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1. Uvod

1.1. Popis techniky

Mikroskopie atomovych sil (AFM)® je zobrazovaci technika zalozeni na rastrovacim pohybu sondy nad
studovanym povrchem. Vysledkem této interakce je trojrozmérny obraz povichu. Zjednodusené lze
konstatovat, ze geometrie sondy ovliviiuje rozliseni, které muize dosahovat az subnanometrovych hodnot.
Sledovani riznych parametrt interakce pak vede k tomu, ze AFM poskytuje nejen topograficky obraz povrchu,
ale také informaci o rozlozeni adheznich sil, materidlovém slozeni, magnetickych silach, tuhosti a dalsich
parametrech povrchu. Sonda totiz interaguje s povrchem vzorku prostfednictvim raznych sil®, jako jsou van
der Waalsovy sily, elektrostatické sily a mechanické kontaktni sily.

Popis pfistroje

AFM se sklada z nekolika klicovych soucasti (Obrazek 1)®. Srdcem mikroskopu je sonda (vétsinou ostry
pyramidaln{ hrot, ale pouzivaji se i jiné tvary) umisténd na mikroraménku (nosnik, nespravné se oznacuje
anglikanismem kantilever). Interakce sondy s povrchem je sledovana prostfednictvim ohybu raménka, a to
nejcastéji pomoci laserového paprsku, ktery je sméfovan na Ctyfsegmentovou fotodiodu. Existujf ale 1 jiné
zpusoby indikace ohybu. Jemné pohyby mikroraménka jsou obstaravany piezoelektrickym skenerem, coz je
keramicka ty¢inka potazena elektrodami, kterd na ni pfivadi vysoké napéti, jenz zptsobuje jeji pohyb. Systém
zpétné vazby fidi velikost tohoto napéti na zaklad¢ analyzy interakce mezi sondou a povrchem. Systém fizeni
zpeétné vazby, vysilani napéti do piezoelektrickych skenert, analyza jednotlivych signald a komunikace
s pocitacem a dal$imi periferiemi jsou umistény v fidicf jednotce, coz byva nejdrazsi soucast celého AFM.

1.1. Mc¢fici mody

Ve srovnan{ s jinymi mikroskopiemi je AFM vlastné mikroskopif mechanickou, tj. vyhodnocujici vlastnosti
vzorku na zakladé interakce s probou. Pfi kontaktu s povrchem pak préba pronika i do jeho struktury a
umoznuje tak sledovat i vlastnosti pod povrchem, hovofime o tzv. indentaci. Sonda zprostfedkovavajici
interakct s povrchem pak muze vykonavat rizny pohyb ve vSech osach, tim je pak fizen i méfici rezim®, tj.
smér a zpusob pohybu nosnfku se sondou vzhledem ke vzorku.
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Obrizek 1: Schéma AFM mikroskopn, adaptovino 3 publikace (3).

Kontaktni reZim

Je nejstarsi a nejjednodussi zpusob meéfentd, pii kterém je hrot (nebo jinak tvarovana sonda) v nepfetrzitém
kontaktu s povrchem vzorku. Mize pracovat ve dvou médech, a to v médu konstantni sily a konstantni vysky.
V prvaim médu je vychylka konzoly monitorovana, aby se pomoci smycky zpétné vazby udrzovala konstantni
sfla mezi hrotem a vzorkem. Ve druhém se pak sonda pohybuje v konstantni vysce nad povrchem a je méfena
aktualni vychylka nosniku. Kontaktnf méd se vyuziva predevsim pro zobrazovani pevaych a tvrdych povrchi,
vyhodou je experimentédlni jednoduchost a snadna kombinovatelnost napt. s tzv. viceprichodovymi médy, kdy
je v prvaim prachodu méfena topografie a v druhém pak magnetické ¢i vodivostni vlastnosti povrchu. Mezi
nevyhody se ¢asto fadf destruktivnost pfi praci s mékkymi vzorky (napf. bunikami).

