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Mikroskopie

Kam lidské oko nevidi

Sotva uz se dozvime, jaké pocity se zmocnily tvircl prvnich
mikroskopu neboli drobnohledu, kdyz na prelomu 16. a 17. stoleti i
zkonstruovali nové pristroje a nahle spatfili dosud nevidané, tieba

sSupinky na kridle motyla, jemnoucké zZilkovani na listu stromu ¢i

dosud neznamé tvorecky v kapce vody. Otevreli lidskému poznani
rozmanity svét nepatrnych rozméru, ktery je prostému oku naprosto
nedostupny a jehoz hranic ani dnes nedohlédneme.

Text: Jana Olivova | Foto: Getty images, Ustav. fotoniky. a elektroniky AV CR (2), Ustav pristrojové techniky AV CR, Véda
fotogenicka (Petr Znachor, Nada Pizurova), Antonia Gibalova, Pavlina Jachimova (5), archiv. Tomase Hrstky (2)

echnicky pokrok nechal zvi-

davé zraky proniknout do

svéta bakterii a vir, do nitra

bunék a krystali ¢i do Srou-

bovice DNA a posléze az do
stale jesté tajemného svéta atomy, jejich
usporddani a interakei, kde probihd
spousta déji, jejichz pochopeni a ovldd-
nuti zdsadné ovliviiuje nas kazdodenni
zZivot, at uz v biologii, medicing, v che-
mii & fyzice véetné materidlovych véd.
V tomto svété se méri v nanometrech,
tedy miliontindch milimetru nebo,
cheete-li, miliardtindch
metru.

Dnesni mikroskopy jsou samoziejmé
na hony vzddlené ptivodnim jednodu-
chym soustavim cocek. Najdeme mezi
nimi $irokou skalu piistroji optickych
i neoptickych, zaloZenych na riznych
technologiich: od klasickych svételnych,
polarizacnich, fluorescenénich & kon-
fokdlnich, pfes mikroskopy rentgenové
a elektronové az po rizné druhy mikro-
skopu fadkovacich tunelovych, mikro-
skopti atomdrnich sil a mnoho dalsich
typi a jejich kombinaci. Neslouzi jen
k prostému zvétseni pozorovanych
objektd — jeste dulezitéjsim parametrem
byva jejich rozliSovaci schopnost dand
minimalni vzdilenosti dvou bodii, které
jesté mikroskop dokdze od sebe rozlisit.
Bez zvySovini rozlisovaci schopnosti
totiz pouhé zvétSovani neposkytne

nové informace a detaily zlstanou
rozmazang.

Snimek plodu pampelisky (nazka s chmyrem)
z elektronového mikroskopu.
Zvétseni: 260x.

Klasické optické mikroskopy probudily
v badatelich touhu pozorovat stile jem-
n&jsi a jemngjsi detaily. Zdalo se vsak, ze
se nikdy zcela nenaplni, protoze moz-
nosti optické mikroskopie limituje vinova
délka svétla. Hranice — zvlasté ve vede —
jsou ale od toho, aby se prekonavaly: zde
pralom pfinesla tzv. fluorescenéni mikro-
skopie se superjemnym rozlisenim, také
nazyvand superrozliSovaci mikroskopie,
ktera umoznuje pozorovat objekty s roz-
liSenim vy$Sim nez tzv. difrakéni limit.
Dovoluje optickému mikroskopu stu-
dovat do podrobnosti dfive nevidanych,
navic v redlném case, tieba pochody
v zivych bunkdch — jak spolu molekuly
interaguji, jakd mohou vzniknout one-
mocnéni v piipad¢, ze tyto interakce
neprobihaji spravné apod. Napriklad
Pavel Hozik 2 Ustavu molekulirni
genetiky AV CR a jeho kolegové vyuzi-
vaji téchto technik pii vyzkumu procest
uvnitf bunééného jidra. Snazi se poznat,
jak se zapinaji a vypinaji jednotlivé geny
a reguluje se jejich funkee, ale i jak poru-
cha téchto pochodu vede ke vzniku riz-
nych onemocnéni véetné napt. zvysené
citlivosti na podnéty, nékterych typti one-
mocnéni svalovych a pojivovych tkani ¢i
dokonce rakoviny.

Ani fluorescenéni mikroskopie se super-
jemnym rozliSenim, ¢i  superrozliso-
vaci mikroskopie, vsak uz casto nestaci.
K ziskini kyzenych poznatkii proto dnes
badatelé propojuji nejriznéjsi techniky;
ticba pomoci fluorescenéniho mikro-
skopu najdou v bunce hledanou molekulu
opatienou svitici znackou a pak se na ni
v jesté vétsim rozliseni podivaji v elektro-
novém mikroskopu. V' Ustavu moleku-
larni genetiky AV CR maji k dispozici
vysoce moderni biologicky prozafovaci
elektronovy mikroskop, ktery dovoluje
pozorovat zamrazené prepardty pri tep-
loté tekutého dusiku a umoznuje studovat
buriky bez poskozeni jejich fyzické pod-
staty. Poznatky, které pfinese, pomohou
blize objasnit interakce mezi burikami
imunitniho systému, specidlni funkce
bunééného cytoskeletu, ale i mechanismy
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vzniku nadorového bujent, proces opravy
poskozeni v DNA a fadu dalsich procesi.
Jednim ze sméra vyzkum je proto vyvoj
takovych postupll pfipravy vzorki pro
pozorovani v mikroskopu (zaloZenych
na vysokotlakém zamrazovini na teplotu
tekutého dusiku), které zajisti, aby vzorky
co nejvice odpovidaly pfirozenému stavu.

