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Abstract: Currently there is an idea to use scanning near-field optical microscope for biological re-
search. There are various microscopic methods and techniques that allow us to examine more
closely the structure of the micro-world. In this paper we try to use SNOM (scanning near-field op-
tical microscope) as a cheaper option than TEM (transmission electron microscope) in the observa-
tion of biological specimens (human osteosarcoma cell line, U20S).
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1. UVOD

Principialné je mikroskopovaci technika SNOM zalozena na pfivedeni svételného svazku o vinové
délce A co nejblize k povrchu studovaného objektu. Sonda je ptiblizena do vzdalenosti d tak, aby
platilo d << A. Dale je nutné svazek dostate¢né zuzit, aby velikost vystupni apertury a, dana pri-
mérem, byla mensi nez vinova délka A prochazejiciho zateni, tedy o < A. Pak se blizime témér bo-
dovému zdroji svételného zatfeni. Tento princip je ilustrovan na obrazku (obr. 10brazek 1:a).
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Obriazek 1:  a) Principialni schéma mikroskopie blizkého pole [1] b) SNOM UFYZ-FEKT-VUT

Rozlisovaci schopnost optického mikroskopu v blizkém poli nezavisi na vinové délce pouzitého za-
feni, ale pouze na velikosti hrotu sondy a na jeho vzdalenosti od povrchu vzorku. Pohybuje se
v rozmezi 30 — 100 nm. SNOM mtize pracovat bud’ s osvétlenim s vnéj§im odrazem, kde je sonda
soucasn¢ vysilacem i pfijimacem nebo pii vnéjsim Sikmém osvétleni pfedmétu. Umoznuje analyzu
vSech typl pfedméti, transparentnich i netransparentnich. Vyhodou je, Ze toto osvétleni je izotrop-
ni [2]. Mezi dalsi vyhody SNOM patii absence difrakénich jevl v blizkém poli a predevsim nizsi
pofizovaci a provozni naklady, protoze provoz SNOM neni omezen pouzitim vakua jako v ptipadé
TEM. Tyto a mnohé dalsi vyhody vedou k tendenci vyuzit SNOM nejen v materialovém, ale i



Vv biologickém vyzkumu. I pies existenci nékolika malo praci (viz [3]) se touto problematikou do-
sud nikdo hloubgji nezabyval. Ve srovnani se SNOM pouziva TEM svazek elektront, misto skle-
nénych Cocek ¢ocky magnetické ¢i elektrostatické. Emitované elektrony jsou urychlovany polem
anody a fokusovany v uzky svazek s malym vrcholovym tihlem. Ten je dale fokusovan kondenso-
rem na pozorovany objekt umistény v blizkosti objektivu. Pii prichodu pfedmétem se elektrony
srazeji s atomy latky a jsou rozptylovany, pricemz tihel rozptylu zavisi na tloust'ce a hustoté pred-
métu. Oblasti velké tloustky a hustoty rozptyluji elektrony ve velkém uhlu. Po pruchodu objekti-
vem prochazeji rozptylené elektrony aperturni clonkou uvniti nebo za objektivem. Mnozstvi elek-
tronti vychazejicich z jednoho bodu predmétu, které prosly aperturou, zavisi na uhlu rozptylu. Siln¢
rozptylené elektrony otvorem neprojdou a neti¢astni se tedy vytvoreni obrazu. Rozdéleni intenzity
svétla na stinitku odpovida rozdéleni tloustky a hustoty predmétu. Kontrast vzniklého obrazu je
podminén rozptylem elektronti v riznych bodech. ZvétSeni zavisi na ohniskové vzdalenosti objek-
tivu a jeho vzdalenosti od obrazové roviny. Pro biologické aplikace jsme schopni s TEM dosahnout
rozliSovaci schopnosti kolem 5 nm, ale pouze pii specialnim zpracovani vzorka [4].

. PRIPRAVA VZORKU - EXPERIMENT

Postupy piipravy biologickych preparati pro TEM jsou znamé, zatimco pro SNOM jsou stale vy-
sledkem experimentu. Obecné se pfiprava vzorki sklada z nékolika etap — odbér materialu, fixace,
zalévani, krajeni, barveni a montovani fezl.