Zvlastni podskupinu kontaktniho médu méfeni pak predstavuje tzv. plné indentaéni rezim, pfi kterém je vzorek
deformovan do dosazeni zadané sily. Tuto deformaci popisuje silova kfivka (zavislost sily na vysce), jejim
zpracovanim pak dostivame informace o elasticit¢ v daném bodé. Naméfenim sité¢ téchto bodu pak vznikaj
mapy elasticity, vyjadfené jako rozlozeni Youngova modulu pruznosti.
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Pii méfeni s ctyftbokou pyramidou lze Youngtuv modul pruznosti vypocitat prolozenim silové kfivky rovnici®

(1).

F = Ftan (a) oo

= TG (1)

Kde Fje hodnota sily, E je Youngtiv modul pruznosti, » je Poissonova konstanta, a je thel ktery svira préba s
nosnikem, ¢ je hloubka indentace (distance).

Polokontaktni (poklepovy) reZim

V tomto rezimu se nosnik rozkmitd v blizkosti své rezonanéni frekvence a pferusovanée se dotykd povrchu
vzorku. Amplituda kmitani se vyuziva k udrzovan{ konstantni interakénf sily a jeji zména pak slouzi k prevedeni
na informaci o topografii povrchu. Fazova zména frekvencniho signalu pak dopliuje topografii o mechanickych
vlastnostech vzorku. Vyhodami poklepového rezimu je jeho citlivost pii pouziti na mékké vzorky. Je vhodny
pro zobrazovani v bézné atmosfére i v kapaliné. Dosahuje nizsich rychlosti zobrazovani nez kontaktni méd, u
modernich piistroji je jeho rychlost dostate¢na i pro tzv. video-rezim, tj. snimani s rychlosti vyssi nez 15
obrazku za sekundu. Typicky se pak vyuziva pro zobrazovani biologicky vzorkd, jakymi jsou napi. biomolekuly
nebo bunky.

Mimorezonanc¢ni poklepovy reZim

Je nejnovejsi meficd méd dostupny dostupny na nejmodernéjsich mikroskopech. Principem ¢innosti je rychlé
pfiblizovani k povrchu po velmi kratké vyskové trajektorii, pfi kterém je zaznamenavana silova kfivka (Obrazek
2). Jedna se o mimorezonanéni poklep, kdy je nosnik pohanén frekvenci mnohem nizsi, nez je jeho rezonance.
Vzorkovaci frekvence je az 8 kHz, tj. kazdou sekundu se naméfi a vyhodnoti 8 tisic pfiblizovacich kiivek, na
jejichz zakladé je sestaven obraz povrchu s vysokym rozliSenim spolu s mapovanim elasticity ¢i adhezivity
povrchu. Vysokou pfesnost zobrazeni urcuje prave princip méfeni, kterym je udrzeni konstantnf konstantni sily
interakce v kazdém bode.

Tyto rezimy maji komercni oznaceni napt. Peak Force Quantitative NanoMapping (PFQNM)©, Force Volume
a Quantitative Imaging(®.

Vyhodami tohoto druhu méficich médu je moznost dosahnout velice podrobné mapy mechanickych vlastnosti
(napf. tuhost, adheze). Jsou idealni pro praci prakticky se vsemi druhy vzorkd, od tuhych a rigidnich materialt
az po mekké, hydratované vzorky typu biomolekul, geld a bunck. Minimalizuje poskozeni choulostivych
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vzork. Typickym piikladem struktura dvousroubovice
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Obrazek 3.
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Obrdzek 2: Priklad silové kiivky s vyznacenon piibligovaci a oddalovac sti kivky, adbeznin minimen a indentacni (dsti, jejis tvar odpovida mechanickym
vlastnostem vorku.

Obrizek 3: Struktura dvonsroubovice DINA nasnimana AFNM mikroskopem pracujicim v PEQNM middu je provedena v odstinech hnédé. Teoretickd
Watson-Crickova struktura je schematicky indazornéna v barvich modré a rigové. Prevzato 24 .