Nanoskopie -

hledani novych cest

»Védei maji velmi dobrou piedstavu, jak
do sebe zapadaji jednotlivé bilkoviny
neboli proteiny, znaji velmi dobfe jejich
strukturu. Vime ale jen velmi milo
o tom, jak pfesné molekuly vykondvaji

= o T el P
" NovaTaborator Nano-optiky [,
vstavu fotoniky a elektroniky #
AV CR, ve ktere se novy" f
vyzkumny tym pod vedenim
Marka Piliarika zaméfuje na #
moderni mikroskopicke metody 5
a aktualni otazky v biologii;
biofyzice a chemii. Cilem je-"
vyvinout novou meérici metodu
pro sledovani zmén'proteinu #
pomoci viditelného svétla na
urovni jednotlivych melekuls
Pochopeni dynamiky proteinus®
v jejich prirozeném prostredi
Je klicem k odhalent jejich
| / hiclogickyech fupkei!

svou praci v redlném ase, protoZe pri-
sluiné procesy jednoduse nejsou vidét,”
vysvétluyje Marek Piliarik z Ustavu
fotoniky a elektroniky AV CR. Rad by
tuto situaci zménil, protoze zobrazeni
pohybu jednotlivych proteini v jejich
piirozeném prostiedi povaZuje za klic
k odhaleni jejich biologické funkee
a fungovini Zivota na molekuldrni
tirovni. Chee proto vyvinout zcela nové
detekéni metody, které by umoznily
prislusnou molekulu spatfit a sledovat,
odkud kam se pohybuje, jak se méni
jeji tvar, co konkrétné deld, zkoumat
interakce molekul krok po kroku. Fun-
govini zivych soustav v pfirodé je totiz
zalozeno na zpusobu, jakym do sebe

molekuly zapadaji. A ptitom pravé zde
se skryvaji nejvétsi neznimé. ,Napfi-
klad existuje celd rodina takzvanych
molekularnich motord, coZ jsou jakoby
miniaturni  jednomolekularni pandé-
kové, kteii odnékud nékam putuji,
nebo mdme rizné péry, které se otevi-
raji a zaviraji; molekuly, které pomdhaji
sklddat jiné molekuly a vypadaji jako
otevirajici a zavirajici se kvéty. Tyto sys-
témy se jevi jako malinkaté molekuldrni
motory, které v Zivych organismech
vykondvaji svou mechanickou prici na
trovni jednotlivych nanometrd.“ Marek
Piliarik vede védecky tym Nano-optika
a stavi mikroskopy pfekracujici hranice
bézné mikroskopie, proto se také hovoii
o nanoskopii nebo nanooptice. Pracuje
ve vlnovych délkich viditelného svétla
a vyuzivd principy podobné metodim
superrozlisovaci mikroskopie. ,Zakladni
idea v podstaté je, Ze hmotu rozeberete
najednotlivé stavebni kameny, at uz sviti,
nebo je zobrazujete né&jakymi jinymi
mechanismy. Tyto jednotlivé zdkladni
kameny — idedlné jednotlivé molekuly —
zobrazujete jednu po druhé a néasledné
sestavite obrizek mnohem detailnéjsi,
nez umoziuje bézny mikroskop.“
Fluorescenéni metody se pouzivaji ke
studiu dynamickych procesi v Zivych
systémech zcela bézné: jsou zalozené
na detekei a pozorovini fluoreskujicich
latek ve vzorku. Zafici molekuly v ném
mohou byt bud pfirozené, nebo se stu-
dované objekty (napf. bunky) oznaci
molekulami schopnymi fluoreskovat.
V mnoha situacich vSak nedostacuji:
piedeviim nedokdzou sledovat pro-
cesy rychlejdi nez nékolik milisekund,
zatimco fada dé&ju v pfirodé probihd
mnohem rychleji. , TakZe zistavd nepo-
psand celd skala procest rychlejsich nez
piiblizné tisicina sekundy, které nikdo
nikdy nedokdzal sledovat. Myslime si, Ze
na konci nasi price je dokdZeme zazna-
menat,” fikd Marek Piliarik. Jeho cil je
skute¢né ambicidzni — zlep§it moznosti
pozorovani ve srovnani se stivajicimi
superrozliSovacimi mikroskopy zhruba
o dalsi fd. ,SuperrozliSovaci mikrosko-
ple totiZ nardZi na své fyzikalni hranice
na skalich kolem 10 & 20 nanometri.
Ovsem proteiny jsou vétsinou jesté

mensi. KdyZz tedy chcete vidét detaily
uvnitf jednoho proteinu, potiebujete
mit rozlifeni mnohem lepdi. Pfesné
tento krok chceme udélat.