Obrazek 2:  Opticky mikroskop: a) 150x zvétSeno b) 600x zvétseno
SNOM: ¢) odrazny rezim d) topografie vzorku



Z pohledu preparati je velkou vyhodou SNOM to, Ze zde nedochazi Kk radiaénimu poskozeni vzor-
ku. V elektronovém mikroskopu je energie disipovana v preparatu pii kratkém ozatovani elektrony
0 energii 100 keV odpovidajici podminkam, které se mimo mikroskop nachazeji jen v blizkosti
epicentra jaderného vybuchu. Radia¢ni poskozeni je zptisobeno rtiznymi interakcemi dopadajicich
elektront s atomy vzorku. Nelze je odstranit, pouze redukovat. Vyhodou je také eliminace kontras-
tovani slou¢eninami tézkych kovi (napf. octan uranylu, citrat olova), které se u TEM vyuziva pro
zvySeni kontrastu biologickych objekti, jez jsou tvofeny pfevazné nizkomolekularnimi latkami [4].
Pro tuto praci jsme jako vzorek zvolili buné¢né kultivace U20S (lidské kostni nadorové burky).
Nechali jsme je nardst na krycich sklech v kultiva¢énim médiu (DMEM s 4,5 g/l Glucose, L-
Glutamine od PAN Biotech (¢. kat. P03-0710), piidan NaHCOs, + penicilin/streptavidin, + 10%
FBS) po dobu 40 hodin. Poté jsme preparaty vyjmuli z média a nechali oschnout. K naslednému
barveni jsme pouzili barvici set Diff-Quik od Medion Diagnostics, ktery poskytuje stejné vysledky
jako barveni technikou Pappenheim (Giemsa-May-Griinwald). Vzorky byly postupné ponoiovany
v fadé roztokd (fixa¢ni roztok, prvni barvici roztok, druhy barvici roztok), v kazdém po dobu 5
sekund a nakonec oplachnuty v destilované vodé. Po oschnuti jsme nékteré preparaty zalili jedno-
slozkovovu epoxidovou pryskyfici Epoxylite 6001-M a vytvrdili v picce. Vytvrzovani probiha ve
dvou krocich. Prvni faze, kdy se zbavujeme rozpoustédel, trva 3 hodiny pii 100 °C. V druhé fazi se
vytvrzuje povrch epoxidu 1 hodinu pii 180 °C. Takto pfipravené vzorky jsme pozorovali pomoci
optického mikroskopu LEICA EZ4 (obr. 2a, 2b) a SNOM NT-MDT-Solaris (Obrazek 2:c, 2d).

3. ZAVER

Jak 1ze vidét na obrazcich potizenych pomoci SNOM, jsme schopni rozeznat jak tvary jednotlivych
bungk, tak i intracelularni membranové struktury a to jiz pfi jednoduchém barveni. Tento vyzkum
je teprve v pocatcich, ale skyta velky potencial. Pouziti SNOM oproti TEM s sebou nese mnoho
vyhod — niZz§i potizovaci a provozni naklady (vakuum, slou¢eniny tézkych kovit), nedochazi k radi-
acnimu poskozeni, rozliSovaci schopnost zavisi pouze na velikosti hrotu sondy a na jeho vzdalenos-
ti od povrchu vzorku. V souc¢asné dobé TEM hraje vyznamnou roli na poli biologického a medicin-
ského vyzkumu. TEM nam umoziiuje zobrazit submikroskopickou strukturu bunék, nadmolekular-
nich komplext, makromolekul i virQ, které lezi pod rozliSovaci schopnosti optického mikroskopu.
To vse je vysledkem dlouholetého vyzkumu a experimentll zejména v oblasti ptipravy vzorkd.

PODEKOVANI

Tento ¢lanek vznikl na Ustavu fyziky FEKT VUT za podpory Opera¢nich programi EU
CZ.1.05/2.1.00/03.0072 “Centrum senzorickych, informa¢nich a komunikaénich systémt” (SIX) a
OPVK CZ.1.07/2.2.00/15.0147 ,,Nanovédy pro elektroinzenyry — inovace studijnich programu‘
(Nanovédy).

REFERENCE

[1] SKODA, David. Charakterizace 1-D nanostruktur metodami SPM. Brno, 2010. 11-20 s. Di-
zertacni prace. VUT BRNO.

[2] FRANK, Lud&k; KRAL, Jaroslav. Metody analyzy povrchii: lontové, sondové a specidlni
metody. Praha: Academia, 2002. 489 s. ISBN 80-200-0594-3.

[31 ZWEYER, M., B. TROIAN, V. SPREAFICO a S. PRATO. SNOM on cell thin sections: ob-
servation of Jurkat and MDAMBA453 cells. Journal of Microscopy. 2008, s. 440-446.

[4] NEBESAROVA, Jana; VANCOVA, Marie; NEBESAR, Jan. Elektronovd mikroskopie pro
biology [online]. Ceské Budéjovice: JihoCeska univerzita, 13. 1. 2002 [cit. 2011-11-20]. Do-
stupné z WWW: <http://www.paru.cas.cz/lem/book/index.html>.



