. V mdlokte-
rém oboru jsme troale na tak dobré droo-
ni a mdme takovou mezindrodni prestiz ve
oSech polohdch - od [yzikdlni teorie pies me-
todologicky a pristrojooy oyzkum az po olast-
ni oyrobu. A co je hlaoni, z Bruna se i naddle
expeduji mikroskopy do celého soéta.

Kromé univerzalnich rastrovacich a pti-
mo zobrazujicich mikroskopt a jejich
hybridnich kombinaci mlzZzeme mezi
pristroje elektronové mikroskopie zara-
dit i testery integrovanych obvodd, mi-
krosondy s elektronovym svazkem, po-
ptipadé¢ elektronové litografy, svarecky
a mikroobrabéci stroje, obvykle dopl-
néné zobrazovacim rezimem, a kone¢né
netradi¢ni konstrukce s permanentnimi
magnety, miniaturizované elektronové
optické tubusy mnohasvazkovych systé-
mu a dal$i novinky poslednich let.

Moderni prozafovaci (transmisni)
elektronové mikroskopy (TEM) pre-
konaly magickou hranici rezliseni jednoho
angstromu %O,I nm) a zobrazuji jednotlivé
atomy nebo alespon detaily o rozmérech
a vzajemnych vzdalenostech atomd. Ob-
vykle ovSem jde o periodicky se opaku-
jici maxima intenzity v interferen¢nim
poli prochazejicich a rozptylenych elek-
tronovych vln po vystupu z tenké vrst-
vy vzorku a priichodu zobrazujici ¢asti
mikroskopu. Schopnost prenést vysoké
prostorové frekvence na trovni vzdale-
nosti atomd jiz postacuje pro pocitaco-
vé zpracovani obrazu, jez skute¢né po-
lohy atom® ukéZe. Ukolem je ,obratit*
procesy rozptylu elektronti a zobrazeni
za pritomnosti fizovych efektd.!

Pokrocily systém zpracovani obra-
zu jiz tvori nedilnou soucast mikrosko-
pu 2a na jeho dalsi vyvoj se asi soustre-
di pokrok v oblasti TEM. Do programi
pro simulaci elektronového rozptylu
totiz mohou byt zahrnuty kmity krys-
talové mrize, povrchové amorfni nebo
rekonstruované vrstvy, naklon atomo-
vych sloupci ad. Toto zpracovani obra-
zovych dat je ve své podstaté dvojroz-
meérné a tim se omezuje na krystalicka
usporadani. O krok dale je TEM tomo-
grafie (viz prispévek P. Hozaka a ]. Ne-

besatové), ktera tieti rozmér postihuje,
avsak prozatim pouze s rozliSenim v jed-
notkach nanometr. Dals$im moznym
»rozmérem® pofizovanych dat je ener-
gie elektrond. Energiovou analyzu pod
rovinou kone¢ného obrazu jiz nahradily
filtry uvnitt projekéniho systému, tvo-
fené sestavou disperznich a mnozstvim
korekénich prvkd. Dnes jiz lze udrzet
subangstromové rozliSeni i v obraze fil-
trovaném na o,1az 0,2 €V.

Simulace obrazu zndmé atomové struk-
tury v TEM je zvladnuta a budoucim
ukolem je simulovat obraz libovolné
struktury vetné zahrnuti rusivych jeva
a redukovat Stobbstv faktor vyjadrujici
rozdil mezi kontrasty sejmutych a simu-
lovanych obrazt. Tento faktor ma realny
podklad (napt. v nepruzném rozptylug,
ale soucasné je fantomem pripomina-
jicim nedostatecné pochopeni priro-
dy. ,Kone¢ny cil“ - identifikaci kazdého
atomu s jeho atomovym cislem a pres-
nou polohou v preparatu o tloustce sto-
vek atomovych rovin - si jiz umime pred-
stavit a ve zjednodusenych pripadech se
k nému pribliZujeme.

Horkym tématem je korekce optic-
kych vad.? Po desetileti vime, Ze op-
tické vady ,normalnich“ rotatné syme-
trickych elektromagnetickych cocek
nelze korigovat zadnou jejich kombinaci.
Vzdame-li se vsak nékterych z predpo-
kladdi (¢asové neproménnosti poli, zane-
dbatelnosti vlivu prostorového naboje
nebo spojitosti potenciélu a jeho prvni
derivace), mame Sanci obratit znamén-
ko koeficientu vady a kombinaci se stan-
dardnim prvkem vadu kompenzovat.?
Obvykle je opousténa rotacni symet-
rie a nastupuji multipdlova elektricka
i magneticka pole generujici vady obou
znamének. Mnohé navrhy multipdlo-
vych korektordl jiz byly na laboratorni
urovni realizovany a ovéreny. Prvni ko-
merc¢ni korektor pro STEM umoznil do-
sahnout rozliseni kolem o,1 nm, byt byl
napéjen 43 nezavislymi zdroji. Pokrok
sméfuje k systémim korigujicim otvo-

RNDr. Ludék Frank, DrSc., (*1946) vystudo-
val Fyziku pevnych latek na brnénské univer-
zité. V Ustavu pfistrojové techniky Akademie

véd CR se zabyva elektronovou mikroskopii
a spektroskopii, pfedevsim po metodologické
strance, a fyzikou povrchii. Od roku 2001 je
feditelem dstavu.




rovou i chromatickou (,,barevnou®) va-
du a k cisté elektrostatickym, snadnéji
a presnéji realizovatelnym systémém.*
Korektory vad asi zahy dosahnou usta-
lené podoby a bez zasahu obsluhy bu-
dou korigovat obé¢ hlavni vady. RozliSeni
TEM a STEM posunou pod o,1 nm, coz
je uroven, jejiz dalsi snizovani se dnes
nezda byt ucelné.

Ceskym prispévkem je nizkonapéto-
vy TEM s miniaturizovanym elektro-
nove optickym tubusem na bazi perma-
nentnich magnet a elektrostatickych
prvkd, ktery vytvaii obraz na stinitku
pozorovaném optickym mikroskopem.
Elektrony o energii pouhych nékolika
keV projdou jen velmi tenkymi prepa-
raty, avSak prendseji vysoky obrazovy
kontrast. Pronikne-li tento pristroj ve
vétsi mire na trh, bude to znamenat ne-
jen uspéch Ceské védy a primyslu, ale
i vyrazné obohaceni experimentalnich

1) Invertovat zobrazovaci proces znamend z koneéného
obrazu rekonstruovat vinu vystupujici z preparatu. K to-
mu potiebujeme Fokusacni sérii (Fadu snimkid sejmutych
s malymi rozdily v zaostfeni), kterou zpracujeme al-
goritmem vyuZivajicim zavislosti mezi funkci prenosu
kontrastu a zaostrenim objektivu. Kromé intenzitni in-
formace, tvofici zpracovavané snimky, tak ziskame také
informaci fazovou. Alternativou je mimoosova holografie,
pro niZ musi byt do tubusu zafazen elektrostaticky dvoj-
hranol. Ten pfeloZi aberacemi zkreslenou obrazovou vl-
nu pies nerozptylenou referenéni vinu a vyvold mezi ni-
miinterferenci. Fazova informace je pak pfistupngjsi, ale
piesto je stale vyhodnéjsi snimat fokusacni série holo-
gramd. Stfedni pds hologramu poskytne informace, kte-
ré jsou ekvivalentni datdm z konvencni fokusacni série
(smés signald pruzné a nepruzné rozptylenych elektro-
nd), zatimco z postrannich pasd rekonstruujeme kon-
trast pruzného rozptylu. Samotny proces nelinedrniho
dynamického rozptylu elektrond ve vzorku Ize pfiblizné
popsat, a tedy i invertovat pouZitim teorie ,kandlovani”
mezi sloupci atomi orientovanymi ve sméru elektronové
viny. K vysledku Ize dospét nékolika iteracemi, v nichz
se stfida priblizny vypocet struktury prepardtu z obra-
zovych dat se simulaci obrazu odhadnuté struktury.