Vychizi se piitom sice z podobnych
principt jako u metod zaloZenych na
fluorescenci, oviem bez fluorescence.
Veédci sleduji signél pochdzejici z roz-
ptylu fotonit (svétla) na jednotlivé
molekule: foton na dany objekt dopadne
a zméni smér nebo fizi. Tento jev podle
Marka Piliarika nastivd mezi svét-
lem a hmotou vzdy, tedy i na Grovni
jednotlivych molekul, a ma nékolik
vyhod. ,Zatimco u fluorescence vdm
jedna molekula neposkytne vic nez,
feknéme, milion fotond za sekundu,
u rozptylu k této takzvané saturaci
nedochézi. Zjednodusené feceno, staéi
pridat vykon laseru a dostanete silnéjsi
signil — az dokud danou molekulu ne-
uvatite. Této metodé se Marek Pili-
arik vénoval uZ pii svém’ postdoktor-
ském pobytu v Némecku, kde poprvé
ukézali, ze diky ni dokdzou vidét jed-
notlivé molekuly bilkovin. Nyni chce
jit jesté o krok dal: vidét nejen bilko-
vinu samu, ale i co déld a jak se méni,
Ve své laboratofi vysvétluje, co se déje,
kdyz chce vybranou bilkovinu sledovat.
Zapne se laser, svételny paprsek osviti
vzorek v kyveté, kde dochizi k che-
mické reakci. Odrazené a rozptylené
svétlo se ,,posbird“ a pfes soustavu cocek
a zrcitek pfivede na kameru. Zbytek
se uz odehrivd v pocitati. Pozoruji se
tfeba zmény dlouhé struktury z pro-
teind zvané mikrotubuly, vyztuzujici
butiku: ,Dokdzeme rozeznat velmi
malé zmény v téchto mikroskopickych
snimcich. Vidime napfiklad, jak jed-
notlivé molekuly pfechdzeji na povrch
a navazuji se na néj. V jinych experi-
mentech zase pozorujeme, jak jednot-
livé molekuly putuji podél zminénych
mikrotubuli. Je to trochu jako divat se
z vesmiru na hlavni mésto a trasovat
v ném pohyb jediného ¢lovéka.”

Véechny tyto poznatky Marek
Piliarik a jeho kolegové vyvozuji z nepa-
trnych zmén v kontrastu detekovaného
signdlu — na jeho zdkladé se snazi roz-
kli¢ovat, co se pfesné se zkoumanym
proteinem déje.

Fungovdni Zivych
soustav v prirode se
zaklddd na zpiisobu,
Jakym do sebe molekuly
zapadaji. A pritom
pravé 2de se skryvaji
nejveLsi nexndme.

Elektronové mikroskopy
Nejviestrannéi§im ndstrojem k pohledu
do mikrosvéta a nanosvéta jsou v soucas-
nosti elektronové mikroskopy — oproti
béznym svételnym mikroskoptim maji
mnohem vét§{ rozliSovaci schopnost
s moznosti zobrazeni i jednotlivych
atomil. Uplatiiuji se proto v mnoha oblas-
tech véetné materidlového nebo biolo-
gického vyzkumu, protoze diky interakei
elektront s litkou poskytuji komplexni
informace o mikroskopické struktufe,
chemickém sloZeni a dal3ich fyzikilnich
vlastnostech studovanych vzorki.

Bez piehdnéni nutno zdlraznit, Ze
zdsadni zdsluhu na vyvoji specializova-
nych typl elektronovych mikroskopi
maji éeéti odbornici z Ustavu piistrojové
techniky AV CR v Brné. A pro lepsi
predstavu, co tyto piistroje dokdzou, pfi-
pomind feditelka tstavu Ilona Miillerovi,

Trocha historie

Ke zvétSovani pozorovanych

predmétl mozna nejdrive slou-
zila obycejna kapka vody, ktera
dokaze zvétsovat podobné jako
cocka. Jako zvétsovaci sklo, nebo
spise jako zapalne sklicko k sou-
stfedéni slunecnich paprsku a zapa-

lovani ohné, mohla cocka slouzit
ze starovékého asyrského mésta
Nimrud, datovana odhadem do
7. stoleti pf. n. |. Podle jinych pra-
menu vznikla nejstarsi cocka ve sta-
rovéké Indii spojenim dvou kaminku,
oviem i hieroglyfy ze starovékého
Egypta pry popisuji jednoduché
¢ocky a odkazuji na zvétSovani

e nase oko rozlisi zhruba desetinu mili-
metru, oviem atomy, z nichZ se sklidd
cel4 piiroda, jsou o Sest Fadi mensi. Sest
#4dd — to je v makrosvété rozdil mezi
jednim metrem a tisicem kilometri.
A v takto obrovském poméru musi elek-
tronovy mikroskop umét pozorované
objekty zvétsit! K zobrazeni nepouzivd
viditelné svétlo, které mé pro dané ucely
piili§ dlouhou vinovou délku, ale vyuziva
elektrony, jejichZ vinovi délka je daleko
kratsi, a proto mohou poskytnout detail-
néjsi pohled na svét s mnohem vétsim
zvétienim. Pfistroj funguje tak, Ze svazek
volnych elektroni, formovany soustavou
elektromagnetickych cofek (tubusem),
dopadd na vzorek, s nimZ interaguje.
Dochizi k pfeddvani energie a méni se
trajektorie elektront. Tyto veli¢iny se
vyrazné méni pro rizné typy materiald.
Veédci tak ziskdvaji ze vzorku spoustu
signald, jez se rizné detekuji a prevadéji
na elektricky signdl, ktery moduluje jas
pozorovaciho monitoru. Takto se ziskd
zvétSeny obraz studovaného objektu.
,,Cfstav piistrojové techniky mé velkou
tradici ve vyvoji téchto pfistroji — diive
je vyvijel celé, dnes se soustiedi na vyvoj
novych metod zobrazeni nebo jednot-
livych casti elektronovych mikroskop.
Tradi¢né, uz desitky let se vénujeme napf.
vyzkumu a vyvoji mikroskopie poma-
lymi elektrony, vyvoji novych simula¢-
nich programi pro navrh elektronové

