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Mojmir Petra:
MIKROSKOP S DVOJITYMRADKOVANIM

(Tandem Scanning Microscope, TSM)

KdyZz mluvime o Mikroskopu s dvojityrrddkovanim (Tandem Scanning Microscope,
TSM), jehoz princip jsem vr. 1964 nalezl a jehakni vzorek potom spote¢ s Milanem
Hadravskym postavil, vyzkouSel a patentoval, Gizmse nikdy ubranit filozofovam nahod a
nutnostia la Friedrich Engels o bleSe, jez ho v na@hodoukousla:Nahodoujsem si uz od
détstvi hraval £ockami i se stale dokonalejSimi dalekohledy a mikopsk a zkouSel jsem je
dale vylepSovat fazovym kontrastem vlastni vyrddghodoujsem ve Fyziologickém ustavu
pracoval s Janem BureSem, jenz se r. I98®douv Americe setkal s R. Galambosem, a ten
se ho u kavy zeptal, zda nevi ¢&am, kdo by mu mohl pomoci s pozorovanim zivych dkun
v Zivém mozku, a BureS mmahodoudoporwil mé. Frijel jsem tam na j@ 1964 a zkusil jsem
vSecko mozné, co se v laboratealelo i co dodavatelé, pan Zeiss a jini, nabkdlyzkouSeni.
Mné to potom u Galambose téz dlouhibec neslo, aleahodoujsem dostal napad, jak by to
mozna jit mohlo. Za tohoto stavdor musel jsem se vratit damabych stihl zéatek nového
Skolniho roku. Jen jsem Galambosovi g, co vSechno & napadlo, a Ze zkusim az doma,
zda by to mohlo jit. On mézase slibil, Ze mi poSle vSe, co se neda sehnds,uale u nich ano.

Tento prvni 8astny napad, jak upravit mikroskop pro viviseksgm ovSem dostal jen
¢irou ndhodouy kdyz jsem ke svym zkouskam bral néyden kusy fixovaného mozku krysy a
prohlizel si je vodnimi imerznimi objektivy: Pojemin jsem spdil neuron stetnymi dendrity
i jeho jadro. Ploval u okraje #idnutécasti mozku, k niz jej poutaly pr&yen ty dendrity, ale
hned uz jej zas vid nebylo, to kdyZ poodplavakimo nad tké, kam tyto vylszky sneiovaly.
Tim byla ¥c jasna: jednotlivy neuron neni v kuse mozkwtjigrrotoze je jeho obrazigkryt
(prez&en) jasnymi, ale uz neostrymi obrazy Bkirv hlubSich vrstvach. Jak lze miseni oliraz
ostrych a neostrych zabranit? Tak, Ze ruSicim ngusbbrazim z hloubi tkds nedame tbec
vzniknout — hlubSi vrstvyeosvtlime Zkusime Leitzovy objektivy Ultropak, ¥c¢h je vlastni
objektiv obkrouzen prsténcovym #ezem oswtlovaci ¢ocky, ktera pak ositluje prednet jen
velmi kosymi paprsky, které do hloubi mozn& uz negmou. Nepomohly vSak ani ultropaky.

Vratil jsem se tedy ke standardnimu vertikalninwminatoru, nalezi jej seidil podle
Kdhlerova pedpisu, ktery jsem pedanticky vtloukal studentstale do hlavy, a zkouSel jsem,
jak se rozkéné Upravy osétleni projevi na kvali obrazu. VSiml jsem si, Ze kdyz se podstatn
zmenSi pimér oswtleného pole, jeho obraz se velice zlepsi, kontragim stoupne tak, Ze je
vidét i bunku a jeji organely (obr. 1). Ale kdyZ se polni daooteve a os¥tlené pole se roz8j
az je jeho obraz v okular#téi nez asi dvacetinaigmeéru celého zorného pole, kontrast obrazu
se zas velmi snizi, uz se &m nic nerozezna, vidime jen cosi jakdoveé pradlo. ¥c je jasna,
obraz nemizi, je jentpkryt obrazy hlubSimi, uz neostrymi, jak jsem uvd2t se tomu ¢ak
zabranit? Zkusme hloubku, do nizZ8e pronika, omezit &ak radikalr. Tato hloubka zavisi
piredevsSim na Bie os¥tleného pole, tj. na tom, jak rychle se paprskyog&tlenym polem
zase rozéhnou. Ale zuzenim pole velmi klesa v obrazu obp&gstaneme mu rozuit unikaji
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Sitka a hloubka pfedmétového Sitka a hloubka
pole, uréena standardni polni predmétového pole pri velmi
clonou okularu zuzené polni cloné okularu
Obraz v okularu pfri osvétleni Obraz v okularu pfri osvétleni
celého predmétového pole velmi zuzeného pole

Obr. 1 Zavislost hloubky zobrazeného pole na jehdike

nam jeho vazby k okoli, a to ve vSetbch sndrech. Mohlo by tu fipadré pomocifadkovani,

tj. zobrazovani celého zorného pole obvyklé velikngoli najednou, nybrz pgéstech? Asi
ne: zmensené obrazové b neni od okoli izolovano zcela, je vroubeno §frokpolostinem,
jenz pronikd i do hloubi a svourBtaste i fadkovani i budouci ostré obrazy Sirokého okoli, a
obraz tak bude zase viceré&tejny, jako byl obraz v oldgjném mikroskopu beAdkovani.