1.2.  Ptiklady pouziti

AFM je s vyhodou vyuzivano pro zobrazovani a dal$i charakterizaci celé skaly vzorku®, vyhodou je snadni
piiprava a moznost zobrazovani ve vSech druzich prostfedi — od prostfedi vakua ¢i inertniho plynu az po
fyziologické prostiedi kultivacniho roztoku. Pracovni teplota se mize pohybovat od hlubokého mrazu az po
teploty atakujici 600 °C. Pfi vlastnf aplikaci AFM se pak vétSinou pohybujeme ve dvou rovinach — pouziti pro
charakterizaci pfipravenych vzorku.tj. napf. charakterizujeme drsnost leptaného povrchu, nebo pak pro analyzu
struktury vzorku, ktery je ptitomen v roztoku nebo suspenzi. Prvni pfipad je jednoduchy, vzorek neni potieba
nijak upravovat a je mozné ho podrobit piimo vlastni analjze. Druha moznost, tedy analyza struktury vzorku
v roztoku, pak vyzaduje jeho vhodnou imobilizaci na podkladni material. Pro Gspésny experiment je potieba
splnit nékolik podminek — vybrat vhodny podkladni materidl (chemické slozeni, drsnost, pifpadné
biokompatibilita), spravny imobilizacni postup a také optimalizovat koncentraci tak, aby na povrchu byla
spravna hustota studovanych objektt.

Planovani experimentu tedy zac¢ina vybérem vhodného podkladniho materialu. Popisme si ted ty nejcastéji
pouzivané. Tradicnim materidlem je vysoce uspoiadany pyrolyticky grafit (HOPG), vysoce uspofadana forma
c¢istého pyrolytického grafitu, grafitového materialu s vysokym stupném preferované krystalografické orientace,
ktery se obvykle ziskava grafitizacnim tepelnym zpracovanim uhliku nebo chemickym napatovanim. Jednd se
o vrstevnaty material, ktery lze snadno distit odlupovanim hornich vrstev. Je vodivy a vysoce hydrofobni.
Hydrofobicita umoznuje nespecifickou imobilizaci prakticky jakéhokoliv vzorku, tento druh interakce je vsak
velmi silny a mize vést k denaturaci biomolekul. To, spolu s vysokou cenou, brani jeho $irsimu vyuziti pro
biologicky zaméfené experimenty. V této oblasti se naopak Siroce prosazuje muskovit (svétla slida), hydrofilni
kfemicitanovy material, kterj ma vrstevnatou strukturu, coz se i zde s vyhodou pouziva pro snadné ¢isténi jeho
povrchu. Isoelektricky bod tohoto materidlu je na hodnoté 3.1 a proto je pro vétsinu aplikaci v biologii a
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biochemii, tj. pfi pH kolem fyziologické hodnoty, nabit negativné. Na to je potfeba myslet, pokud imobilizuje
vzorek pomoci iontové interakce. Napi. DNA je také negativné nabita, a proto je potfeba aplikovat systém,
ktery tuto interakci zprostfedkuje. Tim je napf. pouziti dvojmocnych kationtd (Mg?*, Co?*), polyeletrolytt
(polylyzin) nebo silanizaci povrchu v parach. Pii imobilizaci proteint je tieba se fidit jejich isoelektrickym
bodem, tj. pouzit takové pH roztoku, aby byl protein kladné nabity, tj. pH mezi isoelektrickfm bodem
muskovitu a proteinu. lontova interakce pak dostacuje k tomu, aby biomolekuly byly dostate¢né pevné
zachyceny pro zobrazovani v kapalin€ i v pfirozené atmosféfe.

