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1 Uvod

Mikroskopie skenujici sondou (Scanning Probe Microscopy, SPM) je soubor
mikroskopickych technik, jejichz zékladnim spolecnym principem je tésné piiblizeni
métici sondy ke vzorku. Ziskana informace je vSak pouze lokalni a pro charakterizaci
celého povrchu je nutno provadét postupna meéteni ve vice bodech, tj. rastrovani
povrchu vzorku sondou. Vysledny, postupné sesbirany soubor dat je konstruovan

pocitacem.

Techniky SPM neslouzi pouze k zobrazovéni, pouzivaji se bézné k detekci
nejriiznéjSich vlastnosti povrcht (elastické, magnetické, tteci, rozlozeni povrchovych
naboji apod.), k modifikaci povrchil, litografickému zpracovani ¢i k manipulaci
s molekulami i jednotlivymi atomy. Rizné typy SPM se uplatiluji zejména ve fyzice
povrchti, v biologii, pii studiu nanocastic nebo napiiklad pfi testovani integrovanych

obvodda.

Mezi dal§i spolecné rysy téchto technik fadime zejména rozliSeni, které je
zéavislé na nékolika parametrech, zejména na velikosti skenujici sondy a typu vzorku.
Déle hraje roli rGznorodost okolniho prostiedi vzorku, existence pouze lokalni
interakce, moznost detekce rtiznych vlastnosti povrchu apod. Z téch méné vyhodnych
vlastnosti SPM lze uvést obtiznou interpretaci vysledkt a velké mnozstvi artefaktii

vzniklych béhem skenovani.

Jednou zmetod, kterd patfi do rodiny SPM mikroskopti je mikroskopie
atomarnich sil (Atomic Force Microscopy, AFM). Tato metoda nevyzaduje, aby
zkoumané vzorky byly vodivé, tak jak je tomu u STM (Scanning Tunneling
Microscopy) a proto mohou byt zobrazovany vedle vodici také organické materialy,
izolatory, biologické makromolekuly, polymery, keramické latky, skla apod.
V zéavislosti na pfislusenstvi AFM pfistroje mohou byt tyto materidly zobrazovany

ve specialnich prostiedich, jako jsou kapaliny, vakuum ¢i za nizkych teplot.



Laboratoi AFM pii Katedie experimentalni fyziky PfF UP Olomouc je kromé
standardnich analytickych rezimd mikroskopu Explorer (skenovani v suchém prostiedi)
vybavena také skenery pro analyzu povrchi v kapalném prostiedi (liquid scanner).
Vzhledem k malym experimentalnim zkuSenostem pii vyuziti téchto skenert v rdmci
biologickych aplikaci bylo hlavnim cilem této diplomové prace vypracovat piehled
biologickych aplikaci AFM a ovétit metodiky piipravy vzorkd DNA jejich zobrazenim
mikroskopem Explorer AFM. V ramci biologickych aplikaci AFM byl také zpracovan
prehled pouzivanych substratii k uchycovani biologickych vzorkt a modifikace povrchu
téchto substrati pro dosazeni optimalnich podminek pii uchycovani biologickych

vzorku.



2 Stavba, funkce a aplikace AFM

Mikroskopické metody vyuzivajici skenujici sondu (Scanning Probe
Microscopy, SPM) jsou odvozeny z metody rastrovaci tunelové mikroskopie (Scanning
Tunneling Microscopy, STM), jejiz pocatek je datovan k roku 1981. Tato metoda byla
vyvinuta v laboratotich IBM v Curychu a jeji objevitelé Gerd Binnig a Heinrich Rohrer
za svlj objev ziskali o pét let pozdé€ji Nobelovu cenu. Ptistroje STM byly prvni, které
poskytovaly obraz skenovaného povrchu s rozliSenim na atoméarni irovni.

Pii STM méfenich se vyskytovaly parazitni sily mezi hrotem a méfenym
povrchem, které zplsobovaly pfitahovani ¢i odpuzovani skenujiciho hrotu a tim ménily
skutecnou vzdalenost hrotu od vzorku. Tato parazitni vlastnost se v roce 1986 dockala

svého uplatnéni jakozto hlavni méfici princip v AFM metodé€.