Jak by se fece jen dalo zachovat dokonalé zobrazeni celéheqinlyklého piméru,
doSlo mi az za &kolik dni: Nesmime v okularu nechat celé jeho obvazpole staleffistupné
vSem paprskm, jeZ k gmu mii, ale jen &m, jeZ vychazeji z onoho d@stos¥tleného malého
policka, a vSemu s¥lu, které pislo odjinud, z jinych mistigdmetu, a mfi tedy v okularu do
mist, ktera jsowedleobrazu os#tleného poklka, musime v dalSi c&sbez milosti zabranit a
musime je zrit, zachytit clonou s tak malym otvorem, jako jeleore, jeZz poltko vymezila,
aotvory obou clon musi se posunovat soullag@dnaradkuje v osetleni, druha v zobrazeni.
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Tedy fadkovat vlasté dvakrat po safy v tandemuv oswtlovani i v zobrazovani. DoSel jsem
k tomuto za¥ru aZz na konci léta 1964, jegkolik dni pred odjezdem dom Probrali jsme to

s Galambosem a dohodli jsme se, Ze zkusim az daoage tato cesta sitina. A kdyZ bude,
za’nu doma. Bob mi k tomu obstara a poSle vSéeghoe, co nelze sehnat u nas. Velmi rychle
jsem vyesil zakladni uspg@dani: Naradkovani se pouZzije Nipkaw kotow, patentovany jiz

v roce 1884, ale bude jej nutno &kolika smérech modifikovat: (1) Aby se dal jediny kotbu
pouzit pro obojiadkovani (v ositlovani i v zobrazovani), budou spiraly, nesouckyidw,
sice stejné, ale navzajem poi#oé o il kruhu. (Spirala bude tedy dvouchoda, kazdou dirku
na jedné jeji ¥tvi Ize otatenim radiusvektoru o 180° ztotoznit s dirkou sdnusenou v druhé
vétvi dvouchodé spiraly.) (2) Aby bylo moZzno dodriezmery dili mikroskopu, jak je uiji
normy gednich vyrob@ mikroskopi (firem Zeiss a Leitz), musi se ®dwé pole, gedmetove

i obrazovéefadkovat ne jen jedinym parem direk, ale mnoha gaek simultana (obr. 3). Tak

se zarove velmi snizi naroky na jas zdroje @feni a zkrati se doba febna k reprezentaci
celého obrazoveho pole obvyklé velikosti. (3)pbBde vSak novy problém: protilehla pole na
kotowi jsou v této jeho modifikaciti soké nejenom posunuta, nybrz jsou jepbota@ena on
neboli o 180°. Toto pooteni mozno vSak snadno kompenzovat dvojim vhodnyadkenim.

Po navratu dohmusil jsem hlavé ucit; o mikroskopu jsem pouzegmyslel a myslel
jsem i na to, kohoffpiahnout, aby prace Sla co nejrychleji. Rozhodl jsenthned pro Milana
Hadravského. Milan sice teprve dostudoval, byl vBak/Sech asisteihtdaleko nejschopsi.
Pracovali jsme spolu na tomto projektu s kratkymauizami skoro padesat let, az do Milanovy
smrti 2012. Do prace jsme se pustileg zimou 1964, a nagiptroj byl gipraven ke zkousSce
neuwiitelné brzy, uz na podzim 1965, ale nedalo se&mmic vidt, nebylo dost sitla, pilis
mnoho jsme ho museli vyplytvat, aby se pomoci [mdae potldilo , stejnosmrné pozadi tj.
swtlo zavlegené do obrazu odrazy na rovinnyckingich hrandl a Abbeovy kostky (obr. 3).
Rozhodl jsem se proto svititigkouSce zdrojem nejjagisim, Sluncem. To ale #jnu nebylo
v Plzni k mani, a tak jsme si je museli vyZebrastronond na Lomnickém Stét V tehdejSich
dobach bylo ostatntémeét nemozné sehnat cokoli jinak nezli pomoratpl a styk. TakZze nas
pratelé vpustili dodObservatéria Slovenskej Akadémie vied na Lomnick@e Tam jsme pak
koncemtijna poprvé uvidlii bunky ,v kuse masa“. S timto ,mikroskopem na slémiepohon®
jsme potom v r. 1966 odjeli s Milanem Hadravskynovando Amerky na Yaleovu univerzitu,
a postavili tam jegtdruhy. S tim po naSem odjezdu dale pracoval Degiger. Rychle jsme o
tom napsaltlanky doSciencedoJournal of the Optical Society of AmeriaaloExperientia

Prototyp TSM jsme dokazali postavit za tak Kiledu dobu, za necely rok, jen protoze
jsme stale dodrZzovali zasadu, nevyitafiic, co si Ize koupit, vyjcit, ¢i ukrast. | tak toho i na
nas zbylo mnoho, ale byla to prace velmi radostnéici nas keSeni stale novych problénn
k vynalézani stéle dokonalejSich i@$rejSich optickych i mechanickych s&sti mikroskopu
i zatizeni a pipravki Kk jejich vyrol® a séizovani. Nelze se ubranit nutkamici vam tu také
néco o rekolika problémech a jejickeSeni; byla to hlavnkonstrukce i vyroba modifikovaného
Nipkowova kotode. VZdycky jsem se bal sklemych desek, pro dvoji, &kdy i vicenasobny
odraz na jejich dvou &bach. Proto jsem cHitvyrobit Nipkowiv kotow® z tenké kovové folie,
napnuté mezi kolem naideli a rafkem, zpawijicim jeji obvod. Dirky jsem v ni cktvyleptat
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asi jako se d#aji Stacky
Kada 3arovek tiskarské a tisiné obvody
Matnice elektrické. Geometrické
Otvory v plechovém dné bedny vzory tvaru a rozmishi
direk chél jsem do fdlie
kopirovat z fotografické
piedlohy, a tu vyrobit
dvéma dlicimi stroji:
Prvni z nich mil mit na
starosti stoupani spiraly,
to byl stil frézy, a na dm
se upevnil druhy stroj pro
déleni kruhové. Tim byl
pirevraceny teodolit, jehoz