obrazu. Pisemné zminky o ¢ockach,
respektive zdpalnych sklickach,
najdeme v dile starofeckého dra-
matika Aristofana z 5. stoleti pf. n. |.
Plinius starsi v 1. stoleti n. |. a slavny
rimsky filozof Seneca mladsi popiso-
vali sklenéné koule naplnéné vodou,
které slouzily nejen ke zvétSovani
pismen pfi ¢teni podobné jako
lupa, ale také (a mozna predevsim)
k vypalovani ran. Od 8. stoleti se
zacinaji objevovat tzv. cteci kameny,
sklenéné polokulovité pfedmeéty pfi-
kladané na text ke zvétseni pisma.
Cesta k prvnim mikroskopum vsak
trvala jesté nékolik stoleti.
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optickych systémi, vyvoji detekénich
systémd & tzv. environmentdlni elek-
tronové mikroskopie.“ Volné clektrony
v mikroskopu totiZ potfebuji vakuum —
jinak se rozptyli a obraz neziskime.
Optimalizovat detekéni systémy pro
takovyto typ mikroskopu je proto velmi
obtizné. ,Ndm se to dlouhodobé dafi,”
fikd Ilona Miillerovd. Md ke spokoje-
nosti dobry divod: védci z jejiho praco-
vi§té dokdZou vyrazné posunout kvality
bézné dostupnych komer¢nich elektro-
novych mikroskopt tim, Ze k nim pfi-
daji své nové vyvinuté detekéni systémy,
které jsou o Fad i vice lepsi neZ stavajici,
¢imz dosahuji mimofddnych technic-
kych parametr( a samoziejmeé i skvélych
védeckych vysledka. Neni divu, ze
o spoluprdci s nimi je mimofidny zdjem
doma i ve svété jak ze strany vyzkum-
nikd, tak ze strany vyrobcid. Sotva je
nihoda, Ze vyrobni firmy sidlici v Brng,

se kterymi Gstav dzce spolupracuje, se
podileji na celosvétové produkei elek-
tronovych mikroskopi z vice nez 30 %.
Ilona Miillerovi se svym tymem
navrhla a realizovala novou objektivo-
vou &ocku pro rastrovaci elektronové
mikroskopy, diky které se di obrazovy
signdl detekovat dokonaleji — a v roce
2013 ziskala za sviij pocin cenu Invence
v soutézi Ceska hlava. Vytesila problém
vyplyvajici ze skutecnosti, Ze pro rozliSeni
co nejvétsich detaild je v elektronovém
mikroskopu na jedné strané potfeba pou-
zivat elektrony s kratkou vinovou délkou,
tudiZ je nutné jim dodat velkou energii.
Na druhé strané elektron s vysokou ener-
gii v mikroskopu interaguje se zkouma-
nou latkou v pFilis velkém objemu (laicky
feceno — jako by velice silnd Zdrovka
presvitila piili§ velkou &dst zkoumaného
objektu tak, Ze uZz nedokdZeme vnimat
detaily). llona Mullerové se svymi kolegy

toto uskali Uspéiné zdolala — a piekva-
pila tak i svétové 8picky v oboru revo-
luénim konceptem zobrazovini vzorkd
prostiednictvim  elektronového  svazku
s pomalymi elektrony. Ani pfedni odbor-
nici zpotitku nevéfili, Ze by jeji postup
mohl fungovat. ,Jezdili jsme po konfe-
rencich a pfesvédcovali, Ze to funguje,
spolupracovali jsme s riznymi univer-
zitami, zejména s University of Toyama
a University of York, kde jsme adaptovali
jejich pfistroje, abychom ziskali aplikace,
publikovali jsme fady novych vysledka.
Nakonec se piece jenom podaiilo skep-
tiky pfesvédéit, Ze se jim nabizi naprosto
novy, jedineény néstroj ke studiu hmoty.
yIrvalo ale téméf 20 let, nez vyrobci
elektronickych mikroskopti novy prvek
do svyich piistroji zaclenili. Dnes tento
systém v podstaté pouzivaji viechny
komeréni elektronové mikroskopy na
svété. Tak je tomu i v mnoha jinych

Chloubou Ustavu pfistrojové techniky AV €R je obii ultravysokovakuovy rastrovaci elektronovy mikroskop, kterému se prezdiva ,mamut®,
a to nejen kvili jeho velikosti, ale i proto, ze dostal do vybavy specialni detektory a doplfiky, ¢imz se stal unikatnim na svété. Zafizeni navrhli
a z velké casti sestavili pravé zde.

Mikroskopy ve sluzbach expertu Akademie ved

Ing. llona Millerova, DrSc.

