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ANOTACE

Bakalaiska prace je zaméfena na problematiku zobrazovani biologickych
materidli prostfednictvim metod Mikroskopie skenujici sondou (SPM), zejména
Mikroskopii atomarnich sil (AFM). AFM je nejrozsifenéjsi technika mikroskopie se
skenujici sondou, ktera pracuje na principu tésného piiblizeni métici sondy ke vzorku.
Teoreticka ¢ast zahrnuje popis skenovacich mikroskopickych metod, konstrukci
mikroskopu, jednotlivé méfici mody a techniky. V piedkladané praci je velka pozornost
vénovana zobrazovani biologickych materidlii, biologickym aplikacim, podkladnim
materialim a zpusobim imobilizace vzorkd na tyto nosi¢e. Experimentalni ¢ast se
zabyva ptipravou mikrobiologickych vzorkd (B. cereus, S. intermedius a K. oxytoca),

jejich imobilizaci na substrat a skenovanim pomoci mikroskopu AFM.

KLICOVA SLOVA

SPM; AFM; STM; Mikroskopie atomarnich sil; skenujici sonda; DNA;

imobilizace, biologické vzorky

ABSTRACT

Bachelor thesis is focused on imaging of biological materials by Scanning
Probe Microscopy (SPM) techniques, especially Atomic Force Microscopy (AFM).
AFM is the most widely used technique in scanning probe microscopy, which works on
the principle of a close encounter measuring probe to the sample. The theoretical part
includes a description of scanning microscopic methods, construction of the
microscope, the various modes and measurement techniques. The present work is
focused mainly on imaging of biological materials, biological applications, underlay
materials and methods of immobilization of samples on these carriers. The experimental
part deals with the preparation of microbiological samples (B. cereus, S. intermedius a

K. oxytoca), their immobilization on a substrate and scanning by microscope AFM.

KEY WORDS

SPM; STM; AFM; Atomic Force Microscopy; scanning probe; DNA,

immobilization, biological samples



OBSAH

1. Uvod

2. Teoreticka ¢ast

2.1. Mikroskopie skenujici sondou — vyvoj
2.2. Obecné schéma SPM mikroskopu
2.2.1. Pohybové zafizeni

2.2.1.1. Hruby posuv

2.2.1.2. Jemny posuv

2.2.1.3.  Rastrovani

2.2.1.4.  Piezoelektrika

2.2.1.5.  Elektrodynamické skenery
2.2.1.6.  Nelinearita skeneru

2.2.2. Hroty a nosniky

2.2.2.1. Hroty pro STM

2.2.2.2.  Hroty a cantilevery pro AFM
2.2.3. Detekce ohybu cantileveru

2.2.3.1.  Indikace laserem

2.2.3.2.  Indikace zménou kapacity
2.2.3.3.  Indikace piezorezistivni

2.2.3.4. Indikace pomoci STM

2.2.3.5.  Indikace polarizovanym svétlem
2.3. Skenovaci tunelovaci mikroskopie — STM
2.3.1. Tunelovy jev

2.3.2.  Vlastni méteni

2.4. Mikroskopie atomarnich sil — AFM
2.4.1. Sily ptisobici v AFM

24.1.1.  Vander Waalsovy sily

24.1.2.  Sily kratkého dosahu

2.4.1.3.  Kapilarni sily

2.4.2. Rezimy AFM

2.42.1.  Dotykovy rezim — Contact mode (C-AFM)
24.2.1.1. Dotykovy rezim s konstantni vySkou

-7-

10
10
11
12
12
12
13
13
15
15
18
18
18
21
21
22
22
22
22
23
23
23
24
24
24
25
25
25
25
26



24.2.1.2. Dotykovy rezim s konstantni silou

2.4.2.2.  Bezdotykovy rezim — Noncontact mode (NC-AFM)
2.4.2.3.  Poklepovy rezim — Tapping mode (semicontact mode)
2.5. Odvozené techniky SPM dopliikové k AFM

2.6. Aplikace AFM

2.6.1. Analyza povrchu

2.6.2.  Analyza nanocastic
2.6.3. Nezobrazujici technika
2.6.4. Biologické aplikace
2.6.4.1.  Nukleové kyseliny
2.6.4.2.  Proteiny

2.6.4.3.  Biopolymery
2.6.44. Membrany

2.6.4.5.  Bunky

2.6.46. Tkéane

2.7. Substraty pro AFM

2.8. Imobilizace molekul

2.9. Pracovni prostfedi AFM mikroskopt
3. Experimentalni ¢ast

3.1. Material a ptiprava vzorku
3.1.1. Mikroorganismy

3.1.2. Pomnozovaci puda
3.1.3. Pfiprava vzorku

3.2. Meéfici pfistroj

3.2.1. Skenovani vzorki

4. Vysledky méreni a diskuze
5. Zavér

6. Prilohy

7. Pouzita literatura

26
27
28
28
29
29
30
30
31
31
33
33
34
34
36
37
38
39
40
40
40
40
41
41
42
43
45
46
50



1. Uvob

Mikroskopie skenujici sondou (SPM - Scanning Probe Microscopy) je soubor
experimentalnich metod urenych ke studiu struktury povrchu s nanometrovym
lateradlnim rozliSenim a az subnanometrovym rozliSenim ve sméru kolmém k povrchu,
pfipadn¢ k méfeni nékterych lokalnich vlastnosti povrchii. Pouzivd se ke stanoveni
trojrozmérnych obrazii povrchu a jejich parametrii v soufadnicich x, y, z. Tyto techniky
vyuzivaji tésného piiblizeni méfici sondy ke vzorku — pracuji v oblasti blizkého pole.
Od roku 1981kdy byla objevena metoda Skenovaci tunelové mikroskopie (STM —
Scanning Tunneling Microscopy), zaznamenala SPM bouflivy rozvoj. Vzniklo velké
mnozstvi ptibuznych technik zalozenych na rlznych fyzikalnich jevech. Nasledovala
Skenovaci kapacitni mikroskopie (SCM — Scanning Capacitance Microscopy),
Mikroskopie atomarnich sil (AFM — Atomic Force Microscopy), Mikroskopie
magnetickych sil (MFM — Magnetic Force Microscopy) a mnoho dalSich odnozi.

V ptedklddané praci je velkd pozornost vénovéana teoretickému zpracovani
principt a popisu méfeni technikami Mikroskopie skenujici sondou, zejména metodou
AFM. Uveden je popis obecné stavby SPM mikroskopu, pracovni rezimy AFM a jejich
vhodné pouziti. Déle je vénovéana pozornost zobrazovani v mikrobiologii pomoci AFM,
napf. zobrazovani virovych ¢astic a nukleovych kyselin. Zminéné jsou dalsi biologické
aplikace, popis ptipravy vzorku pted méfenim a vhodny vybér prostedi, ve kterém se

bude méfit.

Vlastni praktické méfeni biologickych vzorkli bylo provadéno na Katedie
obecné a anorganické chemie, kde maji dva SPM mikroskopy. Oba jsou produkty ruské
firmy NT — MDT. Star$i mikroskop NanoEducator model SPM-U-L5, novéjsi SOLVER
NEXT, oba pracuji v rezimech STM i AFM. Protoze predmétem méfeni budou maélo
vodivé vzorky (biologické materialy), prakticka ¢ast prace bude vénovana technice

AFM.



2. TEORETICKA CAST

2.1. MIKROSKOPIE SKENUJICI SONDOU - VYVOJ

V roce 1928 E. H. Synge popsal prvni teoreticky navrh optického zobrazeni
ostrym sklenénym hrotem tésné nad povrchem vzorku. Pro nerealné sestrojeni takového
pfistroje zustal navrh bez povSimnuti. Experimentalni ovéfeni Syngeova teoretického
principu roku 1972 provedl E. A. Ash. Ve stejném roce R. Young sestrojil svij
Topografiner, zafizeni, které pracuje v emisnim rezimu, schopné mapovat topografii
vodivych vzorkil. Byla nastinéna moznost vyuziti tunelového jevu pro lepsi rozliseni.
Prvni uspés$na realizace tunelovani prob&hla roku 1981 v laboratoiich IBM v Curychu,
kdy u jejiho zrodu stali Gerd Binnig a Heinrich Rohrer. Tim byl polozen zaklad
Skenovaci tunelové mikroskopie — STM (Scanning Tunneling Microscopy). Pfistroj
pracoval ve vakuu a vibrace byly tlumeny magnetickou levitaci, tj. forma tlumeni
vibraci, pfi které je citlivd Cast zafizeni Ci celé zafizeni udrzovano ve vznosu na
magnetickém polstafi. O pét let pozdé&ji ziskali Binnig a Rohrer za svij objev Nobelovu
cenu. Pfi méfeni STM byly pozorovany systematické odchylky, jez se daly vysvétlit
silovym plisobenim mezi hrotem a povrchem. Na zéklad¢ téchto sil byla roku 1986
realizovana nova metoda Mikroskopie atomarnich sil (AFM - Atomic Force
Microscopy), schopna studovat i nevodivé vzorky. V roce 1989 vyzkumnik D. Eigler
z laboratofe BMI objevil, Ze za urCitych podminek sonda STM pfitahuje atom na
povrchu krystalové miizky a mtze s nim pohybovat po tomto povrchu. Od tohoto roku
se Mikroskopie skenujici sondou vyuziva k modifikaci vzorku a tvorby struktur
V nanometrové oblasti. [1], [2], [21]

V roce 1994 byla zkonstruovana nova varianta AFM mikroskopu, tzv. FM-
AFM mikroskop (Frequency Modulated AFM). Princip metody spociva v kmitani
raménka harmonickou silou na vlastni frekvenci a vysSich harmonickych frekvencich.
Méfen je fazovy posuv kmitani zpisobeny atomarnimi silami. Pravé touto technologii
bylo v roce 2004 dosazeno zatim nejvétsiho rozliseni: 77 pikometréi (77x107'* m). V
tomto rozliSeni je jiZ moZné rozeznat struktury uvniti jednotlivych atoml! Experiment
provedli J. Mannhart, T. Kopp a F. J. Giessibl na némecké université¢ v Augsburgu.
Mikroskopie se tak dostala poprvé na hranici pikometrové oblasti. [3]

Dodnes probiha v téchto technikach bouilivy rozvoj, ktery vede ke zkracovani

vykreslovaci doby, ke zvétSovani rozliSovaci schopnosti a umoznuje nové aplikace.
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2.2. OBECNE SCHEMA SPM MIKROSKOPU

Schéma obecného usporadani SPM mikroskopu je uvedeno na obr. 1, kde jsou
zobrazeny jeho hlavni funk¢ni Casti:

Mechanicka Edst, ktera zajistuje mechanickou stabilitu - stolek K upevnéni
vzorku, polohovani ve tiech rozmérech (soutadnice X, Y, z) - polohovaci zafizeni (tzv.
skenery — piezokeramické pohybové Cleny, které jednak vytvaii méfici rastr, jednak
piiblizuji ¢i oddaluji sondu).

Vlastni sonda je uchycena v drzaku, je tvofena zpravidla ostrym hrotem a
nosnou c¢asti tzv. cantileverem (nosnik, raménko) a zprostfedkovava méfici interakci.
Konkrétni typ sondy zavisi na pouzité mikroskopii.

Elektronicka ¢ast, ktera zajistuje napajeni, soudinnost vSech ¢asti, obvody
zpétné vazby, ovladani a sbér naméfenych hodnot. Detektor snimd smérodatnou
veli¢inu (proud, posunuti). Nékdy je pfimo sondou, n¢kdy potrebuje jesté aktivni Cast
jako je napf. laser u AFM, ktery m&fi miru jeji interakce s povrchem.

Pomocné vybaveni je dulezitou vnéjsi Casti napt. soucdstky pro tlumeni
mechanickych vibraci, vakuové vyvévy, generatory magnetického pole, kryostaty,
zatizeni pro upravu vzorku (¢isténi, relaxace) apod.