Strop dilny

Fotograficky objektiv . N
/ g ¥ obl nozicky tréely nahoru, na
Pevny ram pfipojeny ke stolu frézy né se kladla fotograficka
- )
deska, na té se ten vzor
ep— Fotografickd deska vytvaiel a z ni se potom

:’j i S . kopiroval na bronzovou
PFfevraceny teodolit f6lii (obr. 3). Aby se pak

TOT' Stal frés nep“resno,sti, Y podélnfém

I :YI—I. posunovani stolu frézy
pienasely do vyramého

Nipkowova kotode jen
Vv zmenSeneé e, fréza se
presta¥la ve zmenSovaci
Podlaha dilny fotograficky gistroj: jeho
objektiv se ke stolu frézy
pripevnil nad teodolitem,
a fotografovany pednt
byl zwvétSeny vzor jedné radialiady direk budouciho kotoe. To byl plech, kryjici bednu se
Zarovkami na strapdilny (obr. 2). Matrice kotate se vyrobila takto: Na na&y pievraceného
teodolitu polozila se fotograficka deska, a nadu@zsvicenim v bedma strop exponoval
zmenseny obraz jedné radialfsidy direk. Fotograficka deska se pdito teodolitem, celé
zaizeni se spolu se stolem frézy posunulo @&t&any) krok stoupani spiraly, a naexponovala
se dalSi radialnfada zna&ek pro dirky, atd. Deska se vyvolala, ustélila, @ a ususila a pak
se okopirovala do fotorezistu na bronzové foliitéVse vyleptaly dirky, a tak se z ni vyrobil
Nipkowuav kotow (obr. 3, 4), ten se upevnil a vycentroval na deéané v pesnych loziskach.
Jeho rovinnost zatila Uzka obrd na jeho obvod a rozdily v teplotnich roztaznostech oty
folie a naboje, slepenych spolu zatepla. Maly etekbtor poha#l kotow pii mikroskopovani.

Obr. 2. Vyroba funkéniho vzorku Nipkowova kotouwte pomoci
frézy a na ni pfipevnéného na hla¥ stojiciho teodolitu

Teprve po navratu z Ameriky &ai jsme swj mikroskop zdokonalovat a jeho vyrobu
zpiesiovat. Prvni pisla nafadu bedna na strém Kizenec frézy a teodolitu, slouzici k vyob
Nipkowovych kotodi. Dokonaly automat pro vyrobu kot®@uvymyslel Hadravsky a vyrobil
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jej spolu s Jaroslavem Zikou,
velice zréknym mechanikem
ze Skodovky. Fatel, ktei
nam i vyvoji a vyroké TSM
pomohli (&tSinou za ,zaplé
pamhi®) bylo mnoho,
vyjmenoval jsem je (doufam
vSechny) ve svych Paitech.
D¢lali to radi a ochotg
hlavre proto, ze je #¥c
zaujala, iproto, ze jsme
veédéli presrg, co od nich
muzeme chtit, tj. wem se vyznaji a co je bavi. Také jsme n&euzivali ,tradice ¢dy", tj.
kramy, které se v kazdé zavedené labdratieji, uz je sice nikdo nepetbuje, ale vSem je lito
je vyhodit. A také jsme lacino nakupovali, miggad krasnou Zulovou desku 2m x 1m x 15cm,
na které jsme #fili nejpresrgjSi sokastky, a kterou jsme pak pouzili i jako zakladno pr
zaizeni na vyrobu ffesnych Nipkowovych kotaul, jsme pdéidili jako ,propadlé hrobové
zaizeni* za 600 Ks. xXlici stroj byl sice hotov asi za rok, ale potoml&ia vylepSoval, az se
posléze zrusil: lepSi Sablonyczh célat Dr. F. Matjka z Brna. Jako olégjné, hlavni divod té
zasadni ziny byly nové moznosti, jeziimes| pokrok gkde Upl jinde, jak se t@&asto stava
pii revoluci v rekterém technickém odtwi. V tomhle gipads to byla p@itacemiizena kresba
v kiemikovych platcich s pmérem vice nez decimetr a s toleranci v lokalizacirazmeru asi
desetina mikrometru. Takovy stroj a jeho¢jpasové ovladani postavil v Benv Ustavu
pristrojové techniky Dr. FrantiSek Mgika s druhy. Ti nam vyrobili v&kolika sklergnych
pochromovanych deskachizné vzory znéek pro dirky stejg veliké, lezici na zavitech
dvouchodé spiraly ne uz po rovnych krocidtiovych aledélkovych Hlavni nedostatek vSech
Nipkowovych kotodu, jeZ jsme dosud vyrobili, byly nestéjmeliké dirky: Ri ot&eni kotode
nevstoupila v zorné pole mikroskopu dalSi dirka yraZzeni stejnévzdalenosti nybrz po
pootaieni o stejnyihel proto se rdla Sika direk kototie nmenit imeérné jejich radiusvektoru,
ale toho se dalo dosahnout jefibpzné, obraziadky cr v Sablog se i svém zaznamu téz
radialre posunoval, $ka dr Sablony se vSakiptom ménit nemohla. Mimo to se nedalo ani
zarit, aby diry vyleptané ve folii bylyesre unmgrné sfi dér Sablony. Obraz v mikroskopu
kazilo téZ moaré. To sice nezhorsilo rozliSovatiopmost, bylo vSak kazem na krase obrazu.
Moaré se poddo odstranit zavedenim stejného razmvsech direk, jez pak ale musi lezet na
spirale i ve stejnych vzdalenostech, viz pra¢ast v obr. 4. To vSak umoznil aZgia¢ pro
fizeni Matjkova stroje.

dirky v poli
obrazovém

dirky pro osvétleni
predmétového pole

Obr. 3 Nipkowiv kotoué¢ pro funk éni vzorek TSM

V rychlém rozvoiji je jiz dlouho fluoresceéni mikroskopie, jak klasicka, tak v posledni
dohe i pomoci specialnickadkovacich fluorescénich mikroskofi. Jejich dtroby zname zatim
jenom z firemnich prospekia navod, presto jsme se vSak pokusili i s TSM o fluorescen
mikroskopii. Byli jsme vSak néfjemns piekvapeni: Po fluorescénim obraze nebylo tu
vétSinou ani potuchy,coli v obyejném mikroskopu byl vigt bez obtiZi, v témZe objektu, a
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za pouziti stejné optiky.