2] Usili se vyplati tam, kde jsou optické vady pro rozlise-
ni obrazu rozhodujici. TEM zobrazuje vinu vystupujici ze
vzorku a vérné ji zobrazi jen pfi vylouteni vad. U rastro-
vacich systémd se informace lokalizuje podle nomindl-
ni vychylky primarniho paprsku a rozptyl elektrond ve
vzorku je soutasti prenosové funkce. V rastrovacim pro-
zarovacim mikroskopu (STEM) vznika v tenkém vzorku
jen nepatrny rozptyl a pristroj se tedy ke korekci hodi.
V bézném rastrovacim mikroskopu (SEM) je tomu nao-
pak a pokusi o korigovéni se objevuje méné.

3) Nejnovéji se dsili zaméfilo na tasové proménné pole.
Do kratkych pulzi prerusovany tok elektrond prochdzi
priletovym prostorem, na jehoZ konci se postupné ze-
siluje pole urychlujici stale pomalejSi pFichdzejici €asti-
ce. Vysledkem je konstantni energie vstupu elektrond do
tocky urcujici rozliSeni obrazu.

4] Zvlastni odnoZi jsou monochromatory svazku zuzujici
jeho energiovy rozptyl pod 0,1 eV.

5) V diisledku prodluzovani vinové délky elektrond a riis-
tu relativni velikosti energiového rozptylu ve svazku.

6) Jde napfiklad o difrakéni kontrast zobrazujici povr-
chovou krystalickou strukturu, elektronicky kontrast
umeérny lokalni hustoté elektronovych stavd, interfe-
rencni kontrast zviditelfiujici povrchové atomové stup-
né, popi. prouzky stejné tloustky na velmi tenkych po-
vrchovych vrstvach.

7) V prostoru nad preparatem, mezi pélovymi nastavci
objektivu a nad nimi, se umistuji elektrody, jejichZ tvar
a predpéti zajiStuji cileny transport €astic k detektoru
nad objektivem stranou optické osy. Lze pfitom do jis-
té miry vybirat energiovy interval detekovanych elektro-
nd a ovladat i podil sekundarnich a zpétné odrazenych
elektronl v konecném obraze. Na sbéru signalu se pro-
jevi i uhel emise. Zatim je vysledkem téchto snah Siro-
ky rejstiik detek&nich usporadani, poskytujicich z téhoz
preparatu navzajem vyrazné odliSné obrazy.

metod, zejména o pozorovani malo kon-
trastnich preparatt v pivodnim stavu.

Trendem v konstrukei pristroji SEM
jsou nizké energie elektrond, prinasejici
snizené nabijeni preparatu, zvyseny sig-
nal a mensi rozptyl ve vzorku. Korektory
by mély redukovat fatdlni pokles rozli-
Seni se snizujici se energii. Za ,normal-
nich® okolnosti se rovnoviha mezi otvo-
rovou, chromatickou a difrakéni vadou
s klesajici energif posouv4® - jestlize se
energie snizi o Ctyfi rady, rozliSeni po-
klesne o tii (velikostn{) ¥ady. Korektor
by vSak mohl i v konvenénim pristroji
umoznit rozliseni pod 1 nm pfi 1 keV. Po-
bliz této hranice prekvapive konci snahy
snizovat energii elektrond, ackoliv pri-
stroje s velmi pomalymi elektrony po-
skytuji nanejvys atraktivni vysledky.

Mikroskop s pomalymi elektrony
(Low Energy Electron Microscope, LE-
EM) byl navrzen jiz na pocatku sedesa-
tych let 20. stoleti, ale solidni realizace
se dockal aZ v poloviné let osmdesétych.
Slo o typ emisniho mikroskopu pri-
mo zobrazujiciho cely emitujici povrch
preparatu podobné jako TEM. ,Moder-
ni“ je fotoemisni mikroskop s excitaci
uzkym svazkem rentgenového zareni ze
synchrotronu. V LEEM na vzorek dopa-
da rovinna koherentni vlna elektrond
o energii pouhych jednotek az desitek
eV, ktera se z velké Casti odrazi. Poné-
vadz vlnova délka téchto elektrond je
blizkd meziatomovym vzdalenostem,
dochazi k interferenci mezi vilnami roz-
ptylenymi jednotlivymi atomy (elektro-
nové difrakci) a vybérem vhodného pa-
prsku lze zviditelnit lokalni krystalickou
strukturu vzorku a jejim prostrednic-
tvim mnozstvi fyzikalnich jev probiha-
jicich na ¢istém povrchu.

Rozsahly projekt LEEM probihal s Ces-
kou ucasti, ktera byla zasadni pti vyvoji
rastrovaci verze pristroje. I ve standard-
nim SEM lze elektrony zpomalit brzd-
nym polem tésné nad povrchem vzorku
v ,katodové ¢olce” a signilni elektro-
ny, sekundarni i zpétné odrazené, pak
urychlit opa¢nym smérem. Silné elek-
trické pole (o jednotkach kV/mm) potla-
¢i pokles rozliSeni se snizujici se energif,
takze upraveny piistroj ma vSechny vy-
hody nizkych energii, a navic zobrazuje
kontrasty v SEM jinak nedostupné.® Pod
energii cca 5o €V se stfedni volna draha
elektrond ve vzorku opét prodluzuje,
elektrony pronikaji hloubéji a klesa citli-
vost experimentu k vakuovym podmin-
kam, samoziejmé nikoliv u jevd, jez na-
stavaji jen na atomove Cistych povrsich.
Technika brzdéni primarnich elektront
v blizkosti vzorku se zfejmé zahy objevi
v komercnich pristrojich a rozsiti arze-
nal pro studium povrchd.

Pokrok ve vypocetni technice umoznil
pocitat prostorové rozlozeni elektro-
magnetickych poli, trajektorie elektrond,
zobrazovaci vady a profily elektronovych
svazkl. Vysledkem byla optimalizace
elektronové optickych prvkd a systémd

a navrhy jejich novych typi. Zhavou
zélezitosti jsou detekéni systémy navr-
hované podle pocitacové simulace drah
signalnich elektronti ve slozité trojroz-
mérné tvarovanych elektromagnetickych
polich.! Mladsiho data jsou také proce-
dury dalkové obsluhy pristroji pomoci
pocitacové site, které dnes dovedou pri-
jmout zakladni pokyny tykajici se rezimu
piistroje a sejmout obraz a v budoucnosti
jisté pokroci k rychlé obousmérné komu-
nikaci obsluhy s pristrojem.

V rastrovacich mikroskopech se se-
tkavame s jednim nebo vice jednokana-
lovymi detektory produkujicimi po jed-
né hodnoté signalu pro kazdy obrazovy
bod. Pro budoucnost ztstava rozsireni
na dvourozmérné mnohakanalové de-
tektory, které umozni v bodé obrazu se-
jmout thlové rozdéleni emise a zachytit
tak nejen vSechny difrakeni jevy, ale i za-
znam nekoherentniho signalu povysit na
vys$si informacni droven. Fantazii zatim
zlstava dvourozmérnid mnohakanalova
polovodicova detekéni struktura, v niz
bude kazdy kanal vybaven integrovanou
elektronikou se schopnosti rozpoznat
energii dopadajictho elektronu podle
poctu vygenerovanych part elektron-
-dira, podobné jako je tomu u energiove
disperzivnich detektort rentgenového
zafeni. Pfi pofizovani téchto ,pétiroz-
mérnych“ experimentélnich dat by slo
o snimani velmi slabych signald, a proto
by se musely ¢itat jednotlivé elektrony.