Dalsi uspotfadani mikroskopu a vlastnosti pouzivanych soucasti se méni podle toho, pro

jakou konkrétni metodu mikroskopie SPM je dany mikroskop uréen. [1], [2], [23], [25]

i, Snimad vertikilni

k: polobey sondy

b

E Hru}:uj,r oSy

g, piibliznjici

| sondu ke

;.5 wzorkn

%

£

- OREK

- f stolek ) L. .

= upevni Piezokeramicky skener posarng iz

g i veorku wzorek pod sondon dle zeolengho

g rastrn

i

E ve Poditaé k fize ni
w POCITAC skeneny, shérudata
= tvorhé ohrazu

Obr. 1 Schéma obecné stavby SPM mikroskopu (sonda neni zobrazena v méritku)

prevzato a upraveno z [2]
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Sonda interakci se vzorkem méni sviij stav, ktery je sniman senzorem a ptes
obvod zpétné vazby je ovliviiovano prodlouzeni piezokeramiky. Zména délky je
pienasena zpravidla pomoci zmény napéti na piezokeramice do pocitace, ktery sestavuje

obraz.

2.2.1. POHYBOVE ZARIZENi

Pohybové zatfizeni tzv. skener je velmi dulezitou ¢asti mikroskopu, nebot’
umoziuje vzajemné piiblizovani hrotu a vzorku a pii méfeni s konstantnim proudem ¢i
konstantni silou je i nositelem méronosného signalu. Z technického hlediska je nutno
zajistit dvé polohovaci funkce a to makroskopicky a nanoskopicky pohyb. Neni totiz

mozné splnit vSechny pozadavky jednim mechanickym systémem.

2.2.1.1. Hruby posuv

Hruby (makroskopicky) posuv se pouziva pro pfiblizeni vzorku smérem
k hrotu (pfipadné hrotu ke vzorku). V prvnich typech mikroskopii bylo pouzito zatizeni,
tvofené dvéma kolmymi piezoelektrickymi desti¢kami, k nimz byly pfipojeny tii vodivé
nozi¢ky, oddélené od podkladové vodivé desky izolantem s vysokou permitivitou.
Pohyb byl uskute¢iiovan postupnym elektrickym ptichycovanim nozi¢ek a naslednou
aktivaci n€které piezoelektrické desticky.

Hruby posuv muze byt realizovan mechanickym S$roubem (dava piesné
definovany krok, ale mize vnaset vibrace nebo ohifev soustavy), kluzné (vyuziva
smykavy pohyb riiznou rychlosti v opaénych smérech), choditkem (elektrostatické nebo
piezoelektrické ptichycovani), inchworm (motor pracuje ,,pid’alkovitym* pohybem).

[1], [2]

2.2.1.2. Jemny posuv

K pohybu béhem vlastniho méfeni slouzi jemny posuv - skener, realizovany
témeét vzdy piezoelektrickymi materidly, protoZze pozadavky na piesnost nelze
mechanickym zafizenim splnit. Dilezitou konstrukéni informaci je skutecnost, zda-li

skener pohybuje vzorkem nebo hrotem.
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2.2.1.3. Rastrovani

Témet vSechny skenovaci sondové mikroskopy vyuzivaji pro piesné nastaveni
a pohyb sondy nad povrchem vzorku piezoelektricky skener. Skener se pohybuje ve
sméru prvniho fadku rastru tam a zpét, posune se kolmo o urcitou polohu a vykona opét
posun tam a zpét. Tak probiha skenovani ptes celou métenou plochu. Pti zpatecni ceste
sonda nenabird data, ale pohybuje se rychle zpét na vychozi pozici a na dalsi radek.
Pohyb pfi nabirani dat je rychly, naopak posuv na dalsi fadek je oznacovan jako pomaly
sken. Skener vétSinou vykonadva i piiblizovaci a méfici pohyb ve sméru kolmém
k povrchu.

Jednotlivé méfici body jsou zpravidla rozmistény ekvidistantné — zachovavaji
mezi sebou konstantni vzdalenost. Mezery mezi datovymi body jsou oznacovany jako
velikost kroku. Krok je urcen délkou fadku délenou poctem dat na fadek. Obvykle se
délka fadku v SPM rezimech pohybuje od nékolika desitek nm po stovky pm. Pocet
bodu na fadek byva od 64 do 1024 obrazovych bodu. V idealnim ptipadé tvori rastr

¢tvercovou miizku jako na obr. 2. [1]

konec

L

I i

l -
sl L
sl = -
gl [ —
gl [

C -

L == |

2ackatek >I }(
délka kroku

Obr. 2 Pohyb skeneru pri sbéru dat [1]

2.2.1.4. Piezoelektrika

Piezoelektrické vlastnosti maji nékteré latky tvofici krystaly, které nemaji stred
soumérnosti. Mechanické namahani (tlak, tah, ohybani, krouceni) krystalu takovéto
latky vyvolava na plochéach krystalu elektrické naboje. V takovém ptipadé se jedna o
primy piezoelektricky jev (Obr. 3a). Neprimy piezoelektricky jev (Obr. 3b) pracuje
opacn€. Vnéjsi elektrické pole zplsobuje deformaci krystalu, coz se vyuziva
Vv konstrukcich SPM mikroskopii. Po pfilozeni ptesné definovaného napéti na pohybové
zafizeni z piezoelektrického materidlu, dojde k potiebnému posunu vzorku nebo

skenovaci hlavy. Nazorné video dostupné z [24].
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Obr. 3a Primy piezoelektrcky jev Obr. 3b Neprimy piezoelektrcky jev

Zakladnim piezokrystalickym materialem vétSiny skenert je keramicka smeés
PZT, coz je Pb(Zr,Ti)O;3 — olovnaty zirkonium titanat, kterd se dotuje riznymi
pfimésemi pro dosazeni pozadovanych vlastnosti. Vyroby je zaloZzend na slinovani
(spékani) praskového materidlu, ktery je pted vlastnim slinutim slisovan. Kazdy krystal
Vv tomto polykrystalickém materidlu ma svij elektricky dipélovy moment. Dipolové
momenty jsou potom zakladem schopnosti skeneru reagovat na privedené napéti.

Po slinuti jsou dip6lové momenty krystal orientovany nahodile, musi se proto
po speceni piezoelektricky krystal opét zahiat (na teplotu vyssi nez 200°C) a vystavit
stejnosmérnému napéti, které jednotlivé dipoly orientuje jednim smérem. Potom se
vzorek rychle zchladi, ¢imz si dipoly uchovavaji svou orientaci.

Piezoelektricka konstanta d udava velikost zmény rozmért po ptiloZeni napé&ti
na danou piezokeramiku. Konstanta je zavisla na teploté. Pfi nizsi teplot¢ ma mensi
hodnotu, coz umoziuje presnéjsi nastavovani, ale mensi rozsah. Piezoelektrické skenery
mohou byt konstruovany pro pohyb v 0sach X, y a z tak, ze v jednom sméru se roztahuji
(extenze) a v opacném smrstuji (kontrakce).

Piezoelektricka keramika pro konstrukci skeneri se pouziva v nékolika
tvarovych modifikacich: pasek, bimorfni pasek, spojeni diskt, laminat nebo duta

trubicka.

Uvedené prvky mohou realizovat pouze jeden nezavisly pohyb a nebylo by
tedy mozné je samostatné pouzit ke skenovani. Je nutno pouzit jejich kombinace ¢i
upravy, ¢imz se dosahuje co nejvétsi rezonancni frekvence, pevnost, linearita a
rozliSeni. Nej€astéji pouzivané kombinace: trojnozka (tripod scanner), rubicka (tube

scanner), k¥iz. [1], [2], [25]
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2.2.1.5. Elektrodynamické skenery

Piezoelektrické skenery maji podstatné omezeni a to velikost skenovaci oblasti,
ktera zavisi na velikosti samotné piezokeramiky. Piipadné zvétSeni by znamenalo
prodrazeni konstrukce a problémy s rezonanc¢ni frekvenci. Pro nékteré¢ aplikace je vSak
velkd skenovaci oblast vyhodnd, i s pfipadnym obétovanim rozliSeni napt. AFM
biologickych vzorki. Ty byvaji na podlozce rozprostfeny velmi nehomogenné a
nanometrovych rozliSeni na nich bézné¢ dosahovano nebyva. V takovém piipadé se
muze pouzit skener, jehoz konstrukce se skladd ze c&tyr civek. Jejich stfedy jsou
umistény ve vrcholech ¢tverce a jsou prekryty destickou, na niz je pfipevnéna ty¢inka

s hrotem. Dosahuje rozliseni asi 10 nm pii velikosti skenovaciho rozsahu 1,2 mm. [1]

2.2.1.6. Nelinearity skeneru

Vlastni (intrinsickd) nelinearita

Tato chyba je zplisobena pfimo materidlem skeneru. Prodlouzeni ¢i zkraceni
neni linedrné zavislé na privadéném napéti. Udava se pomérem maximalni odchylky od
line4rni aproximace a piislusné hodnoty prodlouzeni. V rovin¢ povrchu vzorku se efekt
vlastni nelinearity projevi deformaci (zkroucenim) pivodné rovinné ekvidistantni
miizky méficich bodi. U ¢lenitych povrchii nemusi byt odchylka od idealniho stavu
viditelnd. V grafu zavislosti prodlouzeni na pfiloZeném napéti se vlastni nelinearita

projevi jako kfivka ve tvaru pismene S, jak je patrné z Obr. 4a.

Hystereze

Hystereze se projevuje vytvofenim uzaviené smycky V grafu zavislosti
prodlouzeni na pfilozeném napéti Obr. 4b. Hystereze skeneru je charakterizovana
pomérem maximalniho rozdilu mezi obéma vétvemi smycky a maximalni hodnoty
prodlouzeni. Vliv hystereze potlacujeme fadkovym skenovanim vzdy jen v jednom
sméru. Velikost hystereze mizeme uréit proméfenim v opacném sméru, kdy je mezi
obrazy znatelny posun ve sméru skenovani. Hystereze ma rovnéZ neptiznivy vliv na

urcovani vyskovych schodi.
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Obr. 4a Vlastni nelinearita skeneru Obr. 4b Hystereze skeneru
Primka znazornuje idealni chovani Sestupna cast krivky nekopiruje vzestupnou, je
piezokeramiky, kiiivka redalny pribéh. [1] to diisledek hystereze keramického materialu.
[1]

Creep

Creep (teCeni) je jev, ktery nastdva pii nahlém ptilozeni napéti. Krystal se
nezacne roztahovat jako celek, ale po jednotlivych castech. Kdyz dojde k nastaveni
skeneru na pozadované misto, zacne lokalizovand poloha pozvolna ujizdét b&hem
homogenizace prodlouzeni v celém objemu piezokeramiky. Nasledkem teceni je
rozdilnost obrazli nasnimanych pfi riznych rychlostech skenovani. Kvantitativné je
creep charakterizovan pomérem Ax./4x, kde Ax je prodlouzeni, které nastane ihned po
ptiloZzeni napétového skoku a Ax; je prodlouzeni, které teprve ,,dob&hne“. T, se
oznacuje Cas, béhem kterého ke creepu dojde. Creep skeneru je zakreslen v grafu na
Obr. 4c. Ve sméru vertikalnim se projevuje jednak zakmitem na prudkych sestupnych a
vzestupnych sténach, jednak vznikem rGzn€ sytych stini na pozvolnych sténach.

Nejvice se projevuje pii pomalém skenovani.