Vzdalenosti mezi dirkami Vzdalenosti mezi dirkami _ _
jsou konstantni jsou konstantni Té zahad jsem pisel na
v radidlnim sméru v tangencialnim sméru kloub, kdyz jsem TSM

instaloval na univerzit
v Manchesteru; tam ¢&h
raiznych objektivi plné
celé Suple, a tak jsem je
vyzkouSel vSecky. Skoro
zadnym nebyla vigt ani
stopa po fluorescenci, u
nékolika se dala spise
tusit nez vidt, jedinym
byla vidét docela dote a
pravidelré. Byl to dosti
stary apochroméat Zeiss,
podle zevijSku se dalo
hadat naricata léta ¥ku
minulého. Pochopil jsem
Obr. 4. Dva zpisoby rozmis€ni dér v Nipkowové kotou¢i: gk, 7e fluorescemi obraz
Ylevo pqmgci I—_Iaglrgvského stroje, sou,sednl’wjejich cﬁé[ni neni nejspid vigt pro plis
rady sviraji stejné uhly; vpravo pomoci Matéjkova stroje, L. .
dirky na témze zavitu nosné spiraly spirale maji ma sebou velke pf)zadavky na .korfeku
barevnych vad objektivu,

stejnévzdalenosti. : -
jez téngt zadny objektiv

neni schopen splnit pro jakékoli @dnahodi dané (avSakipsto uiité) délky vin. Cikladna

reSerSe literaturyddecké i firemni mij dojem potvrdila: S fecitlivélosti fluorescetniho TSM

Vv s

mikroskopu gadkovacim kototem poradili radikald a co nejjednoduSeji: magiva nizné
kotowte; prvni pro osétlovani geednetu, druhy k filtrovani jeho obrazu. A protoZe jsdua,
nemusi uz byt v obou ste&jrveliké dirky — ¥tSi dirky v prvnim vyesi problém s népsnou
achromatizaci objektivu, malé dirky v druhém zadciovozliSeni aspd jako mé obyejny
mikroskop. Osw¥tleni laserem dovoliffdat do os¥tlovacich direk i optickou silu a tak jegi
trochu zlepsSit sételnou propustnost #iaeni. Hlavni tlohu v dobrém hospddai se sitlem
hraji vSak lasery, filtry a dichroicka zrcadla, &ohto oborech je firma Yokogawa mistr. Zdalo
by se tak, Ze jeden ,soukromy badatel” rigmv této oblasti gadit uz vibec nic, kdyz to zde i
Carl Zeiss vzdal, a nakupuje od Japoresto se domnivam, Ze by TSM doved! i na tomto
poli ukazat lepsSi rozliSeni (mozna az 2x lepSi, mef stroje od Yokogawy), kdybyigtal jak

je a jen se ,doachromatizovavatl hocpro ol prislusné vinové délky. Dovedl bych zde téz
navrhnout Bkolik moznosti, jak to uglat, nemam vSak komu, Yokogavee mi nechce. Ta
totiz zatajuje, Ze zlepSeni rozliSovaci schopnestazdém dvakratadkujicim mikroskopu
zavisi na velikosttadkovacich otvdrv oboujeho systémech, tuzkée dirky jen v jednom z nich ji
nezardi, ziastane asi stejna jako v algjném mikroskopu. Jak rozliSeni zavisi na tom, zela
fadkuje jen v osstlovani €i jen v zobrazovani), anebo jak v édevani, tak i v zobrazovani,
je v obr. 5; optimalni fipad fadkovani déma systémy stejnych limiégnmalych d@r je tu
oranzow.
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Obr. 5 Relativni rozloZeni s¥tla po ploSe obrazu dirky ve skuténém vystupu miznych
Ffadkovacich z&izeni. Pro n&S TSM plati Kivka oranZzov4, pro Yokogawu nejspisSe zelena.

V priabéhu nasich praci na TSM objevila smla dalSich moZznosti, jak TSM zdokonalit
a také specializovat pra@zné aplikace v Iékatvi, v biologii, v paleontologii, v geologii, ale
v primyslu polovodtovém, v kriminalistice, ve farmakognozii, ve zbawlstvi a jist i jinde.
Z této Siroké nabidky vyberu jertkolik zajimavych piklada, které jsme jiz stali vyzkouSet,
a které by se mohly snadno stat pro vyrobce milopskiobrym artiklem: v Zzivém (v kecim
i v lidském) oku mohli jsme snadno ¥ida od sebe rozliSit jednotlivé tk&indeskvamuijici
epitel (obr. 6), rohovkové stroma, itky endotelu, jejich jadra, vlaknsocky (obr. 7) a jejich
jadra, jednotlivé druhy smyslovych (obr. 8) a nemah (obr 9, 10) bukk sitnice i jeji tapetum.
V kaZzi je vidét epitel, hmatovéagtiska (obr. 11) &asto i Skara. (Panové od firni@real vicli
v ni i mnoho jiného.) V mozku se pdda rozliSit vSemozné druhy neurdn vidken a glie
(obr. 12, 13, 14), i vlaseice a krvinky v nich, a hiky v pia mater a v arachnoidei. V kosti
(obr. 15, 16, 17) a v zubech (obr. 18) je moznoopmzat (i bez preparace) tolik defgil ze
Alan Boyde koupil (dosti draho) prvni TSM, kterylayJniverzita Karlova ochotna prodat. U
polovodiovych struktur (nafp u integrovanych obvagd uplatnil se TSM velice ddb pi
jejich kontrole (obr. 19, 20). (Pro velky, &padre i komplexni index lomu, germanium a
kiemik i jiné polovodie, a kovy dobe odrazeji sitlo).