Reditelka Ustavu pristrojové techniky AV CR

a zdroven vede skupinu mikroskopie

a spektroskopie povrchi. Dlouhodobé se
veénuje rastrovaci elektronové mikroskopii

s pomalymi a velmi pomalymi elektrony

z hlediska povrchové fyziky i navrhu |
elektronové optického systému jak
osvétlovaciho, tak detekéniho. Je autorkou

a spoluautorkou cca 300 recenzovanych
odbornych ¢lankd a puvodnich prispévkid na
mezindrodnich konferencich, z toho tfi ¢asti
monografii. Redila mnohé projekty, véetné

z EU, absolvovala mnoho zahranicnich stazi,
mezi jinymi jednorocni pobyt na univerzité

v japonské Toyamé a na univerzité v Yorku ve
Velké Britanii. Ziskala Cenu Ceskostovenské
mikroskopické spolecnosti za celoZivotni pfinos
pro mikroskopii a v roce 2013 cenu Ceské hlava
v kategorii Invence.

oblastech: jakoukoli novou metodu vyvi-
neme, at souvisi s biologii nebo s medi-
cinou apod., trvd nesmirné dlouho, nez
o ni pfesvédéime potencidlni vyrobce
a uzivatele a ujme se. Je tfeba vytrvat,”
poznamendvd Ilona Millerovi.

g Ustavu  pfistrojové  techniky
AV CR, ktery letos oslavil 60 let exis-
tence, neusinaji na vaviinech, naopak
— chtéji-li se v elektronové mikrosko-
pii udrzet na svétové 8pici, nesmi se bét
pustit ani do oblasti zatim neprozkou-
manych, jakou jsou napf. programy pro
simulace interakei elektronl o nizsich
energiich s litkou. ,Na tom pracujeme
spolu s univerzitou ve Vidni, zaleZitost

R RNDr. Tomas Hrstka, Ph.D.

Tl Nt L

Veédecky pracovnik Geologického tstavu AV CR se specializuje na geoche-
mii hydrotermalniho procesu a aplikovanou mineralogii. V souc¢asnosti se
vénuje uplatnéni novych mikroanalytickych metod v primyslu a ve védach
0 Zemi. Jako mineralog pracoval na mnoha vyznamnych projektech po
celém sveteé, véetné Jihoafrické republiky, Australie a Kanady. Studoval

a pusobil na Prircdovédecke fakulté UK v Praze, ale i na univerzitach v Anglii
a Francii. Je autorem, spoluautorem a recenzentem vice nez 100 technic-
kych studii a dalich odbornych praci.

Mgr. Marek Piliarik, Ph.D.

Je vedoucim védeckého tymu Nano-optika
v Ustavu fotoniky a elektroniky AV CR.
Zkudenosti s vyzkumem ziskal nejen na
tomto pracovisti, ale i na University of
Washington v Seattlu, na Max Planck
Institute for the Science of Light v Erlangenu
ana ETH Zarich. Je autorem péti kapitol

v knihdch, 33 ¢lanku v impaktovanych
€asopisech, 50 konferencnich prispévki

a jednoho patentu. Jeho prace dosud
zaznamenaly téméF 2000 citaci. V roce
2016 ziskal prestizni ERC CZ grant na projekt
Optické zobrazovani dynamiky jednotlivych
proteind, jeho? cilem je vyzkum mikroskopie
pozorujici zmeény uvnitr jednotlivych
molekul.

je velice slozitd a za mého Zivota urdité
nebude dofesena,” realisticky odhaduje
feditelka brnénského pracovisté.
Brnéndti védci jsou prikopniky
ivoboru mikroskopie uréeném specidlng
pro ucely biologie a mediciny, stejné jako
ochrany Zivotniho prostfedi. Zatimco
bézné se biologické nebo i jinak citlivé
vzorky pro pozorovini v elektronovém
mikroskopu musi prohlizet v hluboce
zmrazeném stavu nebo chemicky fixo-
vat, vysusit, pfipadné pokryt elektricky
vodivou vrstvou, v Brné pracuji na vyvoji
Setrnéjsich postupd. Origindlnim zpa-
sobem prestavéli a specidlné vybavili
environmentdlni rastrovaci elektronovy

mikroskop, aby se jim daly zkoumat
nijak neupravené, Zivé biologické vzorky,
jak to €ini tradi¢ni optické mikroskopy,
oviem pfi vétsich zvétienich a s vyrazné
lepsi hloubkou ostrosti. Napi. nyni >
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pomoci nové vyvinutych detektort stu-
duji tani ledu nebo bobtnini bentonitu.
Sleduji, jak se vzorek uvnitf méni, a vidi
jeho mikrostrukturu.

Jednoho 2z nejnovéjsich vysledka
dosahli ve spoluprici s University of
Cambridge: uvnitf mikroskopu sledovali
dynamicky se vyvijejici d&j — tzv. ledové
kvéty, které vznikaji na povrchu Cers-
tvého, vétdinou mofského ledu. Vypa-
daji trochu jako snéhové vlocky. ,Ledové
kvéty vyrtstaji ze slané motské vody.
Predpoklidalo se, Ze se pfi sublimaci ledu
rozpadnou na malé slané &istecky, které
se uvolni do atmosféry. Stivaji se tak
zdrojem mofského aerosolu, ktery mimo
jiné odpovida za zvySovini koncentrace
bromu a roziifovini ozonové diry v pold-
rnich oblastech,” ukazuje na monitoru
Lubica Vetrikovd. ,Mikroskopickym
pozorovinim, které nebylo nikde pfed-
tim provedeno, jsme hypotézu vyvratili.
Zjistili jsme totiz, Ze v ledovych kvétech
jsou struktury, jakési prsty — pii sublimaci
ledu se neodlamuji, ale zkombinuji, az se
z nich stane jeden kus soli.