Starnuti skeneru

Starnuti skeneru se projevuje zménou piezoelektrického koeficientu d v Case. Soucasti
procesu starnuti jsou dva jevy. Pokud je skener uzivan pravidelng€, odchylky
prodlouZeni pro dané napéti se pomalu zvySuji s dobou a frekvenci uzivani. V dob¢ kdy
skener neni pouzivan, se zména extenze skeneru sniZuje exponencialné. Z Obr. 4d
vyplyva, ze ¢im castéji (déle) je skener pouzivan, tim vétSiho rozsahu pohybu je
schopen. Pokud analyzujeme povrch v AFM, délkové hodnoty v pfi¢ném i vertikalnim

sméru vykazuji jistou chybu, charakter objekti vSak zlistane nezménén.
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Priibéh extenze s vyznacenym creepem Deformacni koeficient d piezokeramiky
V zavislosti na napéti privadeném na hrot. se meni exponencidlné s casem a dobou
[1] pouzivani. [1]

KiiZovy efekt

Kiizovy efekt je charakterizovan nezadoucim pohybem v urcitém sméru, je-li
pozadovan pohyb ve sméru jiném. Tento jev muze byt zpusoben napiiklad elektrickym
polem, které neni pfesné¢ homogenni v objemu skeneru nebo geometrickym tvarem
piezoelektrickych prvki. Pohyb skeneru ve sméru x — y je uskutecnén tehdy, pokud se
jedna strana valce stahuje (kontrakce) a druha napina (extenze). Skener se ve

skute¢nosti nepohybuje v pozadované roving, ale po obloukové draze, viz Obr. 4e.

Drift

Pod pojmem drift rozumime ujizdéni hrotu vzhledem ke vzorku z riznych
pri¢in. Drift je patrny zvlasté pifi malych rychlostech, protoze narlistd doba, béhem niz
se muize projevit. Nejdulezitéjsi slozkou driftu je slozka tepelnd, ktera vznika
v disledku rozdilnosti koeficientli teplotni roztaznosti jednotlivych konstrukénich ¢asti
mikroskopu nebo se jedna o vnitini zdroj ohfevu (prichod proudu, osvétleni). Dalsi
slozkou driftu je slozka elektronicka, ktera se projevuje zménou nastaveni

zesilovact.[1]

UL ETL

Obr. 4e KiiZovy pohyb skeneru
Tendence skeneru pohybovat se v ose - x (y)

/ S falesnou z - slozkou. [1]

Ix iprodbuzeni — x)

[i}nih Zeni — Z)
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2.2.2. HROTY A NOSNIKY

Hrot (angl. tip) a nosnik nebo raménko (angl. cantilever) jsou stézejnimi ¢astmi

SPM mikroskopt. Jejich charakter se méni podle druhu mikroskopie.

2.2.2.1. Hroty pro STM

Pro dosazeni nejpiesnéjsich vysledkii méteni by mél byt hrot STM ostry,
vodivy a bez povrchovych necistot. Diive se hroty vyrabély mechanicky (rozstfizeny
nebo pretrzeny drat) a dosahovalo se rozliseni asi 1 nm. Pro dosazeni vyssiho rozliseni
se zaCaly pouzivat hroty chemicky leptané. U hroti zalezi na chemické podstaté -
pritomnost nekovovych ¢astic mize zpusobit nestability ve funkci zpétné vazby. Hrot
by mél byt v idedlnim piipad¢ Cisty, zakonceny jednim atomem, dostatecné tuhy (tuhost
ma vliv na rychlost skenovani) a s jednoduchou elektronovou strukturou.

Elektrochemickym leptanim, které je zaloZzeno na principu anodického
rozpousténi wolframového dratu S pouzitim stejnosmérného ¢i stiidavého proudu v
roztoku NaOH nebo KOH pii napéti 13 V, se vyrabi wolframové hroty. Jsou
dostatecn¢ tuhé, ale vytvaii se na nich oxidova vrstvicka, kterd se musi odstranit.
Vhodnym materidlem pro vyrobu hroti je také platina. Je chemicky stald ale nema
idealni mechanické vlastnosti, proto se vytvrzuje iridiem (Pt — Ir hroty). Dalsi vhodné
materialy kK vyrobé hrotii jsou napf. molybden, nikl, monokrystal wolframu nebo zlato.
Specifické hroty potazené izolantem (sklo, vosk) se pouzivaji v elektrochemii, kde se

izolantem zabrani toku faradaickych proudi mezi hrotem a vzorkem.

2.2.2.2. Hroty a cantilevery pro AFM

AFM sonda (angl. probe) se skladd zpravidla z ostrého hrotu a cantileveru,
ktery svym ohybem indikuje velikost interakéni sily. Dfive se sondy pfipravovaly
mechanicky napf. zahnuty wolframovy drat nebo zlaty pasek s diamantovym hrotem.
Dnes jsou hroty a nosniky pfipravované piredevSim litografickymi technologiemi.
Nemusi byt vodivé ale vhodné upravené k detekci. Pro optickou detekci je tieba
cantilever opatfit z horni strany odrazivou vrstvou kovu napf. zlata. Tato vrstva
zpusobuje problém pii zménach teploty, kdy dochazi k nezaddoucimu ohybu. Dlivodem
je rozdilna tepelnd roztaZznost materidlu nosniku a odrazivé vrstvy. DneSni sondy maji

podobu tzv. ¢ipt (Obr. 5), které jsou stabilni a flexibilni pro rizné vzorky (snadno se

18



vyméiuji, maji standardni velikost, a proto jSou . ever S
kompatibilni s vétSinou komercnich zatizeni AFM). £ 1
Jednotlivé rezimy vyzaduji specificky charakter sondy
(pro dotykové rezimy se pozivaji pruzna, pro

bezdotykové naopak tvrdsi raménka). Na cantilever jsou

34 mm

kladeny pozadavky vysoké rezonancni frekvence a malé NT—MOT.
setrvacnosti. Rezonanc¢ni frekvence je rozhodujici faktor ‘
pro rychlou odezvu raménka v nekontaktnich AFM

rezimech. Dulezitou vlastnosti raménka je mald hmotnost

a optimalizovana tuhost. Tuhost raménka zavisi na jeho

tvaru, rozmérech a materidlu, ze kterého je vyrobeno. Po

e r ey e v v eaqe g e 1300 um
splnéni téchto kritérii je senzor dostatecné citlivy 1 na :
55
malé sily. Velikost obrazu a kiivost Spicky hrotu jsou
faktory urCujici pfi€né rozliSeni AFM obrazu. Ostiejsi Obr. 5 ¢ip standardni

hroty s polomérem kiivosti hrotu kolem 5nm poskytuji velikosti[27]

pfi¢né rozliSeni 1 aZ 2 nm.

Pro ploché povrchy staci vyrobit obdélnikovy cantilever bez hrotu, ten je
nastaveny pod thlem tak, aby jeden z roht byl nejblize a slouzil jako hrot. Pro hrubsi
povrchy a pro pozadavky vétsiho rozliSeni se vyrabi nosnik s hrotem. Hroty a
cantilevery pro AFM jsou nejCastéji vyrabény z kiemiku nebo nitridu kfemiku. Je
mnoho postupti vyroby téchto hrot, vétSinou se jednd o proces odleptavani
z ktemikové desky, nanaseni vrstev sloucenin kiemiku a nasledné litografické tvarovani
hrott.

Hroty s pyramidalni nebo tetraedralni geometrii jsou S$ir§i nez kuZelové.
Vzhledem k jejich robustnosti jsou méné vhodné pro zobrazovani hlubokych a ostrych
povrchovych struktur. Hroty tvaru kuzele jsou pro takova métfeni vhodnéjsi, ale jsou
vice nachylné ke zlomeni. Kfemik jako material je podstatné mekci nez nitrid, ale ma
vyhodu v dobrych mechanickych vlastnostech a Ize ho dopovat riznymi piimésemi.
Tloustka kifemikovych ramének miize byt mensi nez 1 pum, coz pfispiva ke zvySeni
rezonan¢ni frekvence. Nitrid kiemiku je tvrds$i materidl a hroty jsou trvanlivéjsi. Muze
ale obsahovat zbytkova pnuti a pozdé€ji se zdeformovat. Nitridova raménka nedosahuji
tak malé tloustky jako kifemikova. Nékteré technologie vyroby hroti jsou slucitelné
pouze s oxidy kiemiku (SiO7), ty maji vEétsi vnitini napéti a jsou kieh¢i nez nitrid.

Vzniklé hroty Ize chemicky upravovat nanasenim vrstev riznych latek pro tzv. funkéné
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citlivé zobrazovani, kde miizeme sledovat rozlozeni vybranych chemicky aktivnich
skupin.

Existuji také specialni typy hrott, kterym se fika ,,narostlé*. Vyroba téchto
hrotii spoc¢iva v aplné€ odlisnych technologiich. Rostou pfimo na konci raménka a to
napf. usazovanim ¢astic v tubusu elektronového mikroskopu.

Tzv. ,,superhroty* jsou hroty tvorené elektronovym svazkem ve skenovacim
elektronovém mikroskopu na bézném pyramidalnim hrotu pro AFM.

Ve snaze zmenSit polomér kiivosti hrotu je jednou z moznosti pouziti
nanotrubicek. Jsou upevnéné na klasicky AFM hrot a je mozné dosahnout rozliSeni az
0,5 nm. Vyhodou je malad adheze ke vzorkiim, pfesné definovana struktura a moznost

modifikace konct trubi¢ek chemickymi i biologickymi slozkami.[1], [2], [28]

Pi'ehled nékterych hroti vyrabénych ruskou firmou NT — MDT:

=
s

Obr. 6a Obr. 6b Obr. 6¢

“=

Obr. 6d Obr. 6e Obr. 6f Obr. 6g

Obr. 6h Obr. 6i Obr. 6j
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Obr. 6k Obr. 61 br. m
Obr. 6a — m: Sondy pro nekontakini nebo semikontakini rezimy (Obr. 6a); Sondy pro kontaktni
rezim (Obr. 6b); Vodivé hroty (Obr. 6C sonda pro nekontaktni/semikontakini rezim);
Magnetické sondy (Obr. 6d SEM fotografie hrotu MFMO1 sondy s polomérem zakriveni 35 nm);
Sondy bez hrotu (Obr. 6e NSG20 tipless, Obr. 6f CSG11 tipless); Super ostré Inm hroty (Obr.
69); Sondy typu ,, Whisker* (Obr. 6h); Sondy potazené diamantovou vrstvou (Obr. 61) vhodné
pro oxidacni nanolitografii; Sondy pro termdalni mikroskopii SThM (Obr. 6j) tyto sondy jsou
urcené pro zobrazovani teploty a tepelné vodivosti na povrchu vzorku; Sondy pro mikroskopii v
blizkém optickém poli (Obr. 6K); Koloidni sondy (Obr. 61 cantilever se submikronovou kulovitou
castici na kiremikovém hrotu, Obr.6m cantilever s mikronovou, kulovitou &astici, umisténou na

volném konci nosniku bez hrotu (tipless)); Vsechny obrazky jsou dostupné z [28]
2.2.3. DETEKCE OHYBU CANTILEVERU

Vzajemné silové piisobeni mezi hrotem a povrchem skenovaného vzorku je
zakladem AFM signalu, zpusobuje ohyb nosniku a mira ohybu je detekovana. Prvni
AFM pouzivaly k detekci ohybu nosniku tunelovy proud (STM), nyni jsou vSak
roz$iteny nejriznéjs$i konstrukce pfedev§sim optickych metod. Pro jednotlivé typy

indikace je nutné mit odpovidajicim zptisobem upravenou vrchni stranu cantileveru.

kvadrantovy rredtko

2.2.3.1. Indikace laserem fotodetektor ~
Nejbézngjsi  detektor  ohybu

nosniku je laserova dioda, schéma na

Obr. 7. Laser je fokusovan na vrchni

' K piezoelekincky
’ e r pOvVICh VZOrKkuy
stranu nosniku, ktery ma vysokou l‘!l/‘ skener

odrazivost. Tato reflexni vrstva se

Obr. 7 Schéma detekce laserem u AFM [1]
potahuje riznymi vysoce odrazivymi

materidly, nejcastéji chemicky stabilnim zlatem. Odrazené svétlo dopada na svételny

detektor, ktery je zpravidla rozd€len na Ctyfi svétlocitlivé Casti. Tento kvadrantovy
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fotodetektor je schopny detekovat i pohyb v dalsim sméru a to zkrut raménka. Pied
zacatkem meéteni se zméfi referencni hodnota osvétleni jednotlivych segmentd diody.
Pii méfeni se ohyb cantileveru projevi posunem odrazu a energie v jednotlivych Castech

segmentli nebudou stejné. Z tohoto posunu lze vypocitat ohnuti nosniku.