Mam vibec dojem (a doufam, Ze nejsenilip domyslivy), Ze se pro TSM otevira vice
moznosti, nez dokazi vahavi vyrobci dnes vyuZzigkao nich povim aspgiotady. Toho, co lze
uz nyni v TSM pozorovat vlastniméima, je mnohem vice, nez ukaze fotografi¢kfelevizni
zaznam. Hcin toho jefada, prvni je bida o &tlo, naSemu TSM vlastni, druhd, Ze konstruktér
zadného objektivu nevzal (sanitiepre) v potaz pateby odwtvi teprve se lihnouciho. Takze i
optiku pro Gzné druhy a aplikace TSM je nutno teprve vyvin@iéle Zistavaji nevyuzity také
n¢které nové moznosti, jak v TSM o viggdi zvySit mnozstvi informace (aipm zachovat i
jeho rozliSovaci schopnost, az dvakrat lepSi neklasicky mikroskop). To se nam pdda ve
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Obr. 6 VnégjSi povrch zivé
rohovky  kuiete v TSM;
objektiv: vodni imerze Zeiss

Obr. 7 Vlakna zékladni hmoty
oéni ¢oéky v TSM in vivo;
vodni imerze 40x; asi 1982

Obr. 8 Ty¢inky a ¢ipky ku¥iho
oka (po odstraréni rohovky i
¢oeky); vodni imerze
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Obr. 9 Ku¥i oko, gangliové
buriky v sitnici a jejich vlakna
(2970)

Obr. 10 Ku#i oko, naklonény
zadni segment; vpravo
gangliové buiky a neurit
jedné z nich, v levém dolnim
rohu vidime vychazejici odtud
nervova vldkna

Obr. 11 Hmatové €lisko v
kazi, vodni imerze 40x
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Obr. 12 Purkynovy buiky
v mySim mozeéku, nékolik
pires sebe naloZzenych expozic
pii  postupnych  zménach
zaosfeni v témze zorném poli

Obr. 13 Spinalni ganglion,
kombinovany obraz: Zluté
struktury osvétlené jako vzdy
shora, vSecky lezi v téze tenké
vrstvé; temné ¢ary jsou stiny
vlaken vzniklé pii podsviceni
zdola velmi silné zaclorénym
kondenzorem. (Tato vlakna by
nebyla bez tohoto podsviceni
vubec vidét, celé pole mimo
Ffidké jasné Zluté struktury
zistalo by naprosto temné).
Alan Boyde, London, asi 1985

Obr. 14 Dvojice obrazi ukaze
ve stereoskopu prostorové
usparadani objektu
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Obr. 15 Otvory v kalvé, v kterych byly
zaziva osteocyty. TSM, olejova imerze

Obr. 16, 17 Obrazy kostni
trAm¢éiny hyperchromatickym
objektivem.  Stereoskopické
pary takovych obrazi ukazi
prostorovou strukturu spon-
gioézni kosti. (Obrazy: Alan
Boyde, London; objektiv
vypocital Miroslav Maly a
vyrobily Zavody pramyslove
automatizace Praha Kosfe

11 Obr. 18 Zubni sklovina
prac¢lovéka (Paranthropus
boisiei) v nasem TSM;
(snimek Alan Boyde)
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Obr. 18 Zubni sklovina
pracdlovéka (Paranthropus
Boisiei) v naSem TSM. (Snimek
Alan Boyde UC London)

Obr. 19 Integrovany obvod
v kifemiku. Obraz suchym malo
korigovanym achromatem; je
vidét i zklenuti obrazového pole.

Obr. 20 ,Prorazeny“ vykonovy
tranzistor, poskozeni je dolie
patrné; suchy achromat 40x
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spolupraci s Miroslavem Malym uZqd vice nez deseti lety, stale to vSaktava nevyuzito, a
mozna dokonce nepovSimnuto. Rrdady je pilezitost zdokonalit mikroskopii i kvalitativna
otewit ji nové cesty. Ale k tomu jédba specializovat nasigtroj ¢asto pro velmi mnoho velmi
raznych Uzkych obdr, a spojovat jej s dalSimkigtroji v manipulatory, &kdy az jednotelové.
Tady vSak mohou vznikat kompeter problémy pekonatelné pouze ve velkém koncernu.