Dalsim vyznamnym vysledkem je pro-
zafovaci elektronovd mikroskopie vyu-
Zivajici velmi pomalych elektron, kterd
umoznuje napf. pocitini jednotlivych
atomovych vrstev grafenu s vysokym
prostorovym rozliSenim.

Na snimku vlaknita sinice Anabaena flos-aquea. Nomarského diferencialni kontrast, zvetseno

Odvazné, nikoli

nemozne vize

Sotva badatelé¢ dosihli jedné mety,
rysuje se dalsi: ziskdvat o vzorcich kvan-
titativni informace. Jak pfipousti i Ilona
Miillerovi, diive byli védci §tastni, kdyz
se po vzorku nechaly pfebéhnout elekt-
rony a vysledkem byl obrazek s velkym
rozlifenim a krisnymi detaily. Dnes uz
chtéji presné védét, co jim fikd odrazeny
& prodly elektron detekovany v kon-
krétnim uhlu a s konkrétni energii.
Neuvétitelné slozity ukol. ,K pocho-
peni chovini hmoty jsou potfeba nizké
energie — a v nad{ skupiné se zabyvime
pravé nizkoenergiovou elektronovou
mikroskopii, protoze je k materidlu nej-
citlivéjsi.“ Jinymi slovy — védci pracuji
s pomalymi a velmi pomalymi elekt-
rony a soustfeduji se na vyvoj metodo-
logie a unikdtnich pfistrojovych prvkd,
aby dosahli vysokého rozlideni obrazu
a mohli své postupy co nejlépe vyuzit
pii fedeni dloh v materidlovych a bio-
medicinskych védach. Pomal€ elektrony,
tedy elektrony s velmi nizkou energii,
totiz umoznuji s vysokym kontrastem
zobrazit napfiklad zrna v polykrystalic-
kych materidlech, a dokonce i rozloZzeni
vnitiniho pnuti v nich, studovat kry-
stalografickou orientaci miniaturnich
krystald, coZ tfeba pomoci rentgenové

spektroskopie neni mozné, ale stejné tak
zvladnou velmi tenké tkifiové fezy bez
pouziti soli tézkych kovi k fixaci ¢i jiné
Gpravé vzorkd atd.

Zatimco pied 10 lety si védci préli
atomy vidét, coZ je jiZ tplné bézné, dnes
uz dokonce dokiZou zaznamenat, co
se déje v atomové struktufe, méfi stile
vétdi skdlu stile slabgich signdlii (vetné
biosignali) s lepsim rozlisenim. Takové
moznosti jsou do budoucna nadéji kupfi-
kladu pro detailngjsi studium mozku.

Pir nesplnénych sni pfesto zlistiva.
Mikroskopy detekuji pouze urcitou dst
elektronti vyslanych studovanym vzor-
kem; cilem védcd ale je zaznamenat
viechny — ty, které vzorek opusti i které
pohlti: ,Kdyby se podatilo detekovat
emitované elektrony s vysokym tihlovym
rozlidenim, tedy pomoci mnohakanilo-
vého detektoru, a je§té pfitom pro celou
skilu energii elektronti jak dopadajicich,
tak emitovanych, dozvime se o daném
vzorku tplné viechno. Dobré by bylo
tato méfend data srovnat s teorii. To je
ale zatim sci-fi. Myslim, Ze se nae pfini
jednou uskuteéni — i kdyZ to jesté potrvi
dlouho,” véti Ilona Miillerovi.

Mikroskopie

v geologii a mineralogii
Elektronové mikroskopy mohou vyuzi-
vat dvou zdkladnich principi. V trans-
misnich (nebo také prozafovacich) pro-
chazeji elektrony vzorkem a teprve poté
se detekuji. U rastrovacich neboli fid-
kovacich elektronovych mikroskopt se
vyuzivda pohyblivého svazku elektrond,
ktery povrch vzorku zobrazuje tak, Ze se
pohybuje fidek po fadku v jakési nevidi-
telné pravidelné siti (rastru). V kazdém
bodé pfitom dochdzi k interakei se vzor-
kem a vznika tak fada signdld, které se
méni podle charakteru povrchu a typu
materidlu. Z téchto signéli se sestavuje
vysledny obraz, informace o prvkovém
slozeni vzorku i jeho dalSich charak-
teristikach. Geologové a mineralogové
z nich dokdZou vy&ist téméf vie, objas-
nuje Tom4$ Hrstka z Geologického
dstavu AV CR, ktery sc saim podili na
zdokonalovini a automatizaci elektro-
nové mikroskopie v mineralogii (ale

Bez vykonnych mikroskopt nejrizngjsich typl se
I v Akademii véd CR neobejdeme. Moderni mikroskopy
vyuziva | Ustav experimentalni botaniky. Pfiprava vzorku se
riizni podie typu pistroje (1), prace s nimi je ale jiz rutinou (2).
Transmisni elekironovy mikroskop v Ustavu experimentalni
potaniky pouziva hlavné laboratof virologie (3). Krasné detailni
kolorované snimky pachazeji z rastrovacich elektronovych
mikroskopu, jak je vidat na snimku pylového zrna husenicku
rolniho v otevieném prasniku (4).