Béhem sedmdesiti let vyvoje elektro-
nové mikroskopie nastaly chvile, kdy
mnozi méli pocit, ze vSechno jiz bylo
objeveno a neni kam pokracovat. Jed-
nim z téchto momentd byl vznik sondo-
oé mikroskopie (rastrovaci tunelové mi-
kroskopie, mikroskopie atomarnich sil
a dalsich variant vyuziti ostrého hrotu
pohybujictho se v nejtésnéjsi blizkos-
ti preparatu, viz napf. Vesmir 77, 381,
1998/7). Tato ocekavani se vSak nepotvr-
dila. Zkoumat hmotu pomoci elektro-
nd, které tvoii jeden z jejich zakladnich
stavebnich kamend, je totiz pfirozené
a normalni, a proto mé elektronova mi-
kroskopie pred sebou nezpochybnénou
budoucnost. ]

Vyzmamnéjsi ¢lanky Vesmiru, které se mikrosko-
pii vénovaly v poslednich letech:

o Josef Chalupsky: Svét pod mikroskopem. Vzpo-
minka na profesora Jifiho Fialu (Vesmir 71, 695,
1992/12)

o Josef Reischig: Konfokalni Auorescencni mikro-
skopie (Vesmir 74, 482, 1995/9)

o Jaromir Plasek: Konfokalni mikroskop (Vesmir
74,508, 1995/9)

o Jaromir Plasek, Josef Reischig: Kontrast v optic-
ké mikroskopii (Vesmir 74, 638, 1995/11)

o Mojmir Petrai, Milan Hadravsky, Alan Boyde,
Jifi Benes: Optické mikroskopy s velmi vysokym
rozliSenim (Vesmir 76, 616, 1997/11)

o Pavel Janda, Jan Weber: Mikroskopie rastrovaci
sondou (Vesmir 77, 381, 1998/7)

o Jaromir Plasek: Prostorové zobrazeni preparati
(Vesmir 79, 137, 2000/3)

o Eduarda Draberova: Cytoskelet - dynamicka sit
(Vesmir 79, 438, 2000/8)

http://www.vesmir.cz | Mikroskopie dnes, piiloha &asopisu Vesmir 83, biezen 2004 M3



Konfokalni

LUCIE KUBINOVA

a dvoufotonova mikroskopie

Kdyz se tekne mikroskop, vétsiné lidi se
vybavi mikroskop opricky, s nimz se se-
tkali ve Skole pfi pozorovani trepky ne-
bo bunék cibulové slupky. Prvni opticky
mikroskop byl sestrojen v holandskych
dilnach nékdy v letech 1590-1609, v sou-
vislosti s tim byvaji uvddéna jména Hans
Jansen a jeho syn Zacharias, a dale Hans
Lippershey. Béhem nasledujicich staleti
byl vSak stale zdokonalovan.

Mezi novéjsi metody optické mikro-
skopie pat¥i konfokdini' mikroskopie, kte-
ra vyraznym zptsobem rozsifila moz-
nosti pozorovani zejména biologickych

objektd. Jeji princip patentoval americ-
ky védec Marvin Minsky r. 1957, avSak je-
ho vynalez naSel $irsi uplatnéni az o tfi-
cet let pozdéji. Do historie konfokalni
mikroskopie se zapsali také Mojmir Pet-
ran a Milan Hadravsky z Lékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Plzni, ktefi r. 1965
zkonstruovali novy typ konfokalniho
mikroskopu - mikroskop s dvojirym #dd-
kovdnim (tandemovy skenovaci mikro-
skop) at. 1968 jej patentovali.

Pii pozorovani v konfokilnim mik-
roskopu je studovany vzorek osvétlen
bodovym zdrojem svétla, nejcastéji la-

1. Dvojnasobné barveni kosterniho svalu krysy. Ze-
lené jsou obraveny stény krevnich vlasecnic (vievo),
tervené stény svalovych viaken (uprostied). Na pie-
kryti obou obrazii pies sebe (vpravo) je moZné pozo-
rovat vzajemnou polohu ,Zlutych” krevnich vlasec-
nic a ,,éervenych” stén svalovych viaken. Snimky ©
Lucie Kubinova a Vita Cebasek

2. Povrchova trojrozmérna rekonstrukce terminal-
nich kiki lidské placenty, obsahujicich éervené vy-
znacené krevni vlasecnice. Snimek © Jifi Janacek,
Marie Jirkovska, Petr Karen a Lucie Kubinova.

serovym paprskem. Specialni konfokdlni
clonka skryje zobrazeni oblasti nad a pod
rovinou zaostfeni, a tim odstrani prici-
nu ,rozmazani“ obrazu pfi pohledu na
tlustsi vzorky v klasickém optickém mi-
kroskopu (obr. 3). V soucasné dobé je

nejpouzivanéjsim pristrojem tohoto ty-

1) Pripoméime, Ze jako konfokalni se oznatuije to, co je
sdruzené s ohniskem (konjugovany + Fokalni = konfokal-
ni). V tomto pripadé je s ohniskem ¢ocky objektivu (tj.
s mistem zaostfeni ve vzorku) sdruzena jak opticka sou-
stava, kterd osvétluje, tak i ta, kterd zobrazuje. Jinymi
slovy je do téhoZ ,bodu” zaostien paprsek osvétlovaci
i paprsek zprostredkujici pozorovani.

eLca

MICROSTYETEME

Leica TCS
konfokalni
mikroskopy
nejvyssi kvality

MIKRO, spol. sr.o.
Dolnokréska 54

Praha 4, Kré

Tel.: 241 441 547

E-mail: leica@leica-mikro.cz
www.leica-mikro.cz
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pulaserovy rastrovaci konfokdlni mikroskop,
v némz je obraz roviny zaostfeni ziskan
rastrovanim zorného pole rozmitanim
laserového paprsku. Tento mikroskop
byl uveden na trh v osmdesatych letech
20. stoleti.

Mezi hlavni prednosti konfokalni mi-
kroskopie ve srovnani s klasickou optic-
kou mikroskopii je moznost vést tenké
optické fezy i tlustsim vzorkem, a do-
konce zaznamenavat série digitalizova-
nych ezl vzorkem. Tyto sériové fezy
jsou navic presné slicovany, a tak pred-
stavuji vhodna vstupni data pro studium
trojrozmeérné struktury objektd.

Duoouforonooy mikroskop je novy typ op-
tického mikroskopu. Poprvé jej r. 1990
predstavili americti védci v cele s Wat-
tem W. Webbem z Cornellovy univerzity
v Ithace. Podobné jako ,klasicky“ konfo-
kalni mikroskop umoznuje zobrazovat
tenké optické rezy tlustsim vzorkem, je-
ho princip je vsak odlisny. Misto jedno-
fotonové excitace vyuziva specidlni la-
ser k excitaci dvéma fotony, které jsou
absorbovany témeér soucasné, s Sitkou
pulzu fadové pouhych 100 femtosekund.
Pravdépodobnost dvoufotonové exci-
tace je imeérna druhé mocniné intenzi-
ty excita¢niho pole. Je nejvyssi v roviné
zaostfeni, a proto k ziskani obrazii op-
tickych fezt vzorkem nepotfebujeme
konfokalni clonku. Mezi vyhody dvou-
fotonové mikroskopie ve srovnani s mik-
roskopii konfokalni patti napriklad vétsi
hloubka proostieni (a7 do 400 pm), a to
i u vzorkd, jejichz povrchové vrstvy sil-
né fluoreskuji, dale pak zvySeny podil
signalu vaci Sumu, tedy i kontrastné;jsi
zobrazeni, zejména v hlubsich vrstvach
vzorku (obr. 45.

Konfokalni a dvoufotonova mikro-
skopie ma Siroké vyuziti v mnoha bio-
logickych oborech, napi. v bunécné
a molekularni biologii a ve fyziologii.

3. Schéma laserového rastrovaciho konfokalniho
mikroskopu

detektor
(fotonasobic)

svételny
zdroj
(nap¥. laser)

¢ocka
objektivu
ohniskova N s vzorek
rovina W

zaostrené paprsky
nezaostiené paprsky

4. Opticky fez lidskou placentou v hloubce 60 pm
nasnimany mikroskopem Leica TCS SP2 ADBS
s vyuZitim dvoufotonové excitace, kterou by-

lo docileno ostiejSiho a kontrastnéjsSiho obrazu.
Snimky © Lucie Kubinova a Marie Jirkovska.