Razné druhy i odidy konfokalnich mikroskop mnozi se poslednitasem jako houby
po desti, a takifchazi vhodna dobatitlit a uspdadat jejich seznam a poradit zajémg jaky
druh si vybrat k tomwi onomu &elu. To je ale dosti obtizné, pgapro pgrekotnost vyvoje; zda
se, Zze velmi dlezita jsou pro volbu dvkritéria: Jakou optickou povahu ma objekt? {dmy?
kovow leskly? ptisvitny?). Jaké zé&ni tvai obraz? (Odrazené? Prochazejici? Fluoresien
Fluorescence jeffpad docela zvlastni, nuti ke zcela jinym komprdmisiez vSechnyifpady
ostatni — viz téz s. 4, proto se §inuji podrobrji az pozdji. Prochazejici z&@ni nas nuti splnit
tolik vedlejSich podminek, Ze tentéipad neni zajimavy. Zbyvaji tedy jen stroje proazéné
swtlo; tady vezmeme v Gvahu) (rozliSovaci schopnost v kazdém &gt rozmeri, (%) rozsahy
zobrazovanych intervéaliasu a prostoru’) rozliSovani latek v objektu podle zbarveni i podl
fluorescence,’} ¢as od sbru dat k zobrazeni — kratky dovoli pouZit strojrmkkromanipulaci,
(°) zpisob dokumentace a naroky nigppjena zaizeni, a ) rozsah aplikaci, tj. univerzalnost.
Mné se zdaji nejilezitéjSi ti déleni: (1) podle rozliSovaci schopnosti v &minicichx, y, z i t;
(2) podle postizeného intervalu v kazd€chto sotiadnic; (3) podle fwodu zbarveni obrazu:
obraz bd'to reprodukuje skut@ou barvu objektu (rozenouc¢i umélou), nebo je jeho pestré
zbarveni zpsobeno chromatickou vadou objektivu — pak se v@acbobrazu gni pii zméné
zaosteni, a pi¢inou barvy obrazu neni zde uz baniegnttu v zaostené gedmetove rovirg,
nybrz zvolengolohaobrazoveé roviny, jiz odpovida cela mnoZitagmetovych rovin, a kazda
z nich ma jinou saiadniciz. Kazda se tedy zobrazuje v jiné bafviz vSechny barevné obrazy
v mé fednasce), ale vSecky jsou naprosto ostfiéiBje se vSak dajigtit i podle zcela jinych
kritérii, nag. podle toho, zdaadkuji sério¥ ¢i sérioparalel, ¢i podle &elu, na mikroskopy
preparéni, operéni, fotografické, demonsttai aj.

Hlavni vysledky niZzeme shrnout:

(A) Zobrazime-li v TSM objektivem se zanedbatelnyaberacemi modelovou mnoZzinu pévk
limitné malych (podle teorie Abbeovy, Rayleighovy, apoteficich v rovig predmetove, do
roviny Nipkowova kotote, proniknou jeho dirkami jenom obrazghto gedneti, a bude je
mozno pozorovat okularem Ramsdenova typu. Dirkastoke proniknou jen ty paprsky, jez
se odrazily v pedmétoveé rovire objektivu, vSechny jiné vSak Nipkdw kotow zadrzi. Ale
postupr z bodi poskladany obraz celkovy bude tim velmi prazdegtytne dost srozumitelny,
¢im wetSi je apertura a lepSi korekce objektiveim mensi &idSi dirky ma Nipkoviv kotout.

Pri zvySeni ,¥isnosti konfokality” roste tedy informaes détai) ale informacesn grosklesne:
Incidit in Scyllam, qui vult vitare Charybdimlazorné giklady toho jsou v obrazech 13 a 21 a
zejména v dalSich obrazech pestrobarevnych. Ranear rozsahem zobrazeného prostoru a
detailnosti jeho zobrazeni vedl teoretiky jiz dawnimrmulaci jakéhosi zakona o konstantnim
mnoZstvi informace v obrazutiRPozboru charakteristik zobrazeni v TSM jsme stidehazeli
nové a nove doklady o vSeobecné platnosti tohawiglia o konstantnim mnozstvi informace
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v obraze. Ale trvalo nam dlouho, nez jsme
pochopili, jak peva je toto pravidlo svazano
scasoprostorem, a nasli tak i jak obelstit jeho
univerzalitu. To se pak ukazalo jako nezbytné
zejména pro mikromanipulaci: V klasickém
mikroskopu se da zabranit degradaci obrazu
dohre zaostené roviny pednttové neostrym
zobrazenim filéhajicich vrstev nejlépe tak,
Ze tyto vrstvy fyzicky odstranime krajenim,
brouSenim, nebo rozrélganim preparatu. (A

Obr. 21 Preparat na zkouSeni objektiv; samozejme, ¢im terti preparat fipravime,
,dlazdice* maji vy3ku 1,5um a 3fku 10pm tim dokonalejSi, ale zarowe tim prazdwjsi
a sklo je naklorgno asi 0 1°; olejova imerze bude jeho obraz; viz vyse.) U TSM (a ob&cn
100x; jasné je jen to, co je zaokeno presrt  u vSech konfokalnich mikroskapje to vSak
apir¢ jinak, obrazy vrstev lezicicpod tou
zaostenou se tbec netvéd, neni je tedy nutno odstravat. Nevadi filiS ani vrstvy, jez
predmétovou rovinu kryji, pokud se mnoho neliSi lomivosti nemaji velkou odraznost,
absorpci, tloug&ku. Takové podminky byvaji velmiasto spliny u zkame#lin, u objekfi
Zivych, a také u mnoha jinych, a pak se tu otevir®znost pro jakési zobrazovani ve vysSi
kvalité, ukazujici 2x vice podrobnosti nez mikroskop klgi(viz obr. 5). To vSak neni vSe, u
téchto objekd prisvitnych se da uvedenddkost, tedy mala srozumitelnost obrazu opravit
uzitim objektivu barevSpatrt korigovaného, jenz v jedné dokonalé ravabrazové (obr. 19)
vytvori pii oswtleni bilym s¥tlem mnozinu obraz kazdy z nich m& troSku jinou barvu a
kazdy tak zobrazuje trochu jinou rovintedn®tu, vSechny jsou vSak zcela ostré. Tato mnoZzina
nezobrazuje tedy vipdnEtu uz jen vrstvu limitd tenkou, ale vrstvu kokaé tlougky, coz ma
dvé veliké vyhody: ) 1épe pochopime, co vidimé) fieteba pi prohledavani preparatu stale
pieostovat, aby nam nic neuniklo. Zde jsme se vSak nax#istale rozhodli jsme se vrétit se
ke svym starym pokusn o stereoskopickou mikroskopii, v nichZ spokes gateli, zejména