2.2.3.2. Indikace zménou kapacity

Pti této mechanicko — elektronické detekci je na raménko pifipevnéna kovova
elektroda, kterd je pohyblivou ¢asti kondenzatoru. S vychylkou cantileveru se méni
vzdalenost mezi elektrodami a kapacita kondenzatoru. Zpétnovazebni obvody pomoci
piezokeramiky dorovnaji systém na konstantni kapacitu. Pfi této detekci je nutné aby

vrchni strana nosniku byla vodiva, nejlépe pokovena.

2.2.3.3. Indikace piezorezistivni
V nékterych ptipadech se pouziva detekce piezorezistivni. Raménko je tvoiené

pfimo z piezomaterialu a pfi jeho ohnuti se méni odpor piezorezistoru, ktery se méfi.

2.2.3.4. Indikace pomoci STM

Princip této indikace je zalozen na tunelovém jevu. Cantilever je na vrchni
stran¢ pokryt vodivou vrstvou a ta slouzi jako vzorek pro STM. Vodiva vrstva a
raménko STM slouzi jako dvé elektrody a velikost tunelového proudu je pak nepiimo
umeérnd vzdalenosti mezi nimi. Nevyhodou je naro¢nost provedeni (dvé zpétné vazby) a

nizs§i citlivost. Naopak vyhodou je mechanicka stabilita a nizké teplotni drifty.

2.2.3.5. Indikace polarizovanym svétlem

Dalsi optickou metodou je detekce diferencidlnim interferometrem. Dva
svazky vzajemné kolmé polarizace referencni a méfici dopadaji na vrchni stranu
nosniku a odrazeji se od ni. Méfici paprsek dosahuje blizko hrotu a referen¢ni v misté,
kde je nosnik pfipevnén. Po prohnuti raménka oba svazky urazi rozdilnou drahu a to se
projevi na interferenci. Vychylka cantileveru se méfti jako fazovy rozdil mezi méficim a
referen¢nim paprskem. Oba svazky podstupuji stejné zmény a proto je minimalizovana

nestabilita zdroje i naruSeni optické drahy. [1], [2], [26]
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2.3. SKENOVACI TUNELOVACI MIKROSKOPIE - STM

Metoda STM (angl. Scanning TunnelingMicroscopy, 1981) vyuziva k méfeni
vzorkl rastrovaci tunelovaci mikroskop, mikroskop, ktery umoziuje dotykat se atomu.
Lze ho pfirovnat ke gramofonu, kdy jehla tazena nad povrchem meéni svou vertikalni
polohu v zavislosti na morfologii desky. V tunelovaci mikroskopii méfime proud mezi
ostrym hrotem, zpravidla zakoncenym jednim atomem, a vodivym vzorkem. Mezi
hrotem umisténym do vzdalenosti 1 nm od povrchu a vodivym vzorkem jsou elektrony
Ltunelovany* aniz by byli v pfimém mechanickém styku. Vysledny tunelovy proud
zavisi na vzdalenosti hrotu a vzorku a je nositelem signdlu, ktery se podili na vzniku
STM obrazu. Rastrovaci tunelova mikroskopie lze pouzit pro studium vodivych

povrchill nebo nevodivych tenkych filma uloZenych na vodivych podkladech.

2.3.1. TUNELOVY JEV

K tunelovému jevu dochézi v ptipadé, kdy mezi dvéma vodivymi pevnymi
latkami vznikne energetickd bariéra, kterou elektrony podle klasické teorie nemohou
proniknout. V kvantové fyzice, kde je Castice popisovana vinovou funkci, tato funkce
exponencialné klesa. Pravdépodobnost pruchodu neni nulova a znatelnych hodnot
nabyva teprve pro velmi uzké bariéry. Pravdépodobnost ptfechodu ¢astic ptes bariéru se
da vyjadfit po zjisténi potencialni energie (tvar bariéry), energie a hmotnosti Castice a
Sitky bariéry. ZjednoduSené Ize tento vztah nahradit souc¢inem efektivni vysky a Sitky
bariéry. S narustajici $itkou bariéry pravdépodobnost prechodu exponencialné klesa.[1],

[2], [4]

2.3.2. VLASTNI MERENI

Hruby posuv ve sméru kolmém ke vzorku Ize provést mechanicky. Po ptilozeni
napéti mezi vodivy hrot a vzorek dojde k prichodu tunelového proudu. Pomoci
piezokeramiky se provadi jemny posuv vzorku ke hrotu popft. hrotu ke vzorku tak, aby
byl proud méfitelny. Tunelové proudy registrované v priabéhu méfeni jsou malé - az
0,03 nA, takze je mozné zkoumat i nizkou vodivost povrchil, zejména biologickych
objektt. Vystupem méfeni je matice s indexem oznacujicim polohu bodu a pfislusnou
hodnotu méronosného signalu. V zavislosti na druhu rezimu méfeni (rezim s konstantni

vyskou nebo konstantnim proudem) muze byt tento signal dvojiho druhu. [2], [4]
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2.4. MIKROSKOPIE ATOMARNICH SIL - AFM

I ptes velky uspéch rastrovaci tunelové mikroskopie bylo ziejmé, ze STM ma
zasadni nevyhodu, a to méfit vzorky pouze vodivé nebo velmi tenké vrstvy na vodivém
podkladu. Tato nevyhoda byla piekonana vynalezem mikroskopu atomarnich sil.
Vznikla novd metoda SPM technik - Mikroskopie atomérnich sil (angl. Atomic Force
Microscopy, 1986). G. K. Binnig byl prvni, kdo pfedpokladal, ze se diky interakci mezi
povrchem vzorku a cantileverem s ostrou $pickou, muze tento nosnik ohybat, a to
v zavislosti na velikosti a charakteru pusobicich atomarnich sil.

V soucasné dobé se vyuziva sonda, ktera skenuje povrch vzorku ostrym
hrotem. Hrot s primérem $picky kolem 10 nm je umistén na volném konci cantileveru o
délce 100 az 200 pm. Vzijemna interakce hrotu a povrchu vzorku zplsobuje ohyb
raménka, ktery je zpravidla detekovan laserem (kapitola 2.2.3.1.). Laserovy paprsek
dopada na vrchni vysoce odrazivou stranu cantileveru a nasledné se odrazi na
fotodiodovy detektor. Ten vyhodnocuje zmény odrazeného svazku a vytvari
méronosnou veli¢inu, prostfednictvim které pocita¢ vygeneruje topografii povrchu

vzorku s atomovym rozlisenim. [1], [2], [25], [22]

2.4.1. SIiLY PUSOBIciVv AFM FuN]

Sily ohybajici raménko mohou pFeruSovany
kontakt

byt riizné fyzikalni podstaty a orientace. odpudiva sila

Vysledna sila mizZe byt odpudiva nebo

kontaktni
rezim

pfitazlivd v zavislosti na vzdélenosti
hrotu od povrchu vzorku. Pro korektni d[nm]
nekontaktni

vySetfovani sil nesta¢i znat pouze rezim

. . . . pfitaZliva sila
interakce mezi dvéma molekulami ale

Obr. 8 Silova kiivka - zavislost
meziatomovych sil F na vzdalenosti hrotu od
interakce, vliv prostfedi — permitivita, povrchu vzorku d. [1]

interakci mezi télesy (viceCasticové

vazba mezi hrotem a vzorkem, vznikajici tieci, deformac¢ni nebo kapilarni sily atd.).

2.4.1.1. Van der Waalsovy sily
Priblizime-li k sobé dva atomy na velmi malou vzdalenost (desitky

nanometril), zaéne mezi nimi pusobit pfitazlivd van der Waalsova sila, kterd obecné
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pusobi mezi dvéma libovolnymi atomy bez ohledu na jejich chemickou podstatu ¢i
vazbu v latce. Sila v pfitomnosti vice atomi neni dana souctem parovych interakei. Pro
jeji teoretické vypocty byla zavedena tzv. Hamakerova konstanta, jez zahrnuje

charakteristiky obou materiala (hrotu i vzorku).

2.4.1.2. Sily kratkého dosahu

Po velmi tésném ptibliZzeni (subnanometrova vzdalenost) vSak za¢nou pusobit
na atomy dalsi sily, tentokrat odpudivé, které jsou zpiisobeny piekryvem elektronovych
oball obou atomii. Tyto sily kratkého dosahu vyplyvaji ptedevsim z Pauliho principu,
je-li vzajemna vzdalenost mensi nez soucet atomovych poloméru. Silové plisobeni
probihd také pii vzniku vazby mezi hrotem a vzorkem, tzv. chemisorpce. Pii pfiblizeni
dvou kovl dochazi k ptfesunu elektronti a vzniku pfitazlivé sily — kovovéa adheze.
Odpudivé coulombovské sily vznikaji pii tésném pfiblizeni hrotu ke vzorku, kdyz

naboje jader nejsou zcela vyrovnany. [1], [26]

2.4.1.3. Kapilarni sily

Kapilarni sily jsou zptsobené kondenzaci vodni vrstvy na povrchu vzorku, kde
tato vodni vrstva vytvaii meniskus kolem AFM hrotu (pfi jeho tésném pfiblizeni k
povrchu) a prostiednictvim kapilarnich sil jej ptitahuje k povrchu vzorku. Pro snizeni
efektu kapilarnich sil, a tim i zvySeni rozliSeni AFM snimku, bylo vyvinuto nékolik
experimentalnich pfistupti. Jednim z nich je preferovani EBD hrotl (electron beem

deposited ,,supertips‘), které jsou vice hydrofobni nez klasické nemodifikované SizN4

hroty. [6]

2.4.2. REZiIMY AFM

2.4.2.1. Dotykovy rezim — Contact mode (C-AFM)

Kontaktni (dotykovy, repulzivni) reZzim je nejstar§Sim modem, pii kterém se
hrot pohybuje pfimo v mechanickém kontaktu se vzorkem. Na hrot v tésné blizkosti
povrchu plsobi zejména tfi hlavni sily.

Odpudivé sily, vznikajici na zakladé¢ Pauliho vylucovaciho principu (rozsah
téchto sil 10™°-10®N), ktery brani tomu, aby elektrony atom@ hrotu mély stejnou

vlnovou funkci jako elektrony pfisluSné atomim vzorku. PfitaZlivé van der Waalsovy

25



sily, které maji charakter dip6l-dipélové interakce (rozsah sil je 108-107N). Pruzna sila
nosniku udrzujici hrot v kontaktu s povrchem je zavisla na mife ohybu a konstanté
tuhosti nosniku (rozsah sil je 10°-10°N). Kromé¢ téchto hlavnich tf piisobicich sil
vznikaji v prubéhu kontaktniho rezimu AFM vlivem povrchového napéti také sily
kapilarni. Vysledna sila ptisobici na hrot je odpudiva (Obr. 8). Topograficky profil u C-

AFM mize byt generovan dvéma riznymi zpusoby:

24.2.1.1. Dotykovy rezim s konstantni vySkou

V modu konstantni vysky prechdzi piezokeramicky skener s hrotem po
povrchu v konstantni vySce a tim na né¢ho pusobi v riznych mistech rizné velké sily.
Ohnuti nosniku je pak dasledkem téchto interakci mezi povrchem vzorku a hrotem a
tato hodnota dava vzniknout topografické informaci. Cantilever je maly a rychle reaguje
na zmény sil. Méfeni je proto velmi rychlé ale se snizenou piesnosti méteni. Rozdil
vySek na povrchu vzorku by nemél byt pfilis velky, nosnik by se mohl zlomit. Video

ukazka [30].

ohnoti cantilevern ohnoti cantilevern
Obr. 9a Kontaktni rezim s konstantni silou Obr. 9b Kontaktni rezim s konstantni vyskou
Prevzato a upraveno[29] Prevzato a upraveno Prevzato a upraveno [30]
2.4.2.1.2. Dotykovy rezim s konstantni silou

V moédu konstantni sily jsou nevyhody odstranény tim, ze je hrot ke vzorku
pfitlacen tak, aby ohnuti nosniku bylo konstantni po celou dobu skenovani. Potom je
konstantni 1 sila pisobici na nosnik, a tak se vyvarujeme zavislosti prohnuti cantileveru
na kapilarnich silach a pruznosti raménka. V tomto reZimu je méfeni pomalejsi, protoze
je pohybovano hrotem nahoru a doli a systém je omezovan odezvou zpétné vazby.