Umoznuje zobrazit tenké optické rezy
bunkami ¢i tkdnémi a urcit vzdjemnou
polohu jejich réiznych komponent s vy-
uzitim vicendsobného barveni (obr. 1).
Pii fyziologickych studiich byvaji cas-
to vyuzivany Casové série, zaznamena-
vajici casové zmeény napf. v koncentraci
riznych iontd v danych oblastech stu-
dovaného vzorku. Digitalni obrazy sérii
optickych rezt predstavuji data vhodna
pro kvantitativni méteni i pro pocitaco-
vé trojrozmérné rekonstrukce pomér-

né velkych oblasti vzorku, aniz je nutné
fesit problém licovani naslednych fyzic-
kych sériovych rezt (obr. 2).

V Ceské republice byl prvni laserovy
konfokalni mikroskop instalovéan r. 1993
v oddélen{ biomatematiky Fyziologické-
ho dstavu Akademie véd CR, kde byl rov-
néz o deset let pozdéji uveden do provo-
zu prvni dvoufotonovy mikroskop. @

RNDr. Lucie Kubinova, CSc., (*1959) vystudo-
vala Matematicko-Ffyzikalni fakultu Univerzity
Karlovy v Praze. Ve Fyziologickém Gstavu AV

CR se zabyva stereologii a konfokalni mikro-
skopii se zaméFenim na jejich aplikace v biolo-
gickém vyzkumu. (kubinova@biomed.cas.cz)

<ICSMS

Ceskoslovenska mikroskopicka spo-
le¢nost je neziskova organizace védec-
kych, védecko-pedagogickych, védecko-
-technickych a odbornych pracovnikd
v oblastech mikroskopie elektrono-
vé, svételné a dalsich typh. Podili se
na dal$im rozvoji a zvySovani drovné
mikroskopickych obord, na koncepc-
ni a prognostické ¢innosti, na propa-
gaci a realizaci vysledkd védecko-vy-
zkumné ¢innosti.

CSMS spolupracuje s obdobnymi
zahrani¢nimi spolecnostmi, je kolek-
tivnim ¢lenem Mezindrodni federace
mikroskopickych spole¢nosti (IFSM)

a Evropské mikroskopické spole¢nos-
ti (EMS). Potada védecké a pracovni
konference, prednasky, diskuse, kur-
zy, zajezdy apod. Dosud nejvyznam-
néjsi poradanou akci byl evropsky kon-
gres elektronové mikrokopie EUREM
2000, konany v Brné. V soucasnosti
patii mezi nejdilezitéjsi pravidelné
aktivity tydenni mikroskopické kurzy,
organizované ve spolupraci s vyrobci
$pickové mikroskopické techniky.

Ceskoslovenska
mikroskopicka spolecnost
piedseda: doc. RNDr. Pavel Hozak, DrSc.
mistopiedseda: prof. Fedor Ciampor, DrSc.
Videriska 1083, 142 20 Praha 4 - Krt
http://www.microscopy.cz,

tel.: 241 062 219, fax: 241 062 289,
e-mail: csms@biomed.cas.cz
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Mikroskop

s dvojitym radkovanim

Jeho zrozeni pred ctyriceti lety

Jak uz to byva, vynalez mikroskopu s dvo-
jitym Fidkovanim' byl vlastné dilem ni-
hody, prestoze k nému sméroval cely mg;j
odborny vyvoj jiz od mladi. Asi v roce
1962 byl Jan Bures na velké cesté po obou
Amerikach a na Yaleové univerzité se ho
Robert Galambos ptal, zda by nevédél
o nékom, kdo by mu pomohl s mikrosko-
povanim v mozku zivych zvirat. Bures
mu doporucil mne a ja jsem Galamboso-
vi napsal, ze prijedu rad a jist¢ mu budu
umét pomoci. Kdyz jsem dorazil a pustil
se do dila, mohl jsem vysledek vyjadrit
Haskovymi slovy: ,,..mnozi se t&sili na je-
lita, le¢ nedostalo se na né ni $pejli.“

Pfi osvétleni shora (skrz optiku mikro-
skopu) byl ,suchymi“ objektivy vidét jen
lesk odrazti od vlhkého povrchu a vodni
imerzi jen vSeobecné rdzovo, pripomi-
najici pohled z dalky na damské pradlo.
Nepomohly ani chytrosti z literatury
o pouziti polarizovaného ¢i jednobarev-
ného svétla. Zkousel jsem zvlastni ob-
jektivy, napf. Leitzovy Ultropaky, kde se
osvétluje velmi Sikmymi paprsky a k zob-
razeni se vyuzivaji pouze paprsky odra-
zené blizko k optické ose. Pomohlo to
jen malo, ale v§iml jsem si, Ze kontrast
obrazu, tj. viditelnost vibec néjakych
podrobnosti v struktufe objektu, zalezi
na velikosti, ¢i vlastné na ,malosti“ po-
le. Cim bylo osvétlené pole mensi, tim
vice podrobnosti se vném dalo rozeznat,
jenze se nepoznalo, k ¢emu ty podrob-
nosti patii. Cesta tudy vedla i nevedla.

Kdybych se snazil pomoci si radko-
vanim a ono malické osvétlené policko
rychle premistoval po celém zorném
poli, které je vidét v okularu, sotva by
to pomohlo, protoze néjaké rozptyle-
né svétlo je okolo osvétleného policka
neustéle, zatimco obraz néjakého bodu
se tvori jen nepatrny Cas, tim kratsi, ¢im
mensi svételnou skvrnou objekt osvétlu-

Prof. MUDr. Mojmir Petran, CSc., (*1923)
vystudoval Lékaiskou Fakultu UK v Praze. Ve
Fyziologickém dstavu CSAV se vénoval elekt-
rofyziologii, pozdéji vedl katedru biofyziky na
Lékarské Fakulté UK v Plzni. Roku 1964 vyna-
lezl a spolu s M. Hadravskym patentoval kon-

fokalni mikroskop. Je estnym tlenem Royal
Microscopical Society v Oxfordu. S J. BureSem
a J. Zacharem napsal knihu ,Electrofysiolo-
gical Methods in Biological Research” (1967),
ktera vysla v anglictiné (troji vydani), rusting,

tinstiné a japonstiné.

jeme. Kdyby proradkovani obrazu ma-
lou svételnou stopou trvalo jednu se-
kundu a tato stopa byla tisicinou celého
pole, obraz jednoho mistecka by se tisi-
cinu sekundy vylepsoval a 999 tisicin se-
kundy zase kazil. Cekal jsem, az mé osvi-
ti Duch svaty a poradi mi jak se zbavit
toho, co se déje po vétsinu Casu, a jak za-
chovat jen to dilezité, co trva tak kratce.
Ten se v$ak dlouho k nicemu nemél, az
konecné mé napadlo: Kdyz na tom, co se
déje okolo, nezalezi, tak ,,okolo® prikry-
jeme a bude to. Ale ¢im? Vzpomnél jsem
si na Nipkowv kotou¢ (1884) z pocatkd
televize, a tak se mi za horké srpnové no-
ci 1964 zjevila idea naseho mikroskopu
v podstaté jiz hotova. Se $éfem jsem vy-
jednal, ze za¢nu doma - za téch par dni,
co zbyvaly do mého odjezdu, bych uz
stejné nic neudélal - a on mi posle vse,
co u nis nelze sehnat. Az budu pripra-
ven, prijedu znova. Tak se také stalo.

Doma to v$ak tak rychle neslo, musel
jsem ucit, zvolili mé prodékanem a da-
li mi na starost védeckou praci dstavi,
klinik, profesort, asistentd, ba i studen-
th. Za spolupracovnika na mikrosko-
pu jsem si vybral nejmladsiho asistenta
MUDr. Milana Hadravského, jenz se ne-
smirné osvédcil. Patfi do rodu ,kovolé-
kard“ - kromé mediciny se vyznal nejen
ve fyzice, matematice a deskriptivni geo-
metrii, ale také v femesIné praci s kovem
i sklem a v konstrukci pristroji. Pomoh-
lo mi i mnoho pratel, k jejichz vyjmeno-
vani tu chybi misto.