(B) S Alanem Boydem a zesnulym Miroslavem Malym gsasi ped dvaceti lety objevili, jak
se da barevna vada vyuZzit ke zvySeni obsahu infirroagkolik fadi pri zachovanieoreticky
piedpowdéného a experimentairdoloZzeného lepsiho rozliseni (totid,5 x délka, jiz udavaji
Rayleigh¢i Abbe), protahne-li setwodnirovinny prostor ve siru optické osy, a tak se ro#si
natrirozmerny. Barevny obraz tohotd@itozmerného prostoru se vSak vyt rovine kotowe
Nipkowova, jim se ,vyisti“ a je tak uz jerdvourozrérny. Jeho barvy nekoduji barvu objektu,
nybrz jeho teti roznér (jenZ ma srér optické osy fistroje). V oku ani v mozku nevzbudi sice
tento kdéd pedstavu prostoru, je vSak snadné obratvarit v dvoijici rozdilnych obrad, jeden
pro levé oko a druhy pro pravé, jejichz paralaxekaduje teti roznér fyziologicky vhodr.
Barevré odstugiovanou paralaxu zavedou mezi obrazy v levém a vépnaoku pimohledné
spektralni hranoly oga¢ na okularech orientované (obr. 22). Za spektrélhianoly okulad
nema uz barva obrazu zadnsel) ten byl uz spkn zavedenim paralaxy mezi obrazy pro pravée
a pro levé oko. TakZe kdyz se rozhodnertidgb za okulary vhodné zesilata jasu obrak,
nemize zde uz fekazet jejich jednobarevny vystup; naopak, jejiaheliny obraz mohl by nas
spise masCtvrty rozmdr, ¢as, je kvantovan periodou, v niz se v poli opaktggny vzor direk
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Na okularech lezi opacné
orientované primohledné
spektralni hranoly

Osveétlujici paprsky

Poloodrazné zrcadlo

O Prenosova ¢ocka

Hyperchromaticky objektiv
Pozice predmétovych rovin pro
jednotlivé spektrdlni barvy

Obr. 22 Schéma TSM pro stereoskopii pomociyperchromatického objektivu

kotouwe v obrazovém poli, a ta jedaana dobou otky kotowe. RozliSeni «tvrtém rozngru,
¢asu, je tu tedy hrubsi a nenéemo rgjakym jasnym pravidlem. Bude jisstait, kdyz operatér
uvidi vysledek své akce (posunuti v poli, zéast, zasahu v objektu)é&s a nemusi ji uz
opravovat; boh&ttu postéi rychlost rotace kotaie snadno dosazitelna i bez jeho vyvazovani.

(C) Vylowim-li z avah fluorescenci, zavisi ploSna hustotakinv obraze jen na osileni (na
jeho barvach), na skutes vyuzité apertte objektivu, a na jeho kvalitV monochromatickém
swtle zobrazi objektiv tim uzSi soubor morfologickyelemeni, ¢im etSi ¢ast apertury se
skute&né vyuZzije, acim WetSi je jeho z¥tSeni. Nebo srozumitedji: ¢im podrobujsi je obraz a
¢im je mér zatizen vadami, tim menSi je ®pa] Ze se jeho obsah pochopi a vyuZije, viz vyse.
(Slusi je&k fici, Ze mizeme dostat zcela stejné rozliSeni i kontrast, akéadkovanijedinou
dirkou, kdyz clonu zorného pole zGzime, aby v pebylo nikdy vic direk kotaie nez jedna.
Za tento jen o malo dokonalejSi obraz zaplatimepmistatnym zmenSenim zorného pole, ale
to uz @ilis nevadi, protoZe k tomuto postupu se uchyliemegidka, pro kontrolu a upsreéni.)

(D) V zivé tkani je ¥tSina objeki bezbarva, ale vyjim@é se barevné obrazy vyskytnou, nebo
se zavedou ugte, barvenim vitalniméi fluorescegnimi barvivy, aby se zviditelnily a odliSily
dulezité znaky. Ale i monochromatickém ostleni pro fluorescenci je nutno diwelmi slevit

z naroki na rozliSeni &&dkovat jinak v ositlovani a jinak v obrazefdba jako u Yokogawy,
viz str. 4, nebo barevnou korekwladit presré na ol délky viny, té, jez fluorescenci vyvola a
té, kterou ma vyvolana fluorescence. Takovych kimmkchromatismu jsem navrhl vice,
vSecky maiji lepsi rozliSeni, nez mikroskop &dgpy i TSM s ilis velkymi dirkami v kotodi

(¢i v jednom ze dvou kotau, je-li jeden v os#tleni a druhy ve vystupu, jako u Yokogawy).
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(E) Uz v prvnich avahach o TSM jsem se Zéihma zd&izeni gihodna pro manipulaci s Zivou
tkani a pro rychlé prohledavani velkych objektkon€nou tlouskou, jako jsouieba prvoci,
¢ervi, kultury burek, prisvitné fosilie, tenké ZivdSneé tkag, a také iizné artefakty. Ve &tSing
téchto gipadi ma velkou dlezitost rychlost zobrazovani a dobry jas vyam@eho obrazu. Ale
praw dosahnout dostateého jasu obrazu se namiitta Spatg a pouze s velkymi naklady,
zejména kdyZ bylo nezbytné @siovat dokonale bilym sstlem. Zarovka tu obvykle nestaa
casto nestd ani xenonova vysokotlaka obloukovka. Proto jsneémv ¢asto pouZili i zdroj
nejjasrjSi, Slunce. To jsme zobrazovali na Nipkomkotow:, a jeho dirky zobrazil objektiv
mikroskopu do svéfpdnetové roviny. (To je tzvcritical illumination anglickych autat.) Az
pozckji jsme se od Slunce emancipovali za pomdangch vojenskych zesilova obrazu,
nejdiive rtmeckych, z druhé gtové valky, a v posledni démam gatelé z pimyslu sem tam
na par tyda pajcili na zkouSku dokonaly zesilovanoderni. Soudim, ze pr&dwyni gichazi
doba pro standardni pouzivani elektronickych zeailip obrazu, a Ze se tim pro TSM atew
nové moznosti ve &dé i v technice. Zesilowse obrazu (obvykle jeden pro kazdé akagpro
kazdy elektronicky snintaobrazu) nemusi ¥eni (iliS prodrazit, protoZze se jimi zase uset
na lacirgjSich a trvanli¥jSich s¥telnych zdrojich; mozna posia pouhé halogenové zarovky.