Téma

nejen tam): ,KdyZ elektrony narazi do
vzorku, hustsi materiél jich tolik nepro-
pusti a vic se jich odrazi zpét. Pistroje
to zobrazuji jako svétlejsi faize. Mohou
to byt zlato, platina, Zelezo a jiné tézké
prvky nebo slouceniny s nimi. Naopak
nékteré silikity nebo organické mate-
ridly jsou z pohledu elektroni pomérné
fidké, elektrony jimi prochdzeji skrz,
takze se jich odrazi pomérné malo a na
obrizku vyjdou tmavé.“

Geologové a mineralogové se pro-
stfednictvim elektronovych mikroskopii
dozvidaji detaily o struktufe mate-
ridld, tvaru krystald, jejich chemic-
kych vlastnostech apod. Zejména tézba
a zpracovani nerostnych surovin vyza-
duji snadné analyzy velikého mnozstyi
vzork, napfiklad aby se zjistilo, v jakém
mnozstvi a v jaké podobé je zastoupen
néjaky kov (napi. zlato) v konkrétni
horniné a jestli se vyplati ho tézit ~ coz
oviem nelze stanovit na zikladé rozboru
nékolika milo vzorkd, musi se jich ana-
lyzovat stovky ¢i tisice. Z toho davodu
se zrodila myslenka vyuzit v elektro-
nové mikroskopii automatizaci, k jeji-
mu? prudkému rozmachu doslo podle
Tomidse Hrstky mezi lety 1990-2009,
mimo jiné i diky velkému pokroku poéi-
tacll, Zatimco klasické metody v mik-
roskopii byly pfeviiné zalozené na
bodové analyze, kdy se vybiraji a hod-
notf{ jednotlivé body vzorku, automati-
zace dovolovala analyzovat cely vzorek
a ziskat o ném nepfeberné mnozstvi
reprezentativnich dat. Diky tomu se
zadala rozsifovat do dalsich oblasti védy
i mimo geologii a umoznila zcela nové
sméry vyzkumu.

sDile §lo o to, aby automatickd mine-
ralogie neznamenala pouze méfeni,
ale do jisté miry i interpretaci ziska-
nych poznatki. Dnes uZ je stroj sim
schopny poznat jednotlivé minerily.
Automaticky méii spektra v kazdém
bodé vzorku a porovnavi je s databdzi,
kterou jsme my vytvoiili.“ Tim lze
definovat slozeni celého vzorku vietné
zastoupeni jednotlivych slozek, resp.
minerdli.

Metody automatické  mineralogie
umoznily mj. zrychlit a zlevnit testy
a postupy pfi tézbé raznych surovin

.

Ledovy kvét pozorovany pfi teploté -5 °C
a tlaku 348 Pa v upraveném environmentalnim
rastrovacim elektronovém mikroskopu.

Nejde pouze o zobrazeni
pozorovanych objektii

a procest, stejné duleZité
a obtigné je informace
spravné a spoleblivé
interprefovat.

a dalsi pramyslové procesy. A nds mize
tésit, ze trend automatizace elektrono-
vych mikroskopit zachytili i Cesi a ze
Brno se podle Tomase Hrstky stalo cen-
trem vyvoje i vyroby téchto pfistroji.
V soudasné dobé uz slouzi k vyzkumu
nejen v geologickych véddch, ale tieba
i v archeologii & pii studiu zivotniho
prostiedi: ,Hodné se zkoumaji envi-
ronmentalni problémy véetné znecisténi
pidy. Napf. pokud se rozklidaji néjaké
poziistatky po t&zbé a uvolriuji se kyselé
dilni vody, miiZe tato technika hodng
pomoci pfi stanovovini kvantitativni
mineralogie — jestli se tam Skodlivé
minerély vyskytuji volng, jsou dobfe pfi-
stupné vodé a budou se rozpoustét, napi.
volny arzenopyrit, nebo jestli jsou uza-
vieny tieba v kiemeni a nebudou pusobit
az takovy problém. Zaroven jeji pomoci
miizeme zjistit, jaky md dand hornina
neutralizaéni potencidl, tedy jestli jsou
tam néjaké minerdly jako vipenec, které
budou vyrovnavat kyselost v prostiedi
a branit acidifikaci.”

Uméla inteligence

Jakkoli vyznamny pokrok znamenala
automatickd mikroskopie, jeji pomérnou
nevyhodou je, 7e databdzi (klasifikadni
schéma), s niZ porovniva analyzované
vzorky, musi krok po kroku a do jisté
miry ruéné vytvofit sami védci na zdkladé
svych zkuSenosti. Proto zadali zkou-
mat, zda by $lo vyuzit dalstho prudkého
rozvoje pocitatovych véd, predeviim
umélé inteligence a tzv. neuronovych
siti a posunout moZnosti automati-
zace o dalsi skok dal: aby si inteligentni
mikroskopické systémy samy doki-
zaly sestavit klasifikaéni schémata nebo
databize a uréit jakykoli neznimy vzo-
rek, aby umély ziskat velikou mnozinu
obrazovych a chemickych dat v kaz-
dém uréeném bodé a dokazaly samo-
statné rozhodnout, s jakym detailem je
tieba jednotlivé ¢sti vzorku analyzovat,
a tak zkritily ¢as potfebny k dosazeni
vysledku.,,My ted pracujeme na projektu
analyzy prachovych &astic; zajimd nds,
odkud rizné slozky prachu pochdzeji
a jaké je jejich slozeni. To je dtlezité pro
hodnoceni rizik spojenych s prachem,
at uz environmentilnich, nebo zdravot-
nich,“ pokracuje Tom4s Hrstka. ,Jestlize
prach analyzujeme jako celek chemicky,
zjistime napfiklad zvyseny obsah olova
nebo arzenu — chemicky rozbor nim
ale vzdy nenapovi, jak se tam ten arzen
dostal a odkud vlastné je. Pokud oviem
dokdzeme provést automatickou analyzu
&astice po &dstici — a dovedete si predsta-
vit, Ze v prachu jsou jich miliony — jsme
schopni je rozdélit do jednotlivych sku-
pin a fict: toto jsou minerily pochizejici
z pfirodniho pozadi, ze zvétralych hor-
nin nebo ptdy, ale stejné tak tam mohou
byt &dstice pochdzejici z néjaké tovirny
nebo spalovny — vidime, Ze prosly uréi-
tym procesem, maji specifické tvary
a slozeni, mizeme je vysledovat zpét
a stanovit zdroj.“