2.1 Stavba AFM

Zakladem méfici jednotky u rastrovacich mikroskopti je sonda, kterou je

skenovan povrch vzorku. Ziskany signal pak pochazi z detekce interakci mezi touto
sondou a zkoumanym povrchem. Prostorova distribuce velikosti signalu méfeného ve
skenované oblasti pak poskytuje prostorove zavisly signal, ktery slouzi jako zaklad pro
vytvofeni trojrozmérného obrazu. V zavislosti na typu senzoru a médu, ve kterém dany
pfistroj pracuje, skeny (obrazky) zobrazuji topografii, elektronovou strukturu nebo
mechanické, termalni ¢i jiné vlastnosti zkoumaného povrchu. Prostorové rozliSeni
ziskanych snimki je zavislé zejména na métenych vlastnostech a typu interakce mezi

sondou a povrchem.

AFM ma ve funkci sondy ostry hrot (angl. tip) upevnény na volném konci
parametry patii polomér hrotu pfi jeho vrcholu R,, ktery ovliviiuje maximalni rozliSeni,
jeho délka (10 um) a Stihlost, ktera ovliviluje schopnost zobrazovat ostré hrany a
hluboké zatezy. Mezi dal$i dalezité parametry hrotu patfi chemickd a mechanicka
odolnost. K parametriim nosniku patii jeho rozméry (délka ~ 100 pum, tloustka ~ 0,5
um), konstanta tuhosti (rozmezi 0,1-100 N/m.) a rezonanc¢ni frekvence. V neposledni
fad¢ je nutno zvazovat zpiisob upevnéni nosniku k mikroskopu. Nosnik je vyrabén
z Cistého kiemiku, kiemiku s riznymi pfimésemi, oxidu ¢i nitridu kiemiku Si0,, SizNa.

Obvykle vSak byva hrot i nosnik ze stejného materialu.



Hrot miva rizné tvary, nejcastéji pyramidalni nebo kuzelovity a byva velmi
ostry. Polomér zaktiveni hrotu R, se pohybuje vrozmezi 10 az 50 nanometrd, pro
aplikace s téméf atomarnim rozliSenim se pouZzivaji hroty o poloméru kfivosti méné nez
deset nanometrti. Dnes jsou bézn¢ dostupné komercni nosniky s integrovanymi hroty,
vyrabéné polovodicovou technologii. Pro specialni aplikace miizou byt hroty vylepseny
malymi mikrohroty (na komeréni hrot jsou pfidany napafenim uhliku) nebo
nanotrubickami (z uhliku ¢i WS,). Také technikou iontového odprasovani mohou byt
vytvoreny hroty s nizkymi hodnotami vrcholovych thla (pod 10 nm).

Pro nosnik se ustalily dva typy tvart: plochy kvadr (kieh¢i varianta) nebo
spojeni dvou plochych kvadrG vytvarejicich pismeno V (viz obr. 1). Vybér tvaru
nosniku se fidi pfedevsim typem méteni (pro C-AFM jsou pouZzivany piedevSim tvary

,»V*, pro NC-AFM ploché kvadry).

S\ -

a) b)

Obr. 1: Tvary nosnikii. Tvar ,,V* (a) a tvar plochého kvadru (b) nosniku, hrot je
umisten kolmo na rovinu nosniku.

V blizkosti vzorku plsobi na skenujici hrot rtizné druhy sil, pfedevSim
kratkodosahové odpudivé sily elektrostatického puvodu a sily vyplyvajici z Pauliho
principu a dalekodosahové pritazlivé van der Waalsovy sily (sily dipol-dipolového
charakteru). Diky témto silam dochdzi v blizkosti povrchu k vychyleni hrotu s nosnikem

z rovnovazné polohy a tim k deformaci nosniku (viz obr. 2).

laserovy svazek

ohyb
nosniku

interakce hrotu s povrchem

OOOOOOOOOOO povrch vzorku

Obr. 2: Schématicky nakres interakce mezi hrotem a skenovanym povrchem.