(F) Nesmi se vSak g#tna vyvoji specialni optiky, igdevSim objektir s maximalni aperturou
a s co nejdelSi volnou pracovni vzdalenosttenych pro #izné imerzni kapaliny se stejnym
indexem, jako mafedmet i prostedi, v @mz Zije,¢i v némz je uloZen (nap voda, glycerol,
lih, kifemen, vapenec, jantar, kost, zub ajektaré by nély mit i fiditelnou korekci na tlou¥ku
stny nadoby (skleiné ¢i z réjaké unelé latky). Sefit se nesmi ani na vyvoji zminych
zvlastnich objektit se zvySenym chromatizmenizného stup& urtenych pro stereoskopii
(viz (A) na str. 14). TakZe budoucnost TSM je ui jerukach P&ha pari Zeisse, Leitze,
Olympuse, Nikona atd. Mam vSak tuSeni, Ze moznmsticipi, na nichZz je TSM zaloZen,
nejsou nasi dnes uz klasickou konstrukci zdalekemp@ny, a Ze€etni naSi patelé uz brzy
prijdou (mozna dokonce z naSi iniciativy) s konsterkc zcela novymi, na které nebude uz
platit slavny apokryf o GalileoviEppure si muovefA preci se téi), ale budou se v ni it
pouze adresy hardware, na které se maji fotoneldrehy posilat, aby se obrazy po svych
proménach mohly stale znova a znova reprodukovat, angeby gistroji néco fyzicky oté&elo.

Nakonec mi zbyva uz jen p&kbvat vSem fatelim, ktei nam v praci na tomto tématu
pomohli, a z nichz valn&&sina uz odesla, a pé&kbvat i €m institucim, jez podporovaly mou
praci. Byla to nejiv CSAV, potom Univerzita Karlova jez m¢ dosud stale podporuje
prostednictvim Ustavu busné biologie a patologie, 1. LF UK v Praze gradfyCE 204022
Prvouk/1LF/1 aGACR P302/12/G157V letech 1964 — 1967 to bylo také vicero dalgjcmt:

z National Science FoundatianzYale Universitya po r. 1983 i britské grantyMRCi SERC
ty nas podpily prostednictvim gatel a spoluautérv USA (Robert Galambgsa ve Velké
Britanii (Alan Boydg.

U nas (v Plzni, v Praze, v Olomouci) zase bylo débrodind, kteti mi dlouhych
dvacet let, 1970-1989, zakazovali dokonce i publitanova vydéani starSich praci, jez pak
vychazela anonynth Z téch se smuth proslavil zejménagorof. MUDr. JiFi Luke§ emeritni
dékan plzaiskeé lékaskeé fakulty a mistaedsedd.eve fronty
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Vzhled nékterych komeréné vyrabénych TSM

TSM se zrcadly pro University College v Londy® (prvni prodany kus), konstrukce
Milan Hadravsky 1985

-
i

»*
L ]

A

TSM vyrabény v JZD Komorno 1985-1995
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Starsi a nowjSi TSM firmy Tracor Northern, Madison, Wisconsin, USA; osmdesata léta

*kk

Na Uplny zagr pokusim se &5tit, kudy se budou vif$tich letech ubirat hlavni proudy
vyvoje optickych mikroskop a mikroskopovani. V nejblizSich letech bude po&vat boom
fadkovaci mikroskopie, zejména jejiho vyuziti prahipu diagnostiku &hem operénich
zakrol, tedy k rychlému prohlizeni excizi (nativnich inenych barvivy fluoresce&nimi a
vitalnimi) nebo i povrch vnéjSnich, vystelek dutin, ghlednych tkani v oku atd. Bude se klast
duraz na rychlost, tj. na minimalni Upravu a preparaaa rychlost prace. Pracné metody pro
zlepSeni rozliSeni (viz napletosni Nobelovu cena za chemii) sotva najdeéi$ivrozsieni.
Bude také pokr&vat vyvoj objektivi pro zlepSeni rozliSeni a pro ragsii vyuzivaného pasma
vinovych délek. Z&nou se vyra&t hyperchromatické objektivy pro mikroskoptyirozmsrnou
a stereoskopickou, aibec objektivy vhodné pro prohlizenétich hloubek v Zivych tkanich.
Vyvinou se bilé sitelné zdroje s&Sim jasem a s delSi Zivotnosti. Ale ndgZitejSi bude
nepochybn dalSi vyvoj dobrych zesilo¢a obrazu s velikym ziskem, s minimalnim Sumem,
s velkym dynamickym rozsahem a se Sirokym vinovgasahem, se Sirokym zornym polem a
s dostatéen¢ velikym paitem pixel v ném. UZ tel’ panuje v této oblastily ruch, €Zko se vSak
da fredvidat, standard na kterém se vyvoj ustali nd tie4s

Po zvladnuti probléinse zesilovanim jasu obrazu nepochyba zéne vyralst optika
vhodna pro stereoskopii a pro praci v hlubokychigigla to jak v biologii a v mediaintak i
v technice, zejména pak v mikroelektronice a v ebbrgibuznych, nap v z&izenich pro
patrani po stopach fdeta elementarnickiastic fotografickou emulzi i jinymi citlivymi latkai,
poruch v krystalové kzce, atp., atd.
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