Kontaktni rezim je schopen dosahnout v pfipadé tvrdych vzorkd atomarniho rozliseni.
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U mékkych vzorkd je rozliSeni ziskanych snimk@ horSi, vlivem lateralnich sil
generovanych boénym pohybem hrotu. Tyto sily umoziuji hrotu se vzorkem hybat,
deformovat jej ¢i Uplné€ znicit. Proto nebyva tento rezim v soucasnosti pii biologickych

aplikacich pouzivan. [2], [25], [26], video ukazka [29]

2.4.2.2. Bezdotykovy rezim — Noncontact mode (NC-AFM)

V nekontaktnim rezimu (NC-AFM, video ukazka [31]) je hrot udrZzovan ve
vzdalenosti cca 5 az 15 nm nad povrchem vzorku a k zobrazovani jsou vyuzity
pftitazlivé sily (Obr. 8), které ohybaji nosnik smérem k povrchu vzorku. Protoze zde
neni hrot v mechanickém kontaktu se vzorkem, nedochazi k poskozeni vzorku. Vétsi
vzdélenost hrotu od vzorku znamena mensi hodnotu ptisobici sily, coz vede k mensimu
ohnuti nosniku a tedy mensi citlivosti systému a vétsi nachylnosti na Sum. Aby byl
zvySen odstup signalu od Sumu, je pouzivana oscilacni metoda. Volny konec nosniku
kmita pobliz hodnoty rezonan¢ni frekvence. Detekovany jsou zmény v rezonanéni
frekvenci nebo amplitud¢ kmiti volného konce nosniku pii piiblizovani a oddalovani
hrotu od povrchu.

Vlivem velkého pocétu atomt vstupujicich do interakce vSak nelze ocekavat
dosazeni velkého rozliSeni. Metoda je vhodna k métfeni drsnych povrchii nebo
biologickych (mé&kkych) vzorkli. Nevyhodou této metody je opét citlivost na vrstvicku
vody, kterd se vzdy vytvaii kondenzaci vzdusné vlhkosti. Tato vrstvicka vyviji na hrot
kapilarni silu, kterd maze byt zna¢na. Hrot byva v této vrstvé obvykle zachycen, ¢imz

prestane kmitat a skenovany obraz je ztracen.

nekontaktni AFM obraz

vzorek

Obr. 10 Vznik topografie povrchu se zkondenzovanou vodou u kontaktniho a nekontaktniho
rezimu AFM [1]

V moédu konstantni vy$ky je vertikalni poloha nosniku fixovana a je méfena

zména amplitudy kmitl pfi pohybu nosniku podél vzorku. V mistech, kde je na povrchu
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vyvysenina, bude plsobici sila vétsi, a vyslednd amplituda bude mensi. Zaznam dat
v kazdém bod¢ rastru ma podobu x, y, A. A je velikost amplitudy v daném bod¢.

Moéd konstantni amplitudy, kde je udrzovéana konstantni amplituda kmiténi,
pomoci svislého pohybu nosniku ve sméru osy z. K sestaveni topografie vzorku je

pouzita trojice dat (x, y, Az), kde vSechny veli¢iny maji rozmér délky. [2], [25], [26]

2.4.2.3. Poklepovy rezim — Tapping mode (Semicontact mode)

Mezi poklepovym a nekontaktnim rezimem neni piesné¢ dana hranice a ¢asto se
prolinaji. Divodem vzniku tohoto rezimu je pfekonani pracovnich problémi pii
zobrazovani v nekontaktnim rezimu a zaroven minimalizace lateralnich sil mezi
vzorkem a hrotem, které zt€zuji skenovani v kontaktnim rezimu. Rozkmit je tak velky,
Ze obcas dojde ke kontaktu hrotu s povrchem. Oscila¢ni amplituda je v TP-AFM volena
v rozsahu 20-100 nm, je mnohem vé&tsi nez v nekontaktnim rezimu. Odstranéni
problémi s kondenzaci vody je dosazeno pravé tim, ze je znaéné zvySena amplituda
kmitd. Nosnik ma pak dostatek energie k uvolnéni se z dosahu kapilarnich sil.
Litografie povrchu se vytvari opét z detekce zmény rezonanéni frekvence. [2], [26],

video ukazka [32]

2.5.  Odvozené techniky SPM dopliikové k AFM

Metoda AFM nachazi béhem nékolika poslednich let stale SirSi spektrum
uplatnéni (elektronika, polovodi¢ové materialy, polymery a také biologie). Nejznaméjsi
aplikaci AFM je ziskavani topografickych informaci zobrazovaného vzorku
v nékolika moznych rezimech uzpisobenych charakteru vzorku.

Dalsi aplikaci, ktera stoji za zminku je Mikroskopie laterarnich sil (Lateral
Force Microscopy — LFM). Tyto sily vznikaji pfi méfeni v kontaktnim reZimu a
vyplyvaji z nehomogenit povrchu, nejcastéji jde o zménu koeficientu tieni nebo také pii
stupnovitych nerovnostech na povrchu vzorku. LFM detektor registruje zkrut raménka
tazeného po povrchu vzorku o dany uhel, tim ziskdvame informace o mechanickych
vlastnostech povrchu vzorku a také o bo¢nich nerovnostech. [25], [19]

Vyznamnou aplikaci je Mikroskopie detekce fazovych posuni (Phase
Detection Microscopy — PDM). PDM je dalsi technika, ktera se vyuZziva pro mapovani

vlastnosti povrchu. Je pouzitelnd s jakoukoliv vibracni technikou a spociva
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V registrovani zmén ve fazovém zpozdéni mezi budicim a detekovanym signalem. Je
mozné detekovat zmény V elasticité, tfeni nebo adhezi na povrchu vzorku. Detekce faze
je vyuzita pii ziskavani informaci o materidlovych vlastnostech vzorki, jejichz
topografie se snadné&ji méii v poklepovém rezimu. [1], [2]

Mikroskopii atomarnich sil chybi chemicka citlivost, schopnost rozliSovat
urcité prvky ¢i slouceniny, byla vyvinuta metoda funk¢éniho mapovani. Ta je zaloZena
na moznosti nanést na hrot vhodnou chemickou latku. Pii skenovani pak muze dojit v
urcitych oblastech vzorku k siln€jsi chemické interakci, nez by dosSlo v ptipadé Cisté
topografického skenovani. Takovym zplsobem Ize mapovat rozlozeni uréitych
chemickych skupin na povrchu vzorku. U biologickych aplikaci 1ze timto zplisobem

sledovat naptiklad rozlozeni receptord. [26], [19]

2.6. APLIKACE AFM

Metoda AFM se pouziva v riznych odvétvich od materidlového inzenyrstvi
ptes fyziku az k biologii a komunita jeho uzivatell se kazdoro¢né rozrista. Aplikace
AFM neni omezena pouze na mapovani topografie vzorkii, neni tedy jen dalsi
zobrazovaci technikou. Pouziva se téz pro lokalni silovd méteni, pro analyzu lokalnich
mechanickych vlastnosti vzorki, dokonce 1ze AFM pouzit jako mikromanipulator pro

préci s jednotlivymi molekulami.

2.6.1. ANALYZA POVRCHU
Mikroskopy atomarnich sil jsou schopny analyzy povrchii vodivych i
nevodivych pevnych latek. Casto se vyuZivaji k méfeni tloustky tenké vrstvy na

povrchu materiadlt (stopy digitdlniho zaznamu na CD, laserové povlakovani materialit).

& -
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Obr. 11 Vrstva SiO2 napaiend na skle. Obr. 12 Stopy na CD, prohlubné maji Sirku
Zobrazend ryha, slouzici ke stanoveni asi 0,5 um a hloubku 100 nm. Skenovaci okno
tloustky vrstvy (asi 180 nm), AFM [2] Sum, metoda AFM [2]
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2.6.2. ANALYZA NANOCASTIC
Nanocastice jsou popisovany jako objekty
hmoty, které se méfi v nanometrech, v fadu 107 az
10° m. V dnesni dob& jsou nanotechnologie asi
jednim znejvice se rozvijejicich a nejvice

zkoumanych odvétvi. | AFM mikroskopie je

schopna analyzy ¢astic nanometrovych rozmeért. Na
Obr. 13 AFM sken shluk feritinu,

Obr. 13 jsou zobrazeny shluky feritinu na Cerstvé méFeno v semikontakinim reSimu

sloupnuté slidé, méfené semikontaktnim rezimem na  [39]
vzduchu. Velikost skenu je 380x380 nm. Na Obr. 14
je zobrazena dulezitd sloucenina, nachézejici
uplatnéni v fad¢ oblasti védy a prumyslu. Jedna se o
oxid zelezity Fe,O3  tato nanocastice je uchycena na

slidé a okno

skenu je 1pm.

Obr. 15 AFM sken monoklondalni
antigen 1RK2 k A-fetezci ricinu
(19G1), skenovdano v semikontakinim

rezimu na vzduchu, velikost skenu
60x60x2 nm [37]

2.6.3. NEZOBRAZUJICI TECHNIKA

’ Kromé ziskavani topografickych dat vzorku
obr ALV sk e Tor ¢ je metoda AFM vyuzivana k méfent sil napiiklad sily
intermolekularni a  intramolekularni nebo se
odhaduje tvrdost povrchu. O této problematice hovoti i metoda funkéniho mapovani
(kapitola 2.5.). Je tfeba hrot upravit, nanést na n¢ho latku (molekuly), ktera se bude
chovat jako ligand. Povrch obsahuje receptory, které se s ligandy pfi piiblizeni navazou
a utvofi vazbu. Pti oddalovéni se v ur¢itou dobu vazba pierusi, coz se projevi odskokem
na silové kiivce.
Schopnost AFM m¢fit sily v nanonewtonovém rozsahu za fyziologickych
podminek je vyuzivana v mnoha biologickych aplikacich, jako jsou napfiiklad
biomembranové vazebné interakce. Dnes je jednou z nejstudovangjSich interakei sila

mezi stavebnimi prvky DNA. Déle studium proteinti ale také mapovani funkénich

skupin na povrchu organickych latek. AFM se také vyuziva pii mapovani elasticity.
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Zobrazuji se zmény ve slozeni u smésnych materidli nebo se detekuje pifitomnost
kontaminace. Sonda AFM muze detekovat molekularni a bunéény pohyb. Detekovana
byla aktivita molekul lysosomu, pohyb ureazy, mikrotubult, aktivita draslikovych

kanali a mnohé dalsi.[26]

2.6.4. BIOLOGICKE APLIKACE

Metoda AFM pfitahuje pozornost biologl, protoze kombinuje dva
Vysoké rozliSeni s vysokym odstupem signdlu od Sumu v molekularnim
(submolekularnim) rozsahu a schopnost pracovat ve vodném prostiedi (zejména
fyziologické pufry), umoznujici sledovani dynamickych dé&jii v redlném case za
fyziologickych  podminek. = Kromé
zobrazovani je metoda AFM pouZzivana
také k manipulacim s membranami a 0
molekulami, jsou méteny rtizné lokalni Q=P =)
fyzikalni nebo biofyzikalni vlastnosti

povrchi. V kontaktnim rezimu Ize

AFM pouzit k analyze tvrdych tkani

napf. kosti nebo zubu. Ke studiu
mekkych vzorkli je vhodnéjsi nekontaktni

rezim.[18]

Obr. 16 Nukleotid [16]

2.6.4.1. Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou biomakromolekuly ucastnici se prfenosu genetické
informace. Deoxyribonukleova kyselina, DNA, nese ve své struktufe genetickou
informaci vSech Zivych organismil. Jeji konformacni chovani muze ovlivnit dileZité
biologické procesy, jako je napiiklad exprese genu ¢i interakce s proteiny. Proto je
porozuméni konformacnim zménam nukleovych kyselin jeden z velmi dilezitych cili
molekularni biologie. Molekuly DNA patfily mezi prvni studované objekty v AFM.