KdyZ ,to" bylo zhruba vymy$leno, mu-
selo se vyzkouset, zda vSe bude fungovat
a zda stoji za to zabyvat se tim dikladné
a vytrvale. Bylo §tésti, Ze jsem si ukousl
jen tolik, kolik jsem byl schopen stravit.
Predevsim to byla volba radkovani Nip-
kowovym kotoucem, kterd mi umoznila
zachovat formu mikroskopu osvéd¢enou
staletimi a pri zkouskach pouzit jeho ho-
tové dily. Zacali jsme rozmyslenim geo-
metrie. Bylo tfeba pouzit bézné soucast-
ky mikroskopt, a tedy i jejich miry. Kdyz
se mame divat na mozkovou karu, musi
lezet osvétlenii zobrazeni na téze strané
pozorovaného objektu. Proto potrebu-
jeme dva mikroskopy se spolecnym ob-
jektivem, ktery bude do objektu ,svitit"
pohybujici se svételnou skvrnou. Zaro-
ven bude svétlem, jez se od objektu od-
razilo, zobrazovat jeho osvétlenou cast
opét do obrazového pole. Z obrazového
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1. Vzor dér v Nipkowové kotouci. Skutecna Sirka
pasma dér je asi 20 mm. Obrazek vznikl jako kon-
taktni Fotograficka kopie médéné félie kotoude na
fotografickou desku a naslednym zvétSenim této
kopie. Diry jsou ve skutecnosti trochu mensi, nez
je jejich zobrazeni. Nyni jiZ diry délame jinak, jsou
vSude stejné velké a stejné husté.

pole musime pro pozorovani okem pro-
pustit jen to svétlo, které vytvari obraz
pouze této skvrny, této malé Casti pred-
métové roviny, tj. svétlo, které se odrazi-
lo pravé jen od objektl lezicich tam, kam
se svételna skvrna ostie zobrazila. Zaro-
ven musime potlacit valnou vétsinu svét-
larozptyleného, zbloudilého. Mélo by to
jit, nebot predem vime, kde bude osvét-
lujici ostra stopa, a protoze zname geo-
metrii naseho zobrazovani, vime také,
kde bude obraz této stopy. Tam muze-
me dat stinitko s dirkou, kterou projde
pouze to svétlo, jez do obrazu patfi. Vse
ostatni zadrzi plech okolo.

Zaroven jsem studoval teorii optické-
ho obrazu a podle ni mélo byt (za tychz
okolnosti) rozlideni ve vymysleném mi-
kroskopu zhruba jedenapllkrat lepsi
nez v klasickém. Odtud jsem odvodil, ze
pro vyuziti teoreticky mozného rozlise-
ni v praxi by mél mit Nipkowtv kotouc
primér Sest metrd a otocit se desetkrat
za sekundu, coz byl samoziejmé nesmy-
sl. Protoze vétsina $kodlivého rozptyle-

1) Anglicky Tandem Scanning Microskope (TSM), o jeho
vlastnostech viz Vesmir 76, 616, 1997/11.



ného svétla prichazi do nejblizsich mist
obrazového bodu, staci zaclonit Gplné
jen jeho pomérné blizké okoli (ve vzdale-
n€jsim okoli obrazového bodu uz stejné
#adné skodlivé svétlo neni) a hned bliz-
ko umistit dalsi dirky. Ty se nerozmisti
jen na jednu dvojici spiral (kde se dirkou
v jedné spirale osvétli bod na objektu
a svétlo zde odrazené projde dirkou lezi-
ci na druhé spiréle), nybrz na mnoho ta-
kovych dvojic, tfeba sto. Tim se stokrat
zmensi obvod i proimér kotouce. V zor-
ném poli nebude jeden bod obrazu, ny-
brz 100 x 100 bod{, to znamena, Ze bu-
deme mit desetitisickrat jasnéjsi obraz
a (snad) bude stacit, kdy budeme svitit
jen zarovkou. Bohuzel to ale nevyslo.

PotiZze nam pusobilo poloodrazné zr-
cadlo. Tlusté by vnaselo astigmatizmus,
tenké by zdvojovalo obraz, kdyby bylo
uhlopricnou rovinou v krychli ée§eni
v praxi nejobvyklejsi), odrazelo by se
svétlo i na plochach krychle kolmych
k optické ose a podstatné by snizova-
lo kontrast. Kdybychom chtéli kontrast
udrZet, museli bychom zavést polariza-
ci, zkrizené polarizatory a ¢tvrtvlnovou
desti¢ku pod objektivem (jako u polari-
zaéniho mineralogického mikroskopu)
a jas obrazu by klesl na mén¢ nez deseti-
nu pvodniho. Pro zacatek jsme se roz-
hodli nesvitit zarovkou, nybrz sluncem.
Kde jsme ho ale méli v listopadu 1965
sehnat? Za podpory fyzikd a astronomt
jsme se i s mikroskopem vydali na tyden
do hvézdarny na Lomnickém stité. Mik-
roskop tam obstal znamenité a od té do-
by s nim nejen pracujeme, nybrz jej stale
zdokonalujeme. Obcas se i néco vyrobi
aproda, obcas ho vyrobiinékdo v ciziné
(patenty davno prosly).

Mikroskopu velmi uskodilo, Ze mi
(podobné jako mnoha jinym) nasi mili

drzitelé moci asi na Ctrnact let zakazali
publikacni ¢innost. Ve svété to vzbudi-
lo dojem, ze ml¢ime, protoZze nase ces-
ta je slepa, a tak hledali jini a nasli jiné
cesty. Neosvétluji zarovkou a tisici svi-
ticich bodd, ale jedinym bodem, kte-
ry sviti mnohem intenzivnéji - laserem.
Obraz se pak musi skladat mnohem po-
maleji, za pomoci pocitace. Vyhody na-
Seho feSeni byly: rychlost, celé viditelné
spektrum a blizké oblasti infracervené-
ho a ultrafialového svétla, prostorové
zobrazeni (vlastné tedy ¢tyfrozmérné),
snadnd moznost rychlé mikromanipu-
lace, podstatny rozdil v cené investice,
a hlavné v nakladech na provoz a Setr-
nost v pozorovani zivych objektd (jejich
slabsi ozafovani). Domnivam se, Ze zmi-
néné vyhody nasemu pristroji dovoli,
aby se vratil na trh (napt. i do oéni medi-
ciny), jakmile se trochu zlevni posledni
generace elektronickych zesilovact ob-
razu a néktery vyrobce mikroskopt si
to uvédomi.

Rad bych upozornit mladez, ktera tou-
zivydat se na tvrdou cestu objevd, ze ob-
jevy nejde naplanovat. Nepodafilo se to
ani nam, a¢ jsme museli stale pracovat
pod tlakem mocipand. Néco objevit se
podati pouze tam, kde jste odbornikem.
Povede se to tim spiSe, ¢im méné jinych
odbornikd pracuje ve vasem specializo-
vaném oboru a ¢im lépe budete rozumét
souvislostem svého oboru s obory jiny-
mi, jednak piibuznymi, jednak podob-
nymi tfeba pouzivanym aparatem. Ne-
snazte se naskocit do jedouciho expresu,
stihnete leda tak posledni vagon. Kdyz
na néco slibného prijdete, nebudte lini
ucit se pomocné obory, metodiku, bez
niz se nehnete z mista, a ucte se i oby-
Cejné pracovat rukama, abyste metodiku
uvedli v zivot.

™

2. Schéma mikroskopu s dvojitym Fadkovanim.
Cerchované - optické osy; 1 - Nipkowiiv kotou;
2 - objektiv; 3 - okular; 4, 5, 6, 8, 9 - sklenéna
zrcadla zrcadla jsou zabrazena jako desky (8 a 9

jsou zbytnda); 7- slidové ,,neomezené tenké" zr-
cadlo.