Pro praci s zivymi bunéénymi kulturami se i pro AFM aplikace pouziva standardni kultivaéni material, kterym
je nejcastéji plast (polystyren, polypropylen) a sklo. Pro utvary velikosti bunék (plosna velikost v desitkdch a
vyska v jednotkiach mikrometrt) nenf potfeba pouzivat material extrémneé hladky (HOPG, muskovit). Samotna
imobilizace pak probiha pfirtstinim bunék k podkladu, ktery se casto modifikuje specifickymi proteiny
podporujicimi adhezi (kolagen, fibrin, lamin). I zde stejné, stejné jako u sledovani individualnich biomolekul
plati, Ze sledované objekty musi byt na podkladnim materidlu dobfe uchyceny, aby umoznovaly interakci s AFM
sondou. Nelze tak proto pracovat se suspenzi mikro¢astic nebo neadhezivnimi butikami.

2. Prakticka uloha — zobrazovani fagové DNA v nativnich podminkach

2.1 Uvod

Jak jiz bylo feceno vyse, v uvodni ¢asti, je AFM vhodnou metodou pro zobrazovani struktury jednotlivych
molekul DNA. ILze sledovat strukturni zmény na drovni molekul v prostfedi blizkém fyziologickym
podminkam, tj. v pufrovaném prostfedi s fizenou hodnotou teploty.

V praktické ¢asti si vyzkousime imobilizaci DNA na povrch pomoci monovrstvy polyelektrolytu polylyzinu a
jeji zobrazen{ na modernim pfistroji Bruker Dimension FastScan Bio v mimorezonanénim poklepovém rezimu
PFQNM. Zavérem bude jednoduchy protokol o provedeném experimentu a jeho vysledek.

2.2.  Praktické provedeni
Pomucky a chemikalie

= AFM mikroskop Bruker Dimension FastScan Bio
= Sonda Bruker ScanAsyst-Fluid+

*  Roztok DNA v TRIS pufru

*  0,1% roztok poly-L-lyzinu (pL.L)

= TRIS pufr pH=7,4

®  Muskovit upevnény na nerezové podlozce

=  Pipety automatické v¢. $picek

= Plastové mikrozkumavky

= Pinzeta

Piiprava vzorku pro zobrazovani
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1. Odcistéte povrch muskovitu na povrchu nerezového plisku lepici pasky tak, aby byly viditelné
odstranény vrchni vrstvy, a pfitom povrch zistal bez Supin.

2. Na povrch muskovitu naneste 50 pl 0,1% polylyzinu, tj. tak aby cely povrch muskovitu byl pokryt
kapkou tohoto roztoku.

3. Inkubujte 20 minut pfi laboratorni teploté, piikryjte vickem Petriho misky.

4. Po skonceni inkubace oplachnéte roztok pLL velkfm mnozstvim TRIS pufru, pied dalsim
nanasenim nenechte povrch zaschnout.

5. Naneste na povrch roztok DNA o koncentraci 1-5 nmol/1, objem 50 pl, tj. opét tak, aby byl zakryt
cely povrch muskovitu.

6. Inkubujte 20 minut pfi laboratorni teploté, piikryjte vickem Petriho misky.

7. Po skoncen{ inkubace oplachnéte roztok pLL opakovanym pfidivanim a odsiavanim TRIS pufru
(5 x 100 pl TRIS pufru), pfed dal$im nanasenim nenechte povrch zaschnout, nechte na ném kapku
TRIS pufru.

8. Takto je vzorek pfipraven pro zobrazovani, pfeneste ho do komory AFM, kde ho piipevnite na méfici
zakladnu.

Zobrazovani DNA

1.V prabéhu imobilizace vzorku s DNA, ktera je popsana v pfedchozim odstavci, si mizeme pfipravit
AFM mikroskop.

2. Méfici sondu Bruker ScaAsyst Fluid+ umistéte pomoci pinzety do drzaku Z-skeneru.

3. Naoblast sondy a okénka na tomto skeneru umistéte 30 pl TRIS pufru, tak aby tato oblast byla zakryta
pufrem.

4.  Umistéte Z-skener do AFM mikroskopu a navigujte pohyb zikladnu se vzorkem a méfici hlavu tak,
aby se kapky vzorku a na skeneru navzijem spojily. Vznikne tim souvisly meniskus kapaliny, kterym
muze prochazet svétlo i laser AFM, vidite opticky obraz povrchu.