Big Data

Automaticki mikroskopie pfi téchto
postupech  vytvifi  nepfedstavitelné
obrovskeé soubory pocitatovych dat, které
je nemyslitelné zpracovat klasickym ruc-
nim zpiisobem, takZe nezbyva nez zapojit
umélou inteligenci.

Shluky tepelné opracovanych sazi. Velikost bilych kuli¢ek je pfiblizné 100 nm.

Soutasnym cilem vyzkumi nejen
v Geologickém ustavu AV CR je proto
nyni podle Tomase Hrstky vymyslet,
jak s takovymi ob#imi, slozZitymi sou-
bory dat (oznacovanymi terminem ,big
data®) viibec rozumné pracovat, vyhod-
nocovat je, jak z nich ziskdvat infor-
mace a na jejich zakladé vytvifet néjaké
koncepty. Stranou vyvoje elektronovych
mikroskop ovem neziistdvd ani snaha
o studium vzorkd ve velkém rozligeni.
,Cili se muzete divat na jednu &dstici
ve velikinském detailu a ziskat o tom
jednom mikronovém zrnku konkrétni
informace, kupfikladu jak jsou v ném
uspofddané atomy atd. Pak ale muaZe
byt dost obtizné z toho vyvodit néco
o chovini zkoumaného materidlu jako
celku. Pokud jsme ovSem schopni sloZit
data z miliont jednotlivych &astic nebo
obecné z reprezentativniho objemu
vzorku, dostaneme se na dplné novou
tGroven pozndni: pro¢ prach déld to a to,
proé se atmosféra vic ochlazuje, kdyz
je prano, nez kdyZ je méné prasno.
Takové otizky se daji fesit az ve chvili,
kdy mate obraz, ktery miZete vztdhnout
k néjakym vétsim procesim — ne pouze
jednotlivostl. A privé v tom spatfuji
potencidl automatizace: ziskdvat infor-
mace, které by jinak nebylo v podstaté
mozné shromdzdit,” konstatuje Tom4s
Hirstka. Svi slova potvrzuje na pfikladu

vyzkumu pyroklastickych sedimentt
v ledovcovém jezefe: ,Kdysi v prehis-
torii v jeho okoli probihaly vulkanické
erupce. Sopeény prach, ktery md spe-
cifické sloZeni, chemismus i tvary, se
dostal do ovzdusi a poklesl a zacal se
usazovat. A nds zajimalo, kolik ho kde
je, abychom ho mohli vztdhnout tfeba
k rozsahu a dobé trvini vulkanické akti-
vity. Kdyz jsme postupovali klasickym
zpiisobem, nadli jsme, feknéme, stovky
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¢dstic. Potom mé kolegové pozadal,
abychom zkusili pouzit automatickou
analyzu. Hledali jsme vSechny dstice
vétsi nez pil mikronu a najednou jsme
jich méli na sto tisic, oproti pivodnim
stovkdm. Vypocitali jsme, Ze 1 kdyby-
chom pfi ruénim méfeni kazdé Cistici
vénovali jen 30 sekund, budeme sedét
za mikroskopem néjakych osm let, nez
ziskdme data, jejichZ automatické shro-
mazdovini zabralo zhruba 50 hodin.”
Uméld inteligence a zpracovini
ohromnych komplexnich soubori dat
v mikroskopii otevird novy zpisob
feSeni fady nejen geologickych témat.

Splnéné sny

Piani spatfit jednotlivé atomy na
povrchu pevnych litek, hloubgji stu-
dovat jejich atomdrni a elektronovou
strukturu a pozorovat riizné fyzikalni
a chemické procesy pfimo na atomdrni
drovni (tedy v uZ zminéné nanometrové
skile) stejné jako sledovat do nepfed-
stavitelnych podrobnosti a v redlném
¢ase pochoedy v zivych burikich patiilo
jesté pfed zhruba pil stoletim do fise
nedostiznych snd. Sen se, jak vidno, stal
skute¢nosti. Vdécime za to i metodim
a pristrojim, jejichZ rozvoji pomohli
Zesti odbornici. I
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Mapa ¢astic ziskana automatickym elektronovym mikroskopem za tcelem stanoveni biopfistupnosti
potencialné toxickych kovi v pudnim prostfedi a uréeni zdrojl kontaminace.