Celé své dobrodruzstvi jsem v tomto
vypravéni nemohl vylicit, ale uvedu as-
pon ptiklad: Kvali délici paprskd se sté-
nami kolmymi k ose jsme museli zavést
polarizaci a obétovat vic nez 9o % svétla.
Pritom existovala i jina cesta - Sikmé po-
lopropustné zrcadlo ,neomezené“ ten-
ké, ale presto dokonale rovinné a pevné.
Kvili tomu, abych je vyrobil, jsem se na-
udil $tipat slidu na tenké listy (0,005 mm)
anapinat je do roviny, tmelit na prsteny,
pokryvat je poloodraznymi vrstvami (ty
se dnes z Ceské republiky exportuji i pro
Gplné jiné Géely). ]

ARMIN DELONG

Padesat let elektronové mikroskopie
a elektronového mikroskopu v Brné

Elektronovy mikroskop v nékolika svych
modifikacich je stale pristrojem, ktery je
nenahraditelny pro poznavani struktury
az do urovné atomového rozliSeni u zi-
vych i nezivych prirodnin. Toto tvrzeni
neplati zcela obecné, ale pocet objektd,
jichz se tyka, stale roste spolu s rozli-
$ovaci schopnosti, které je na rozdil od
svételného mikroskopu velmi vzdalena
hodnotam blizicim se vlnové délce po-
hybujiciho se elektronu. Laboratori, kte-
ré usiluji o dalsi zdokonaleni elektrono-
vého mikroskopu, neni mnoho. I kdyz
se zda, Ze nejlepsi 1éta elektronové mik-

roskopie jiz minula, mnoho se jesté da
ud¢lat. Neptjde o zadné prevratné pro-
jekty, nicméné pokrok je predstavitel-
ny v pristrojové oblasti, v preparacnich
metodach, mohl by prinést dalsi nové
poznatky o atomové struktuie fady ob-
jektd, a to zejména pomoci korekce op-
tickych vad elektronovych cocek.
Brnénska pracovisté v oblasti vyzku-
mu, konstrukce a vyroby elektronovych
mikroskop maji za sebou padesat let
zkusSenosti. Ty umoznily vyrobit vice nez
3000 elektronovych mikroskopd v dri-
v€jsi Tesle Brno, ktera po prevratnych

zménach naseho promyslu pocatkem
devadesatych let 20. stoleti sice ukoncila
svoji ¢innost, zaroven vSak vznikly akti-
vity, které vedly k tomu, Ze elektronova
mikroskopie ani elektronové mikrosko-
py z Brna nezmizely. V soucasné dobé
jsou naopak vyznamnéjsi nez kdykoliv

Prof. Ing. Armin Delong, DrSc., (*1925) vystu-
doval Vysokou Skolu technickou v Brné, obor

slaboproudého inZenyrstvi. Nyni se vénuje vy-
zkumu a vyvoji nizkovoltového elektronového
mikroskopu uréeného pro biologické aplikace.
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drive - napf. ro¢ni produkce elektrono-
vych mikroskopt nyni pfesahuje vjrobu
v nejlepsich letech Tesly Brno.

Neuskodi ohlédnout se k zacatktm,
zejména kdyz mlzeme nékteré poznat-
ky pouzit pro aktivnéjsi iicast na svéto-
vém technickém pokroku. To je nasim
prioritnim tkolem, nema-li se nase spo-
lecnost, jez byla v minulosti uznavanym
nositelem technického pokroku, defini-
tivné ocitnout za nasimi sousedy, které
jsme v této oblasti vzdy prevySovali.

Nase aktivity pri vyvoji elektronové-
ho mikroskopu vznikly nékdy r. 1948
v Ustavu teoretické a experimentalni
elektrotechniky na Vysoké skole tech-
nické v Brné. Jeho vedouci profesor Ales
Blaha zacal pomérné brzy po vilce bu-
dovat ustav tak, aby pfi vlastni védec-
ké a vyzkumné cinnosti pripravoval pro
tvlrdéi praci i studenty. Takova orienta-
ce nebyla bézna, dalo by se rici, ze by-
la neobvykla. Rozsah téchto aktivit byl
omezeny a nemohl stacit pro vSechny
studenty, jichz se po valce prihlasilo ke
studiu velké mnozstvi, protoze vysoké
skoly byly po dobu okupace uzavieny.
Profesor Blaha si studenty pro vyzkum-
nou praci vybiral podle studijnich vy-
sledkd. Prijal jsem s velkou radosti jeho
nabidku zucastnit se praci na vysokona-
pétovém oscilografu, které pozdéji pre-
Sly na vyvoj elektronového mikroskopu.
Postavit elektronovy mikroskop nebyl
v té dob¢ jednoduchy tkol. Casto jsme
domt odchazeli az hluboko v noci. Nas
pracovni tym se skladal ze tfi studentd
(V. Drahose, L. Zobace a mne) a jednoho
technika konstruktéra (J. Specialného).
K dispozici jsme méli pomérné dobte
vybavené ustavni dilny. Stavba elektro-
nového mikroskopu byla zaroven nasi
diplomovou praci. Na radu pana profe-
sora jsme nejdrive postavili jednodus-

Prvni experimentalni aparatura z konce Etyfica-
tych let 20. stoleti, ktera predchazela prvnimu
skuteénému mikroskopu.

Snimky © Armin Delong

$i experimentalni elektronové opticky
systém skladajici se z elektronové trys-
ky, dvou elektronovych magnetickych
cocek a komory s luminiscencénim sti-
nitkem pro pozorovani obrazu. Funkce
tohoto experimentalniho zafizeni byla
velmi uspokojiva a prinesla nam fadu po-
znatkdl pouzitelnych pfi dalsi praci. Po-
stavit skutecny elektronovy mikroskop
nam usnadnovala existence elektrono-
vého mikroskopu firmy RCA na Lékai-
ské fakulté v Brné u profesora F. Hercika.
Mikroskop slouzil vyzkumu bakteriofa-
gt a méli jsme k nému kdykoliv pristup.
Dodnes vidim pred o¢ima zlutozelené
stinitko s obrazkem bakterii Escherichia
coli lyzovanych bakteriofagy, ktery nas
primel jesté zvysit pracovni usili k dosa-
zeni tak lakavého cile.

Béhem pripravnych praci jsme dosli
k prijemnému zavéru, ze vSe potrebné
pro stavbu mikroskopu ptjde opatrit
z tuzemskych zdroji. Nase zemé byla
v mezivalecném obdobi stitem s roz-
vinutym prémyslem, coz se projevilo
tim, Ze jsme fadu potfebnych materiald,
soucastek i funk¢nich blokd nasli v sor-
timentu nasich vyrobct. Slo predevsim
o vakuové vyvévy, elektronické soucast-
ky, hutni materialy a fadu dalsich. Kon-
cem r. 1949 byl elektronovy mikroskop
uspésné uveden do chodu. Tato potésu-
jici skutecnost zaroven inspirovala za-
mér vyrobit sérii dvaceti elektronovych
mikroskopt ve védeckych dilnach, které
profesor Blaha zalozil jako detaSované
pracovisté Tesly Pardubice. Série byla
realizovana za neuveritelné dva roky.

Slibné se rozvijejici aktivity vSak byly
preruseny preménou Vysoké Skoly tech-
nické ve Vojenskou technickou akademii.
Profesor Blaha odesel do Bratislavy, kde
se mu uz nepodafilo brnénsky experi-
ment zopakovat, naSe mala skupina z{-
stala na VTA. Bylo v8ak jasné, Ze nas ne-
vojensky program vydrzi v jejich zdech
jen do doby, kdy bude vycerpan jeho
propagacni potencial.

Museli jsme najit jinou bezpecnéjsi
moznost pokracovat v slibné zapocaté
praci. Ta se nasla v Mikrobiologickém
tistavu nové zalozené CSAV. Akademik
P. Malek nam nabidl moznost zridit v Br-
n¢ Laborator elektronové optiky spadaji-
ci pod tento ustav. Kdyz se nam podatilo
z VTA odejit, mohli jsme dokoncit vy-
voj stolniho elektronového mikroskopu
anajit pro n¢j vyrobce v Tesle Brno, kde
se pak vyroba elektronovych mikrosko-
pt usidlila na desitky let.

Zabralo by mnoho mista zabyvat se
vSemi vysledky, jichZ bylo dosaZeno jak
v pozdéji zfizeném Ustavu pristrojové
techniky CSAV, kam jsme pocatkem Se-
desatych let presli, tak v Tesle Brno, kte-
ra postupné disponovala zkusSenym ty-
mem odbornikd, schopnym vyvijet nové
mikroskopy.