Dle mista vyskytu rozliSujeme DNA: nDNA-jaderna, mtDNA-mitochondrialni,
CctDNA-chloroplastova, pDNA-plazmidova, recDNA-rekombinantni, rDNA-
ribozomalni. DNA je v podstaté makromolekularni latka skléddajici se z podjednotek

zvanych nukleotidy (Obr. 16). Jednotlivé nukleotidy se skladaji z fosfatu (zbytek
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kyseliny fosfore¢né), deoxyribézy (pentéza = péti uhlikaty cukr) a baze (dusikata
heterocyklické sloucenina). Bdze v DNA se déli dle struktury na pyrimidinové (Cytosin,
Tymin, Uracil je analogem tyminu u RNA) a purinové (Adenin, Guanin). [11]

V roce 1992 nastal skute¢ny rozvoj v AFM zobrazovani nukleovych kyselin.
Byly vyzkouseny rizné metodické postupy k uchyceni molekul DNA. Nejprve byly
vzorky zobrazovéany spiSe ve vzduchu pii rizné relativni vlhkosti, postupné se preslo na
AFM zobrazovani v organickych rozpoustédlech a v pufrovych roztocich. Snaha byla
zvysit adsorpci nukleovych molekul k substratu a ziskat reprodukovatelnost snimki.
Velkym piinosem pro AFM zobrazovani bylo vyvinuti TP-AFM rezimu, ktery
umoziuje zobrazovat i vzorky slabé uchycené k substratu. Dnes jsou vyvijeny metody
specifické adheze DNA tak, aby kichka struktura komplexti DNA s proteiny nebyla

poskozena béhem svého usazovani na povrch substratu.

Obr. 17a Obr. 17b

Na obrdzku 17a je 2D obraz porizeny v semikontaktnim rezimu na vzduchu. Na obrdzku 17b je
stejny sken v 3D zobrazeni, velikost skenovaného okna je 290x290x6 nm. Zkondenzovana DNA
ve tvaru kvétiny na upravené slidé (poly-L-lysinem). [35]

Obr. 18 Obr. 19

Obr. 18 zobrazuje kruhovou plazmidovou DNA, svinutou do tvaru osmicky. Skenovani probéhlo
v semikontaktnim rezimu v ethanolu. Velikost skenovaciho okna je 310x310x3,5 nm. [36]

Obr. 19 nativni kolagen z kralici kiize, skenovino v semikontaktnim rezimu na vzduchu, velikost
skenovaného okna je 625x625x1,6 nm [40]
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V dnes$ni dobé je mnoho aplikaci pro studium nukleovych kyselin, uvedeny
jsou alespon nékteré z nich. AFM topografické snimky DNA s vysokym rozliSenim.
Studium zmén v sekundarni struktufe DNA (nadsSroubovicové vinuti, kondenzace
DNA). Zjistilo se, ze ptfi métfeni v roztoku o velké iontové sile molekuly DNA vykazuji
formovani nejcastéji do tvaru osmicky. V pufru o nizké iontové sile je molekula
pfevazné v relaxacnim stavu. Jedna z nejznaméjsich aplikaci AFM je zobrazovani
DNA-proteinovych komplexd. O problematice protein-DNA komplexech psal
predev§im Bustamante a Rivetti (1996). Védci z laboratofe IBM vyvijeji senzory
k identifikaci genovych mutaci — vyroba DNA biosenzori. Jde o specifickou interakci
mezi DNA vlakny imobilizovanymi na nosniku a DNA rozptylenou v roztoku. Studium
dynamickych jevii DNA se zabyvé napf. procesem navazani a vyvazéani specifickych
proteinii nebo dynamika polymerdzového komplexu na riznych fragmentech DNA.
Dale muzeme vysetfovat elasticitu a tuhost DNA nebo izolovat jednotlivé casti

nukleové kyseliny z vlakna DNA. [26]

2.6.4.2. Proteiny

Protein je makromolekula slozend z jednoho nebo vice polypeptidovych
fetézcl. Polypeptidy se skladaji z fetézcti aminokyselin spojenych do linearniho sledu
peptidovymi vazbami. Uspofadani aminokyselin v polypeptidu uruje primarni
strukturu. Sekundérni strukturou se rozumi uspotfadani fetézci do a-helixu nebo f-
skladaného listu. NejCastéji zobrazované a zkoumané proteiny jsou kolagenové
molekuly (Obr. 19, nativni kolagen z krali¢i ktze), lysozymy, ferritin, protilatky,
protedza, albumin, globuliny IgG, myosin, aktin, fibrinogen a dal§i. NejCast&ji se
skenuji na vzduchu nebo ve vodném prostredi. Navazani k povrchu substratu ale neni
jednoduché. Nejcastéji se pouziva zlato, na které se proteiny piipoutaji thiolovymi

skupinami. [1], [9]

2.6.4.3. Biopolymery

Vyznamnou studii je pozorovani tvorby biopolymera v redlném ase. Nechavaji
se rust v kapalném prostredi uvnitt mikroskopu a jejich strukturdlni rozdily se skenuji
v urcitych intervalech. Je nutné dbat na Cistotu hrotu pii kazdém méifeni a zabranit tak
vzniku kontaminace. NejCastéji jsou studovana vlakna kolagenu (obr. 19), (studie

patologie pojivovych a kostnich tkani, cévniho systému, kiize, zubii). Dal§im castym
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predmétem ziskavani informaci jsou B amyloidni proteiny spojované s Alzheimerovou

chorobou. [1], [9]

2.6.4.4. Membrany

Ptestoze je zndmo mnoho o struktufe a funkci jednotlivych slozek bunéénych
membran, mnoho téchto informaci je dostupnych pouze z nepiimych pozorovani.
Prostfednictvim NC-AFM je moZno vSak méfit topografii, povrchové sily a mechanické
vlastnosti membranovych povrchii v nanometrovém rozliSeni.

Je mozné izolovat a nasledné skenovat jaderné i bunééné membrany napf. na
slidé. Na cytoplasmatické strané¢ membrany miize byt vidét vldknitad struktura aktinu,
proteiny a pory. Je mozné hodnotit vliv urcitych latek (Iékd, iontl, hormoni nebo
zafeni) na tyto membrdnové struktury. Daji se také pozorovat elektrické nebo

transportni membranové déje. [1], [9]

Obr. 20 zobrazuje vnitini strukturu transmembrdnovych kandlii Vv membrdané burky
cocky. Vlevo jde o bunky zdravé ovce a vpravo o lidskou buniku postizenou Sedym zdkalem. Ve
fyziologickéem stavu tvori membrana typickou mrizku a proteiny o pruméru 6nm jsou
usporadany do tvaru krizii. Tato mrizka je lemovana proteiny o polomeru 8nm usporadanych do
tvaru kvétu. V patologickém stavu toto lemovdni chybi a mrizka neni pravidelna. [15]

2.6.4.5. Buinky

Skenovani struktury bunék uchycenych k substratu vysusenim a naslednym
fixovanim ztraci moznost podavat informace o jejich chovani v pfirozeném stavu. Proto
se Casto voli prostiedi vodné. Builkky se musi vazat na vhodny substrat a pfidanim
kolagenu nebo tfeba lamininu se adheze jesté podpoti. Dalsi zplisob adheze na substrat
je uchycovani bunék v poérech celulézového filtru. Casto zobrazované jsou topografie

erytrocytt (Obr. 21), zobrazeni virti nebo jednobunéénych mikroorganismd.
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Problematika zobrazovani virid
metodou AFM. Viry délime podle jejich
hostitell na bakterialni, Zivo¢iSné a rostlinné.
Bakterialni viry tzv. bakteriofagové se skladaji
ze tH Ssti hlavitky, bitiku a bitikovich ™
vlaken. Hlavicka je tvofena nukleovou
kyselinou (DNA/RNA) a tzv. kapsidou
(bilkovinny obal). Jednotlivé kapsidové (coat)

proteiny jsou uspofaddny do vétSich utvari

znamych jako kapsomery. Kapsida je tedy Obr. 21 AFM sken suspenze erytrocytii
Makaka, zobrazeno v prerusovaném
kontaktnim rezimu. Krvinky se deformuji

vlivem kontraktilnich bilkovin podobné navzdjem. Prevzato a upraveno z [3§]

tvofena jednotlivymi kapsomerami. Bi¢ik ma

vlastnosti jako sval (schopnost stahi).

Zivogisné viry jsou strukturou jednodussi nez
bakteridlni, ale po chemické strance jsou
stejné. Velikosti viri se velice li§i. Pramér
castice se pohybuje od 16 nm az po 750 nm.
Zatimco nejmen$i virion se da pfirovnat

k velikosti ribozomu, ty nejvétsi pfipominaji

velikost nejmensi bakterie. [7]

Obr. 22 Virus tabdkové mozaiky [5]

Prvni dvé metody objasiiujici podrobné struktury virdi, metody, které vedly
k soucasné stavbé viru s ikosaedralni nebo helikalni kapsidou, byly elektronova
mikroskopie (EM) a rentgenova strukturni analyza. Prvni vizualizace virové Castice
(bakteriofaga) SPM metodou byla provedena pomoci skenovaciho tunelového
mikroskopu. Castice byla pokryta kovovou vrstvou tak, aby byla elektricky vodiva.
S vynalezem AFM mikroskopie vSak pfiSly nové moZnosti. Neni podminkou, aby byl
vzorek vodivy. Lze provadéni métfeni v tekutém prostfedi, aniz by se narusSil
fyziologického stav vzorku. Neni tfeba barveni vzorku ani piipadné susSeni. Pomoci
AFM se daji urcit pfesné rozméry virt, topografie povrchu i jejich vnitini struktura.
Jako kalibracni vzorek se pouziva virus tabakové mozaiky (Obr. 22), jehoz velikost je

stala. [10] Kromé¢ studii povrchu a struktury se ¢im dal Castéji védci zabyvaji procesy

35



virové infekce Vv zivych buiikach. Jsou pozorovany vstupy a vystupy viru do buiiky a
tim vznikl¢é strukturdlni zmény infikovanych bunc¢k. Méfi se interakéni sily mezi viry a
dalsSimi molekulami vcetné¢ bunécnych receptorti. Také se provadi analyza
mechanickych vlastnosti virt. Obecné jsou studovany ctyfi mechanické vlastnosti
virové ¢astice pomoci AFM. Je to tuhost Castice, vnitini pruznost, strukturalni pevnost
(odolnost proti mechanickému selhéni) a odolnost vii¢i inavé materialu (virové Castice
jsou cyklicky vystaveny namahani). Podle téchto vlastnosti se da napiiklad poznat, zda
se jedna o zralé nebo nezralé formy viru. Zraly virion HIV-1 je mnohem mén¢ tuhy a

vnitin€ pruznéjsi nez virion zraly. [12]

Obr. 23 metodou AFM je zobrazen virus HIV typu 1 svysokym rozlisenim. Diky
kompletni morfologické charakterizaci, mizeme rozpoznavat jedna-li se o zraly nebo nezraly
vir. PFi rozpoznani specifickych struktur uvnit: jadra viru napr. psi-RNA, miiZzeme rozhodnout o
jaky typ viru jde (v tomto piipadé HIV-1). [20], [12]

2.6.4.6. Tkané
Diky své clenité a mekkeé struktufe jsou tkan€ vétSinou obtizné zobrazovany.
Uspé&sné se ale podatilo zobrazit nékolik réiznych tkani. Pomoci AFM se zobrazuje napf.

uspotradani kolagenovych vldken rohovky a sklivce po laserovém zakroku. Navic je

AFM zobrazovani vyuZivano pii studiu
y
povrchovych vlastnosti mékkych kontaktnich - ; N
» ‘ - ’ -
v I s . , - e
Cocek. Zvlastni vyznam ma AFM v analyze o S . Pt
’ S r o7 » " g -
zubni  tkdné.  Zabyvd se  procesem ’ 5, . _'.\. - -
. . ;1w , o= o ?‘- . 4‘
demineralizace, strukturou vypliovych . s $
- A FpuT o
materiall nebo plsobeni bélicich past na - . -
p
sklovinu.  Zvlastni  studie se zabyva :

desenzibilizaci odhalenych zubnich krcki.