5. Dalsi nastaveni a vlastn{ méfeni proved'te podle piilozeného videa a dle pokynt persondlu
laboratofe, ktery vas bude experimentem provazet.

6. Ulozené obrazky pak vyhodnot’te v softwaru Gwyddion (viz kapitola 2.3), vyexportujte a pouzijte ve
finalnim protokolu.

2.3. Vyhodnoceni naméfenych dat

Pro vyhodnocovani dat z AFM mikroskopu je mozné pouzit celou fadu programu, nékteré z nich jsou volné
dostupné, jako napft. software dodavany s mikroskopem, Gwyddion, WSxM, atp., n¢které placené — napt. SPIP.
My pouzijeme software Gwyddion (vice informaci, v¢. navodt a podpory na webu http://gwyddion.net), ktery
ma svou zakladnu v Brné.

1.

Otevieni piislusného souboru — v dialogu Open nebo pfetazenim z prohlizece soubort:
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2. Pro zpracovani obrazku je potieba aplikovat nékolik funkci, které jsou jiz v programu pfipraveny.
V nisledujicim schématu jsou vyznaceny ¢ervenymi kruhy. Pouzijte je v pofadi od horniho levého rohu
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* Video popisujici piipravu a zobrazovani vzorku DNA, je ulozeno ve Studijnich materialech tohoto
pfedmétu.

= c¢Kurz CEIT_NAN_1 Pfistroje a metody CF Nanobiotechnology dostupny na is.muni.cz (vyberte
misto studijniho obdobi eKurzy).

=  (Odborna literatura:

Binnig G, Quate CF, Gerber C. The Atomic Force Microscope. Physical Review Letters. 1986;56:930-3.
Seo Y, Jhe W. Atomic force microscopy and spectroscopy. Rep Prog Phys. 2007;71:016101.

Kabanov D, Klimovic S, Rotrekl V, Pesl M, Pribyl J. Atomic Force Spectroscopy is a promising tool to
study contractile properties of cardiac cells. Micron. 2021;103199.

Moreno-Herrero F, Colchero J, Gémez-Herrero J, Baré AM. Atomic force microscopy contact, tapping,

and jumping modes for imaging biological samples in liquids. Phys Rev E. American Physical Society;
2004;69:031915.

Roa J, Oncins G, Diaz |, Sanz F, Segarra M. Calculation of Young’s Modulus Value by Means of AFM.
Recent patents on nanotechnology. 2011;5:27-36.

Young TJ, Monclus MA, Burnett TL, Broughton WR, Ogin SL, Smith PA. The use of the PeakForceTM
quantitative nanomechanical mapping AFM-based method for high-resolution Young’s modulus
measurement of polymers. Meas Sci Technol. 2011;22:125703.

Chopinet L, Formosa C, Rols MP, Duval RE, Dague E. Imaging living cells surface and quantifying its
properties at high resolution using AFM in QI™ mode. Micron. 2013;48:26-33.

Ido S, Kimura K, Oyabu N, Kobayashi K, T'sukada M, Matsushige K, Yamada H. Beyond the Helix
Pitch: Direct Visualization of Native DNA in Aqueous Solution. ACS Nano. American Chemical Society;
2013;7:1817-22.

El Kirat K, Burton I, Dupres V, Dufrene YF. Sample preparation procedures for biological atomic force
microscopy. Journal of Microscopy. 2005;218:199-207.

4. Vzor protokolu k této laboratorni uloze
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Jméno, pfijmeni, ro¢nik, obor

Datum vypracovani ulohy

PouZité pomucky

Pracovni postup

Vysledky — zahrnujf graficky vystup a dalsi parametry popisujici zaznamenany obrazek povrchu (délka
fetézcu, jejich $itka, drsnost povrchu atp.) a popis dosazenych vysledka

Zavér