Druhy kriticky okamzik nastal pri
zménach v nasi spolec¢nosti pocatkem
devadesatych let. Tesla ztratila dosa-
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Snimek z roku 1960, na némz jsou vSichni Etyri
autofi prvniho elektronovéhe mikroskopu, zleva
L. Zobat, V. Drahes, J. Specialny, A. Delong.

vadni méné narocné trhy a pro vstup do
soutéze s prednimi svétovymi vyrobci
nenasla dostatek sil ani moznosti. Neza-
nedbatelny potencial odbornik v oblas-
ti elektronové mikroskopie vs$ak umoz-
nil novy start. Vznikly tfi firmy, které
v soucasné dobé uspésné vstoupily na
sveétovy trh elektronovych mikroskopd.
Ustav piistrojové techniky také pokra-
Cuje v drivéjsich cinnostech a pripravuje
odborniky pro potieby dalsiho rozvoje
elektronové mikroskopie v Brné.
Interakce elektrond s pevnou latkou
je velmi vyrazna a pomoci ni lze ziskat
nejvice informaci na atomarni drovni
pri stejném radianim zatiZeni jako napf.
s rentgenovym zarenim, které vsak vyka-
zuje radiacni poskozeni nckoliksetkrat
vyssi. Jiz to je dobry diivod pro zdoko-
nalovani elektronového mikroskopu.
Pro realizaci moderniho kompaktniho
elektronového mikroskopu s korigova-
nymi aberacemi je v soucasné dobé cesta
oteviena. Velké koncerny ztratily zijem
vyuzivat propagacni charakter vyrob-
ki s vysokou mirou uplatnéni nejmo-
dernéjsich technologii. Pro univerzitni
vyzkumy a mensi firmy se proto otvira
moznost tuto ulohu prevzit. Projekty
tohoto zameéreni maji vsechny atributy,
pro néz je rozumné investovat prostied-
ky lidské i materialni: jasnost stanove-
nych cild, jejich aplikace ve spolecenské
praxi a navratnost vlozenych prostied-
kd. Moznost realizace pro rfadu odbor-
nikd je dalsim vyznamnym ddvodem,
ktery usnadnuje rozhodnuti, kam s pro-
stfedky na védu a vyzkum. (]

Nejvice originalnich mikroFotografii byle ve Ves-
miru publikovano r. 1997 v seridlu Mikrosvétem
s Josefem Reischigem a firmou Olympus:

Michal Andél: Vesmir 76, 122, 1997/3

Fatima Cvrckova: Vesmir 76, 362, 1997/7
redakce: Vesmir 76, 182, 1997/4; 76, 242,
1997/5; 76, 319, 1997/6; 76, 422, 1997/8;
76, 482, 1997/9; 76, 542, 1997/10;

76, 602, 1997/11; 76, 662, 1997/12

Stanislav Vanék: Vesmir 76, 62, 1997/2



INZERCE 254

Soucasna elektronova
mikroskopie v biologii

Transmisni i skenovaci elektronovy mi-
kroskop (dale TEM a SEM) byly od své-
ho pocatku vyuzivany pro vyzkum bio-
logickych objektdi, prestoze biologické
vzorky nejsou pro pozorovani v elek-
tronovych mikroskopech nejvhodnéj-
$i. Maji vysoky obsah vody, ktery je ne-
slucitelny s vakuem vnitfnich prostort
mikroskopd, a v jejich hmoté prevazuji
lehké atomy, coz vede k nedostatecné
interakci a rozptylu energetickych pri-
marnich elektrond. Proto se musi bio-
logické preparaty zbavovat vody a do
jejich struktury se musi pridavat atomy
tézkych kovi. Tato priprava vzorkd je
casto pri¢inou vyraznych zmén. Soucas-
ny rozvoj biologické elektronové mikro-
skopie se zamétuje na hledani moznosti
jak pozorovat biologické preparaty co
nejblize jejich nativhimu stavu.

Transmisni elektronova mikroskopie

Rada novinek se objevilo v transmisni
elektronové mikroskopii. Zminime se
jen o dvou z nich.

e Elekronovi mikroskopici odjakziva
snili o prostorovém zobrazeni pozoro-
vanych objektd, at uz slo o bunky, mo-
lekuly ¢i technické materialy. Skenovaci

elektronova mikroskopie umoznuje na-
hled pouze na povrch struktur, klasic-
ka prozarovaci elektronova mikroskopie
umi pracovat jen s tenkymi fezy, jejichz
priprava je obtizna a skladani vysledné-
ho obrazu nepfesné. Nedavno se vSak
objevily komer¢né dostupné pristroje,

A

E
w4
i |

. I3 = =

B

JANA NEBESAROVA
PAVEL HOZAK

jez zvladaji prostorovy pohled dovniti
zkoumanych atvard. Vyuzivaji tomogra-
fii - metodu zalozenou na sbéru obrazu
pii otaceni preparatem a nasledné poci-
tacové rekonstrukci. Behem necelé de-
sitky let vyzrala elektronova tomografie
do uzivatelsky pratelské metody, kterou

C

1. Princip elektronové tomografie, popis v élanku.
Na obrazku C je vysledné zobrazeni pomoci elek-
tronové tomografie. Jednotlivé bunééné organely
jsou barevné rozliSeny.

Autofi dékuji firmé FEI: The Structural Process Manage-
ment Company™ (http://www.feicompany.com) za po-
skytnuti nazornych obrazkd (obr. 2 a 3) pro tento ¢lanek.
Dale dékuji irmé JEOL /JEUROPE/ (http://www.jecleu-
ro.com) za moznost otestovat SEM JEOL 6700F s kryo-
attachmentem ALTO 2500.

Pozvanka do mikrosvéta s pristroji znacky ARSENAL

zakovské a studentské mikroskopy
laboratorni mikroskopy
stereoskopické mikroskopy

osvétleni z optickych vlaken - studené svétlo

metalografické a polariza¢ni mikroskopy
fotomikroskopy a videomikroskopy

software pro digitalizaci a zpracovani obrazu

CCD kamery a videomonitory
zpétné projektory
stolni lupy s osvétlenim
pomdcky pro mikroskopii
bezplatny navrh optimalni sestavy
u vybranych pristroji zaruka 3 roky

ARSENAL, s. r. 0., vzorkova prodejna: Na Strzi 59, 140 00, Praha 4
tel.: 261 222 561, 602 340 150, fax: 261 222 561
e-mail: mikroskopy@arsenal.cz, internetova adresa: www.arsenal.cz

ARSENAL
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Dole: 3. Priiduchova dutina blahovi¢nikového listu. Snimek zmraZeného preparatu, ktery je pokryt ten-
kou vrstvou slitiny platiny a paladia, urychlovaci napéti 1 kV, skenovaci elektronovy mikroskop s auto-
emisni tryskou, © Jana Nebesarova.
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2. Nahoie ,nepatiicné svitici” svéraci priduchové
buiiky z povrchu blahovicnikového listu pfi prohli-
Zeni ve vysokovakuovém skenovacim elektronovém
mikroskopu. Dole totéz, ale s nevysuSenym a nepo-
kovenym povrchem v environmentalnim skenovacim
elektronovém mikroskopu, @ Jana Nebesarova.

muize pouzivat kazdy zkusenéjsi mikro-
skopik. Da se ocekavat, ze v nejblizsich
letech bude naprosto nezbytnym na-
strojem vyzkumu v biologii, mediciné,
materialovych i technickych védach.

Jak elektronova tomografie pracuje?