Kde snizeni citlivosti je mozné dosahnout
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Obr. 24 AFM sken povrchu dentinu
s tubuly, skenovand oblast 80 um [2]



zamezenim pritoku kapaliny dentinovymi tubuly (napf. laserovym svazkem). Na
obrazku 24 zobrazen povrch dentinu s tubuly. Dale lze pozorovat strukturu vlast
imobilizovanych na povrchu epoxidové pryskyftice (vyzkum vlasové kosmetiky) a diky

své relativni tvrdosti se daji zobrazit i tkané rostlinné. [9]

2.7. SUBSTRATY PRO AFM

Stejné jako v ptipad¢ elektronové mikroskopie, i pro AFM musi byt vzorky
uchyceny k pevnému podkladu (substratu). Idealni povrch substratu by mél byt
atomarné rovny, bez jakychkoliv nerovnosti. Dale musi substrat svymi povrchovymi
vlastnostmi umoznit dostate¢né silnou interakci se vzorkem, aby béhem skenovani
nebyl vzorek z povrchu substrdtu odstranén skenujicim hrotem. Ne&kdy je zaroven
potfeba zajistit, aby interakce vzorku se substratem nebyly az piili§ silné, protoze
v tomto ptipadé¢ mize byt struktura zobrazované makromolekuly vazné deformovana.
Substrat se musi pfipravovat tésn¢ pied nanesenim vzorku, protoze by mohlo dojit ke
kontaminaci. Vzniklé artefakty by mohly béhem skenovani ru$it (na vzduchu se
vSechny povrchy brzy pokryji vrstvou organickych nebo anorganickych kontaminaci).
Na rozdil od elektronové mikroskopie (EM) a STM metoda AFM nevyZzaduje, aby byl
biologickych AFM aplikacich fadi v monovrstvach vytvafené zlaté filmy, vrstevnaté
dichalkogenidy ptechodnych kovi, amorfni tenké filmy, kiemik, sklo a slida. Zejména
kryci sklicka a cerstvé odStipnuta slida byvaji bézné pouzivana pro adsorpci

nejriznéjsich makromolekul. [26]

o Slida (mica) je atomarné¢ hladky povrch s negativnim nabojem vhodny pro
imobilizaci DNA ale i celych buné¢k. Slida se velmi ¢asto povrchove upravuje tzv.
silanizaci (poly-L-lysinem oktadecyltrichlorsilanem, methyltrimethoxysilanem,
apod.).

o Sklo ma povrch vhodny k uchyceni vétsich molekul, ovSem velmi nachylny ke
kontaminaci.

o Zlato je chemicky velmi odolny povrch, ktery se da snadno modifikovat.

o Grafit je siln¢ hydrofobni substrat.
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. Plast ma vyborné adherentni vlastnosti pro rizné typy bunék. Pouzivaji se

plastova sklicka typu Thermanox.

2.8. IMOBILIZACE MOLEKUL

Po zbaveni se mechanickych a chemickych necistot na povrchu substratu lze

ptistoupit k samotné imobilizaci. Imobilizace nebo-li znehybnéni biologickych vzorkt
uchycenim k pevnému podkladu, tak aby se neposkodila pivodni aktivita vzorku, je
zékladem pro AFM skenovani.
Nejjednodussi metodou je naneseni vzorku v roztoku na substrat a nasledné
vysuSeni. Vzorek v kapaliné mize byt na substratu pfimo vysuSen (stlaCenym
vzduchem, proudem inertniho plynu) nebo se nechd na substratu inkubovat a nasledné
se odstrani oplachnuti, potom je teprve vysusen.

Fyzikalni uchyceni molekul prostfednictvim adsorpce zprostfedkované
elektrostatickou nebo hydrofobni interakci je dals$i velmi ¢asto pouzivanou metodou k
uchyceni vzorkd. Interakce zprostiedkujici adsorpei vzorku k substratu maji ptivod ve
van der Waalsovych silach, elektrostatické interakci nebo hydrata¢nich a hydrofobnich
efektech. Adsorpce vzorku na substrat je proces, ktery zavisi zejména na koncentraci
vzorku, jeho Cistot€, povrchovém rozloZeni naboje na substratu, velikosti a povrchovém
naboji vzorku, iontové sile a pH roztoku, ve kterém je vzorek rozpustén. (Wagner 1998)

Imobilizaci vzorku mulzeme provést také chemickym navazinim nebo
zesiténi molekul k povrchu. Mezi chemickou skupinou na vzorku a funkénimi
skupinami na povrchu substratu se vytvoii stabilni kovalentni vazba. [18]

Diilezitou soucasti ptipravy vzorku je oplachovani. K tomuto ucelu se pouziva

velmi Cista MiliQ voda, kterd se pripravuje filtraci ptes specialni Milipore membranu.
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2.9. PRACOVNI PROSTREDI AFM MIKROSKOPU

Vzduch. Uzivatelsky nejjednodussim prostfedim a méné naroénym pro
obsluhu je vzduch. U nékterych SPM metod muze byt prace na vzduchu obtizna,
protoze na vétSiné povrchii se vytvaii vrstvy oxidi a jinych necistot. Ty mohou
negativné ovliviiovat fyzikalni vlastnosti materialti a vedou ke zkresleni vysledki (napf.
vliv na tunelové proudy). AFM nezavisi na vodivosti vzorku, a proto miize zobrazovat
jakékoliv povrchy vodivych i nevodivych materialti. NejcastéjSim problémem pfii
zobrazovani na vzduchu je kondenzace vody na povrchu vzorku. Optimalni je

zobrazovat vzorky pii relativni vlhkosti do 40%.

Kapalna prostiedi. AFM mikroskopy zobrazuji bez vétSich problémit vzorky
Vv kapalném prostfedi s vysokym rozliSenim. Odpada problém s kondenzaci vody, ale je
Vv kapalinach, je mozné sledovat v redlném Case dynamické strukturni zmény u nativnich
molekul a interakce mezi makromolekulami ve fyziologicky blizkém prostiedi.
Zobrazovani v kapalindch umoziiuje eliminaci artefaktli vznikajicich pifi oplachovéni a
vysouseni vzorkit béhem imobiliza¢nich procedur. Soucasti AFM mikroskopu byva
uzaviratelna komirka (liquid cell), kterd umoziluje snadné zobrazovani v kapalinach,
kontinualni vyménu zobrazujicich kapalin a minimalizuje teplotni nestabilitu pfistroje.
Do kapaliny se b&hem skenovani mohou dodate¢né piidat napf. vazebné proteiny,
kofaktory nebo inhibitory. Nevyhodou tohoto zobrazovani souvisi s rychlosti
biologickych reakci a snizenou rychlost skenovani vzorku (1 sken trva asi 30 s a vétSina
biologickych reakci se odehrava v ¢asové skale milisekund az sekund). [9], [26]

Méné cCasté prostiedi pro zobrazovani je ultravysoké vakuum (UHV) nebo

elektrochemicka prostredi ty se vyuZivaji spiSe pfi méteni jinymi technikami SPM.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

V ramci bakalaiské prace byly pfipraveny a skenovany tfi mikrobiologické
vzorky. Jednalo se o bakterie B. cereus, S. intermedius a K. oxytoca. Na zaklad¢
teoretickych znalosti o mikroorganismech a metodé samotné byly pomoci AFM

mikroskopu SOLVER NEXT ziskény obrazy povrcht jednotlivych bakterii.

3.1. MATERIAL A PRIPRAVA VZORKU

3.1.1. MIKROORGANISMY

Bacillus cereus je gram-pozitivni pohybliva bakterie. Ve vegetativni fazi
bun€k ma tvar zaoblené ty¢inky srovnym okrajem a rozméry 1 x 3-8 um. Za
neptiznivych podminek se tvofi ovalné spory uvnitt bakterie, tzv. endospory, které ale
tvar bakterie neméni.

Staphylococcus intermedius je gram-pozitivni, nepohybliva a nesporulujici
bakterie. Ma kulovity tvar tzv. koky, a Casto tvofi shluky ve tvaru hroznu. Primér koka
je kolem 1 pm.

Klebsiella oxytoca je gram-negativni, nepohybliva bakterie. Tvoii zaoblené

tyCinky velikosti asi 2 x 0,5 um.

3.1.2. POMNOZOVACI PUDA

Byla pouzita pomnozovaci puda Brain Heart Infusion Broth od firmy
HIMEDIA. Je to piida pro pomnozovani a kultivaci patogennich kokd a ostatnich

nutriéné ndroénych mikroorganismt z krevnich vzorkd a klinického materialu.

Obsahuje:
200 g/1 teleci mozkova infuse 5 g/l chlorid sodny
250 g/l hovézi srdcova infuse 2,5 g/l hydrogenfosforecnan (di) sodny
10 g/l proteasovy pepton 2 ofl dextrosa

neobsahuje Zivoc¢isné peptony a ma konecné pH (pti 25°C) 7,4 + 0,2

Piiprava pudy: Bylo odvazeno 37 g ptipravku, smichano s 1000 ml destilované vody a
smés zahfivana do rozpusténi. Ziskany roztok byl nalit do zkumavek a sterilizovan

v autoklavu pti 121°C po dobu 15 minut. [8]
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3.1.3. PRIPRAVA VZORKU

o Bakterie z krevniho agaru byly nakultivovany do pfipravené stacionarni faze ve
zkumavce pomoci sterilni klicky. Doba inkubace byla 24 hod.

. Do tii zkumavek bylo odpipetovano po 1 ml jednotlivé kultury a do ctvrté
zkumavky 1 ml vody pro vyvazeni v centrifuze. Zkumavky byly zcentrifugovany
na 3000g po dobu 10 minut a pii 20°C.

o Byl odsan supernatant a buniky byly resuspendovany v 1 ml PBS (pufrovany
fyziologicky roztok).

. Opctovné byla suspenze zcentrifugovdna pii stejnych podminkach (3000g, 10
min., 20°C).

o Buiiky byly znovu resuspendovany v 200 ul dH,0 (deionizovana voda).

. Z takto pripravené suspenze bylo pipetou odebrano 10 pl a doprostied Cisté¢ho a
odmasténého kryciho sklicka byla udélana kapka.

o Suspenze se nechala zaschnout na vzduchu. Na misté kapky se vytvofil viditelné

matny povrch. (Fixace plamenem se nedoporucuje.)

3.2. MERICIi PRISTROJ ,

SOLVER NEXT ruské firmy
NT-MDT je jednim znejmoderngjSich
pristroji, ktery sestrojili vyvojafi pro
Siroké  spektrum  vyuziti. S timto
pfistrojem se daji velice rychle ziskat

vysledky meéfeni bez ztraty kvality

rozliSeni, je velice pfesny a snadno

nastavitelny pro dané meéteni.

Obr. 25 SOLVER NEXT [33]

Pristroj mé& specidlni dudlni
systém fizeni hlavy, proto je mozné mefit jak metodou AFM tak STM bez slozité
vymeény hlavic. Dalsi soucasti ptistroje je komora, do které se vklada vzorek. Po vlozeni
vzorku se komora uzavie a vytvoii se homogenni prostifedi. Udrzuje konstantni teplotu,
vlhkost a zabrafiuje nepfiznivym vnéjSim vlivim. Pfi otevienych dvitkach komory
nikdy nesviti laserovy paprsek. Velkou vyhodou pfistroje je navigaéni kamerovy

systém, diky kterému mitizeme pod cantilever (hrot) nastavit tu ¢ast vzorku, kterou

41



chceme proméfit. Nemusime pfistroj kombinovat tfeba s optickym mikroskopem.
Systém si pomoci vlastnich senzori vyrovnava piezoelektrické nedokonalosti (vlastni
nelinearita, hystereze atd.). Pfistroj lze fidit a nastavovat pomoci inteligentniho
softwaru. Mikroskop je umistén na antivibraénim stole, piesto je béhem méfeni tieba se
vyvarovat vétSimu hluku a otfesim. Velikost skenovaného vzorku mtze byt az 20 mm
V priméru, vyska 10 mm a maximalni hmotnosti 40g. Velikost skenované plochy mize
byt az 100x100x10 um. [33]

OznaCeni pouzitych hrotti pii skenovani je NSG10, vyrobce NT-MDT.
Material je monokrystalicky kifemik bez coatingu (povrchové vrstvy). [34]

Vzorky mizeme méfit zékladnimi technikami STM a AFM mikroskopie
(topografii, detekci fazovych posunt, méfeni elektrickych vlastnosti, provadét
nanolitografii atd.). Vybér rezimu a prostfedi, ve kterém se méfi, zavisi na charakteru

vzorku.