Skenovaci systém slouzi k vlastnimu posunu hrotu po vzorku, tedy k rastrovani
povrchu. Jadrem je piezoelektrickd keramika, piezokeramika', ktera se v zavislosti na
privedeném napéti V' vratné deformuje. Pohyb piezokeramiky je reprodukovatelny a
v zavislosti na konstrukci piezokeramiky je umozZnén pohyb napojeného nosniku
v jednotlivych osach x, y, z. Realizovatelné posuny nosniku po plose vzorku (rovina
(x, y)) mohou byt mensi nez 0,1 nm. Pomoci skeneru se tedy sonda pfesunuje v roviné
vzorku a v kazdém meéfeném bodé¢ je stanoven soubor dat (x, y, V), kterd jsou nasledné
pfidruzenym software vyhodnocena.

Méné béznou variantou v AFM skenovacim systému je pevné uchyceni hrotu a

umisténi vzorku na piezokeramiku.

Jak uz bylo fecené diive, vzajemné silové puisobeni mezi hrotem a povrchem
skenovaného vzorku je zakladem AFM signalu. Toto silové plsobeni zpisobuje ohyb
nosniku z jeho pocatecni polohy, a mira ohybu je detekovana. Prvni AFM pouzivaly
k detekci ohybu nosniku tunelovy proud, nyni jsou vSak rozsifeny nejrtiznéjsi optické

v

metody. Nejcastéjsi je metoda, ve které je laserovy paprsek fokusovan na konec nosniku
a odtud se odrazi na fotodiodovy detektor rozdéleny na Ctyfi segmenty. V zavislosti na
odklonu nosniku od pocatecni polohy dopadd odrazeny laserovy svazek béhem
skenovani nerovnomérné¢ do kvadrantti fotodetektoru a poméry intenzit svételného
svazku v riznych kvadrantech jsou zdrojem udajii o vychyleni nosniku (viz obr. 3).
Citlivost detekce ohybu nosniku je fadove 10 nm. Mén& &asto pouzivanou metodou je
detekce ohybu nosniku zalozena na principu interference svétla, u nékterych AFM
pristrojii se miizeme setkat s nosniky vyrobenymi z piezorezistivnich latek, kdy ohyb

nosniku je detekovan na zakladé zmény elektrického odporu.

vvvvvv

! Piezokeramika je material vytvofeny speenim zrn n&jaké piezoelektrické latky (nejdiilezit&jsi ma
oznaceni PZT a je tvofen tuhym roztokem PbZrO; a PbTiO;). Vzhledem k zrnitému charakteru material
po speeni piezoelektricky jev nevykazuje, protoZze jednotlivd zrna jsou orientovana ndhodné a jejich
ucinek se vzajemné rusi. Proto se po vyrobé provadi tzv. orientace, pfiniZz se materidl zahieje
na zvysenou teplotu a vnofi se do elektrického pole vhodného sméru. Tato orientace bohuzel neni trvala,
ale dochazi k jejimu poklesu s casem (depolarizaci), zv1asté je-li material vystaven vySSim teplotam.
Na zabranéni depolarizace je nejvhodnéjsi pravidelny provoz piezokeramiky, nebot pod pracovnim
napétim se material cyklicky orientuje.
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Obr. 3: Schéma detekce ohybu nosniku.

Protoze je pti AFM méfeni hrot udrzovan velmi blizko zobrazovaného povrchu
(nm), je velmi nachylny na ndhodné zmény relativni vzdalenosti, které mohou ovlivnit
mefeni nebo poskodit vzorek ¢i hrot. Z tohoto diivodu je nutno mikroskop vibracné
izolovat. Izolace spoc¢iva ve vhodné konstrukci mikroskopu (velkd tuhost ramu, snizeni
efektivni délky ramu), umisténi piistroje ve vhodném prostiedi (pfizemi, sklep) a na
vhodnou podlozku (tézké mramorové stoly, stoly s pneumatickym tlumenim). Pri
presnych méfenich nelze zanedbat ani vibrace pienasené vzduchem a pro presna méteni
je nutné AFM méfici systém pfiklopit specidlnim nasazovacim krytem.

Podobné jako vibrace se negativné projevuje i tepelny drift (jednotlivé casti
mikroskopu maji rliznou tepelnou roztaznost). Velmi zdvaznd je také zmeéna teploty
v pribé¢hu méfeni (napt. vlivem proudéni vzduchu). Urcitym feSenim je volit velké

rychlosti skenovani, coz ma za nasledek zhorSeni kvality zobrazeni.