Systém sestivd z prozarovaciho elek-
tronového mikroskopu s dostatecnym
urychlovacim napétim,! aby mohly byt
pouzity tlustsi preparaty nez v klasic-
ké mikroskopii, a z vykonného pocita-
ce. V mikroskopu je vestavén nesmirné
presny drzak preparatu, ktery se doka-
Ze otacet bez vyznamnych otfesl a po-
suvt po malych krocich od -70° do +70°.
Cely proces (otaceni drzaku, kontrola
parametrdl zobrazeni pri kazdém kroku,
snimani jednotlivych obrazkd) je plné
automatizovan. Typickd sada postupné
porizenych tomografickych snimkd ob-
sahuje asi 140 zabért ziskanych digitalni
kamerou za 20 minut (obr. 1A). Poéita-
Cové zpracovani zaCind presnym ,napa-
sovanim“ jednotlivych obrazkd nad se-
be pomoci slozitych matematickych
(plné automatizovanych) postupt (obr.
1B). Poté praci prebira software, jenz
vytvoli presnou prostorovou rekon-
strukci struktur, které nas zajimaji (obr.
1C). Timto zpGsobem lze rekonstruovat
napiiklad bunécné organely. Program
nam standardné umoznuje rekonstrukei
otacet, provadeét fezy nebo vytvorit ani-
movany film, aby jesté nazornéji vynikly
tvary a interakce s dal$imi Utvary.
e Dalsim velkym pfislibem pro budouc-
nost studia materiald tvofenych lehkymi
prvky, kam patiii biologické objekty, se
zda byt nizkonapétovy elektronovy mik-
roskop, jehoz autorem je Armin Delong.
Jde o novy unikatni pristroj, ktery vzni-
kl kombinaci optického a elektronového
mikroskopu. Tento maly stolni mikro-
skop poskytuje zvétseni az dvéstéticis-
krat pfi rozliSovaci schopnosti v TEM
modu 1,5 nm.?

K velmi prijemnym vlastnostem mi-
kroskopu (kromé vyrazné nizsi potizo-
vaci ceny) patif i schopnost pracovat pti
nizkém urychlovacim napéti 5 kV. DG-
sledkem této skutecnosti je vysoky kon-
trast vysledného obrazu (]obr. 4), umoz-
nujici vynechat v pripravé preparatd
kontrastujici procedury. Nevyhodou je,
ze takto urychlené primarni elektrony
maji nizkou penetracéni schopnost. Pro-
to se musi pripravovat vzorky v podo-
bé ultratenkych fezt s tloustkou okolo
20 nm. K feseni tohoto problému mize
prispét oscilujici diamantovy ntiz, ktery
se jiz chysta pro trh.

Nejméné polovinu uspéchu predsta-
vuji v elektronové mikroskopii biolo-
gickych objektt dobfe pripravené pre-



paraty. V poslednich letech nastupuiji
kryometody, které fixuji vzorek ve zlom-
ku vtefiny a bez vyznac¢nych zmén vi-
¢i nativnimu stavu. Stale Castéji se vy-
uzivaji pro imunolokalizace bunéénych
slozek (metoda Tokuyasu), protoze lépe
zachovavaji schopnost tkané vazat anti-
geny a zaroven zlepSuji pristup protila-
tek k vazebnym mist@im. Své misto si pri
pripravé preparatd klasickou chemickou
cestou nasel mikrovinny ohfev, ktery
zvysSuje kvalitu a zaroven zkracuje Casy
potfebné pro jednotlivé kroky.

Skenovaci elektronova mikroskopie
Na nazorném prikladu se podivejme,
co snahy o priblizeni se nativnimu sta-
vu pri pozorovani biologickych vzorka
prinesly ve skenovaci elektronové mi-
kroskopii. Svéraci priduchové bunky
z povrchu blahovi¢nikového listu na
sebe upozornily ,nepatfi¢nym®“ chova-
nim pfi prohlizeni ve vysokovakuovém
SEM. Priduchy na pokoveném povrchu
listu vjrazné ,svitily (obr. 2A) a vyvo-
laly tak né$ zajem zjistit, co je pri¢inou
zvysené emise sekundarnich elektrond -
jestlijde o hranovy jev, nebo o vlastnosti
epikutikularnich voskd, které v silné vrs-
tvé chrani list pred vysychanim.

Povrch blahovi¢nikového listu jsme
si prohlédli pomoci environmentalniho
skenovaciho elektronového mikrosko-
pu. Tento mikroskop ma vnitfni prostor
tubusu rozdéleny (ve sméru od elektro-
nového déla k preparitové komote) do
kaskady komor, v nichz stoupa tlak. Po-
méry v preparatové komore proto do-
voluji prohlizet vzorek obsahujici vodu.
Cestu sekundarnich elektrond k detek-
toru navic zprostfedkovava ionizace
zbytkovych molekul plynu, kterd také

1) Dbvykle 200 kV.

2] Blizsi popis mikroskopu veetné prvnich vysledki je moz-
né nalézt na http://www.dicomps.com/micro/mwin.htm.

Ing. Jana Nebesaiova, CSc., (*1958) vystu-
dovala VSCHT v Praze, kde se také v ramci
interni aspirantury zacala zabyvat elek-
tronovou mikroanalyzou skel. V soutasné
dobé se v Parazitologickém dstavu AV CR a na
Biologické Fakulté Jihoteské univerzity v Ces-
kych Budéjovicich zabyva hledanim novych
postupd pripravy biologickych objektd pro
elektronové mikroskopy. (nebe@paru.cas.cz,
http://www.paru.cas.cz/lem/index.htm)

Doc. RNDr. Pavel Hozak, DrSc., (*1958)
vystudoval biologii na Moskevské statni uni-
verzité, poté pisobil v Ustavu experimentalni
mediciny CSAV, na OxFordské univerzité a na
3. Lékarské fakulté UK. Hlavni oblasti jeho
zdjmu je organizace genomu a bunééného ja-
dra a vyvoj novych mikroskopickych metod.
Publikoval na 50 piivodnich praci ve vyznam-
nych védeckych tasopisech vietné Science
a Cell. V soutasnosti vede oddéleni v Ustavu
experimentalni mediciny AV CR, prednasi na
PiF UK a je predsedou Ceskoslovenské mikro-
skopické spolecnosti. (hozak@ biomed.cas.cz;
http://nucleus.biomed.cas.cz)

eliminuje naboje na povrchu preparatu,
a vzorek neni tfeba pokryvat vodivou
kovovou vrstvou. Ani tento mikroskop
nam ale neumoznil odhalit tajemstvi
préduchovych svéracich bunék (obr.
2B). Stale se okolo nich projevoval sil-
ny svitici efekt, ba co vic, jeho intenzitu
ovliviiovalo nastaveni technickych para-
metrd (tlak v preparatové komote, rych-
lost prebéhu paprsku ¢i predpéti sbérné
elektrody na ionizaénim detektoru).
Dakladné prozkoumat dutinu pfed
priduchy a urcit pricinu nabijeni své-
racich bunék se nam podatilo az pomo-
ci SEM s autoemisni tryskou. Tento typ
mikroskopu dosahuje vysokého rozli-
Seni i pri nizkém urychlovacim napéti,
protoZze je zmenSen primér primarni-
ho svazku elektrond - za idealnich pod-
minek mdze byt mensi nez 1 nm. Navic
byl mikroskop vybaven specialnim kryo-
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4. Ultrastruktura srdecni tkané mysSi zaznamena-
na nizkonapétovym elektronovym mikroskopem
LV EM 5 a diikaz fungujici mezinarodni spolupra-
ce. Vzorek byl pripraven v Laboratofi elektronové
mikroskopie Pall AV CR v Ceskych Budéjovicich,
20 nm fFezy z néj pFipravil Helmuth Gndgi pomoci
oscilujiciho noZe ve firmé Diatome ve Svycarsku
a snimky zaznamenal Petr Stépéan z firmy Delong
Instruments v Brné.

nastavcem, ktery umoznil pokovit a po-
zorovat zmrazeny preparat. Ziskané
snimky (obr. 3) objasnily, Ze ptedpré-
duchovou dutinu jemné vystylaji krys-
taly epikutikularnich voskd, na jejichz
hranach vznikalo pfili§ mnoho deteko-
vaného signalu.

Jak je vidét i z tohoto stru¢ného prehle-
du, elektronova mikroskopie jesté zda-
leka nevycerpala vSechny své moznosti
a stale prinasi nové poznatky o biologic-
kém mikrosvété a jeho zakonitostech. ®
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OLYMPUS

Your Vision, Our Future

Laser Scanning Cytometer

LSClI

Compulyte
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