3.2.1. SKENOVANIi VZORKU

Zaschlé vzorky na podloznim skli¢ku se musi nejprve upravit. Skli¢ko se ofeze
tak, aby se veslo do komory. Pomoci oboustranné lepici pasky se pfipevni na kovovou
podlozku. Ta se vklada do komory na magnet pfipevnény ke scanneru. Dvitka komory
se zaviou, aby se prostiedi vzorku homogenizovalo.

Pomoci naviga¢niho kamerového systému, nastavime c¢ast vzorku, kterou
chceme proméfovat pod cantilever. Poslednim krokem je nastaveni parametrli méfeni,
kterych muaze byt nckolik stovek. Jedny ze zakladnich jsou: pocet bodi na tadek,
velikost skenu, rychlost skenovani, setpoin, gain, atd. Nékdy je také vhodné zasahnout
do naméfenych dat béhem méfeni, pokud obsahuji ziejmé vady, jako jsou ostré $picky,
Smouhy ve sméru skenovani (vzniklé zachycenim slabé véazané necistoty, u
biologickych aplikaci jde Casto o Casti vzorku) a skoky v intenzité obrazu (jev vznika
nahlou zménou vlastnosti hrotu, naptiklad se kousek hrotu ulomi nebo vrchol hrotu
zmeéni tvar). Tyto vady Ize s riznym efektem softwarové odstranit.

Vysledné snimky lze jednoduSe exportovat v obrazkové podob& nebo v

¢islicovém maticovém zaznamu.
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4. VYSLEDKY MERENI A DISKUZE

Ukolem této bakalaiské prace bylo seznamit se s technikami SPM, které se
mohou vhodné vyuzivat pifi méfeni biologickych vzorkll. Zvlastni pozornost byla
vénovana Mikroskopii atomarnich sil (AFM). Po zvladnuti teoretické pfipravy bylo
pfistoupeno k vlastnimu méfeni, které demonstrovalo vyuziti metody k ziskdvani

informaci o biologickych (mikrobiologickych) vzorcich.

Po teoretickém nastudovani zobrazovaci techniky AFM a ptipravy vzorkl bylo
piistoupeno k vlastnimu méfeni. Po konzultaci sIng Tiburem Fiizikem z Ustavu
biochemie a mikrobiologie VSCHT Praha byly pfipraveny tfi mikrobiologické vzorky
pro mefeni AFM. Spravné nastaveni parametrt, pouziti kvalitniho hrotu a idedlni vné&jsi
prosttedi bylo podminkou pro pribéh piesného méfeni. Pii skenovani byly sbirany 4
signaly. Dva znich se tykaly topografie (smér doptedu a zpét), dalsi magnituda a
nakonec fazovy posun. Naméfené hodnoty vzorkt byly prezentovany jako topograficky
obraz. Diky modernim aplikacim v softwaru se dalo s obrazy libovolné¢ manipulovat,
upravovat a ukladat je ve vhodném formatu. Vysledné topografie jednotlivych vzorki
byly zobrazeny v 2D a 3D obrazech a u posledniho vzorku byl proveden detailni vyfez.
Pohyb skeneru ve sméru osy x a y dava informace o vzorku v roviné. Vyskové hodnoty
V jednotlivych bodech (0sa z, kolma ktéto rovin€) jsou ve vyslednych obrazech
vyjadifeny barevnou Skalou. Urcita vyska je pfifazena k danému odstinu barvy, ktery je
mozné si vybrat. U vSech 2D obrazi je tato stupnice umisténa po pravé strané¢. Hodnoty
v 0se X a Yy jsou udany v jednotkach pm, hodnoty osy z jsou v nm. Velikost skenu je
10x10um a vytez (Obr. 28c a Obr. 28d) 3x3um.

Obraz prvniho vzorku fixované kultury B. cereus v dvojrozmérném (2D)
zobrazeni je ptilozen v piiloze Obr. 26a a Vv trojrozmérném (3D) zobrazeni na Obr.
26b. Snimek je pofizovan metodou TP-AFM na vzduchu. Tyc¢inkovité struktury
s oblymi konci a rozméry asi 1x3-6 pum odpovidaji velikosti i tvarem pozorované
bakterii. DokonalejSimu obrazu jednotlivych bunék branilo nedostate¢né tedéni
suspenze. Pripraveny vzorek byl moc husty, a proto od sebe bunky nejsou na Obr. 263,

26b dostate¢né odde€lené. Presto jsou mikroorganismy dobfe rozeznatelné.
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Druhy sken Obr. 27a (2D obraz) a Obr. 27b (3D obraz) byl pofizen ve
stejném rezimu a na vzduchu. Vyobrazeny jsou kulovité struktury o velikosti praiméru 1
um, coz podle odborné literatury odpovida velikosti i tvarem S. intermedius. | v tomto
pfipadé mohla byt suspenze vice nafedéna. Velikost struktur je hife Citelna, pokud

nejsou umisténé na substratu ale na mase bunék.

Na skenu posledniho nami studovaného biologického vzorku (K. oxytoca; Obr.
28a, 28b) se v popiedi obrazu objevily zvlastni Gtvary, které svym tvarem ani velikosti
neodpovidaji literarnim tdajim o K. oxytoca. Pravdépodobné se jednalo o kontaminaci
vzorku pii jeho pfipravé. Mohlo by se jednat i o zbytky poskozenych bunck, ale
domnivame se, Ze jde spiSe o drobné krystaly neznamé latky. Toto zneciSténi zamezilo
ziskani kvalitniho zobrazeni bunék (ve 3D zobrazeni neni téméf patrna piitomnost
mikroorganismu), proto byl udélan vyfez na vhodném misté¢ skenu (na Obr. 28a
vyznacen ¢tvercem). Obr. 28a (2D) a Obr. 28b (3D) zobrazuji ptivodni cely sken,
Obr. 28c a Obr. 28d jeho vyfez. Ve vyfezu jsou zobrazeny struktury ty¢inkovitého
tvaru témét bez piekryti necistotami. Svoji velikosti i tvarem souhlasi se strukturou K.
oxytoca. Vyifez skenu nam umoznil detailn¢ zmapovat povrch bakterie. | vtomto

ptipadé bylo vlastni méfeni provadéno v TP-AFM rezimu na vzduchu.

Zavérem lze uvést, Ze provedend méteni ukazala, Ze AFM metoda je vhodnou
pro studium biologickych vzorkd a to nejen svou nenaro¢nosti na Upravu vzorku a
moznosti vybéru prostiedi, ale hlavné moznosti snadného a rychlého dosazeni vysledkt
bez ztraty kvality rozliSeni. Vzhledem k omezenému Casu pro vypracovani bakalaiské
prace nebylo mozné zcela optimalizovat postup piipravy biologickych vzorki (viz napft.
uvedené malé fedéni piipadné znecisSténi povrchu vzorku), a proto jsou na i ziskanych
3D a 2D obrazech vzorki nedokonalosti. Nicméné provedené experimenty prokazaly
uzite¢nost této metody (a pouzitého =zafizeni SOLVER NEXT) pro studium
biologickych vzork. V tomto sméru by bylo vhodné v budoucnu pokracovat ve

spolupraci mezi KBBV a KOAnCH pfi studiu biologickych material.
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5. ZAVER

Ukolem této bakalaiské prace bylo seznamit se s technikami Mikroskopie
skenujici sondou (SPM), které se mohou vhodné vyuzivat pfi méfeni biologickych
vzorku. V teoretické ¢asti byl zpracovan obecny princip metody, konstrukce
mikroskopu, nelinearity pfistroje pfi méfeni a zvlastni pozornost byla vénovana
Mikroskopii atomarnich sil (AFM). Dale byly popsany rezimy AFM a jejich vhodné
pouziti pro rtizné typy vzorkl. Samostatna kapitola je vénovana nékterym aplikacim
AFM, zvlasté pak biologickym. V zavéru této Casti byl nastinén postup ptipravy vzorkl
pro méteni AFM. Po reSerSnim zpracovani problematiky zobrazovani bilogickych
vzorkd metodou AFM byly jako vhodny biologicky objekt k AFM zobrazovani vybrany
mikrobiologické kultury B. cereus, S. intermedius a K. oxytoca. Divodem preference
téchto mikroorganismi je znalost parametrti, definujici jejich zobrazeni. V odborné
literatute jsou pevné dana rozmezi velikosti jednotlivych objektl a je znam jejich tvar
(sitka, délka nebo primér u kulovitych bakterii). Jen vyjimecné nekteti jedinci vybocuji
z téchto hodnot. Svou roli pti vybéru vhodného biologického vzorku hral také fakt, ze
mikrobiologické kultury jsou na Katedie biologickych a biochemickych véd (KBBV)
snadno dostupné. Na Katedfe obecné a anorganické chemie (KOAnCh), kterda mi
umoznila méteni vzorkd pomoci mikroskopu AFM SOLVER NEXT, se zabyvaji
pfedevsim studiem organokovovych sloucenin a chalkogenidii kovil. Provedené méteni
bylo prakticky prvnim testovanim vyuZziti tohoto zafizeni pro studium biologickych
vzorki. Proto jsme zvolili méné naro¢né méteni topografie mikrobiologickych vzork,

které poslouZilo jako nazorna ukéazka jedné z aplikaci AFM v biologii.

Z namétenych vysledki 1ze usuzovat, Ze by bylo vhodné pfipravovat suspenze
pro natér vzorkl o mensi koncentraci. Pfi mens$i hustoté by byly obrazy povrchu
mikroorganismil daleko Cciteln€jSi a presnéjSi. Je nutné se vyvarovat kontaminaci
vzorku, jako se stalo u tietiho vzorku (Obr. 28a az 28d v piiloze). Kde je vidét, jak tézké
je v pfitomnosti necistot pozorovat dany objekt. Celkové ale méfeni pomoci AFM
prokazalo, ze je vhodnou metodou pro zobrazovani mikrobiologickych povrchii a
ptistroj SOLVER NEXT je moznou variantou pro studium biologickych materiali na
KBBV.

45



6. PRILOHY
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Obr. 26a 2D AFM snimek povrchu B. cereus, zobrazeno TP-AFM na vzduchu
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Obr. 26b 3D AFM snimek povrchu B. cereus, zobrazeno TP-AFM na vzduchu
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13. 1B:CalcHeight
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Obr. 27a 2D AFM snimek povrchu S.intermedius, zobrazeno TP-AFM na vzduchu
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Obr. 27b 3D AFM snimek povrchu S. intermedius, zobrazeno TP-AFM na vzduchu
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Obr. 28a 2D AFM snimek povrchu K. oxytoca, zobrazeno TP-AFM na vzduchu,

Ctvercem oznaceny vyrez je zobrazeny na Obr. 28¢c
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Obr. 28b 3D AFM snimek povrchu K. oxytoca, zobrazeno TP-AFM na vzduchu
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Obr. 28c 2D AFM sken K. oxytoca, vyrez z Obr. 28a, skenovino na vzduchu TP-AFM

Sipka oznacuje strukturu bunky K. oxytoca, ostatni je znecisteni vzorku.
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Obr. 28d 3D AFM sken K. oxytoca, vyiez z Obr. 28b, skenovino na vzduchu TP-AFM

Sipka oznacuje strukturu bunky K. oxytoca, ostatni je znecisteni vzorku.
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