2.2 Pracovni rezimy AFM

Pti interakci mezi hrotem a vzorkem se mezi koncovymi atomy uplatiiuji rizné
druhy sil. Pfiblizime-li k sobé dva atomy na velmi malou vzdalenost (desitky
nanometrll), zane mezi nimi pusobit pfitazlivd van der Waalsova sila, kterd obecné
plsobi mezi dvéma libovolnymi atomy bez ohledu na jejich chemickou podstatu ¢i
vazbu v latce. Tato sila zpisobi, ze se atomy (budou-li volné) k sobé dale ptiblizi. Po
velmi tésném piiblizeni (subnanometrové) vSak zacnou pilisobit na atomy dalsi sily,
tentokrat odpudivé, které jsou zptisobeny piekryvem elektronovych obalii obou atomtl.

V urcité vzdalenosti 7, 1ze najit silu o nulové hodnot¢ (viz obr. 4).
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Obr. 4: Prithéh vyslednych sil pusobicich dvema atomy.

Budeme-li mezi atomy tmyslné¢ udrzovat jinou vzdalenost » nez r,, bude se
pusobici sila snazit atomy bud’ pfiblizit (r > r,), nebo oddalit (» < r,). Méfenim této sily
pak mizeme urcit, jakd je vzdalenost mezi obéma atomy. Uvazime-li, Ze jeden z atomt
bude patfit vzorku a druhy atom bude tvofit nasi sondu, ziskdme zaklad pro mikroskopii
atomarnich sil. Protoze z rozd€leni silové kiivky vyplyva, Ze jedné sile mohou nekdy
odpovidat dvé vzdalenosti (viz obr. 4), neni zavislost® F() jednoznaéna. Abychom tuto
nejednoznacnost odstranili, pouziva se AFM v nékolika rezimech, kontaktnim,

nekontaktnim a poklepovém.

Kontaktni rezim (C-AFM)

Kontaktni rezim, zvany také repulzivni rezim, je nejjednodussim a nejstarSim
zpisobem, pfi kterém se hrot pohybuje pfimo v mechanickém kontaktu se vzorkem a

mezi hrotem a vzorkem puisobi odpudivé sily (r < r,).

Na hrot v tésné blizkosti povrchu ptisobi zejména tfi hlavni sily.

1) Odpudivé sily, vznikajici na zékladé Pauliho vylucovaciho principu, ktery
brani tomu, aby elektrony pfislusné atomim hrotu mély stejnou vinovou
funkci jako elektrony pfislusné atomim vzorku. Rozsah téchto sil je

v rozmezi 1071°-10®N.

2 U AFM méfeni jde vzdy o interakci odehravajici se prevazné v ose z kolmé na rovinu (x, )
skenovaného vzorku, proto je 1épe psat F(z).



2) Pritazlivé van der Waalsovy sily, které maji charakter dipol-dipolové
interakce. Tyto sily maji piivod v nerovnovazné distribuci naboje elektronti
béhem velmi kratkych okamziki®. Tato nerovnovéha dava vzniknout obecné
multip6lim, které¢ dale indukuji podobnou nerovnovahu ve svém okoli. Tyto
sily jsou mnohem mensi nez elektrostatické sily a jsou nezavislé na
chemickém slozeni zobrazovaného povrchu nebo zobrazujiciho prostredi
(Garcia and Pérez 2002). Rozsah t&chto sil je 10®-107N.

3) Pruzna sila nosniku udrzujici hrot v kontaktu s povrchem. Tato sila je zavisla
na mife ohybu a konstantd tuhosti nosniku. Rozsah t&chto sil je 10°-10"N

(Dietz and Hansma 1992).

Vysledna sila mezi hrotem a vzorkem ptisobici na hrot je odpudiva, repulsivni.
Vedle této repulsivni sily se bézn¢ vyskytuje pii operaci v C-AFM jesté sila kapilarni.

Kapilarni sily jsou zptsobené kondenzaci vodni vrstvy na povrchu vzorku, kdy
tato vrstva vytvari meniskus kolem AFM hrotu (pfi jeho tésném pfiiblizeni k povrchu) a
prostiednictvim kapilarnich sil jej pfitahuje k povrchu vzorku. Pro snizeni efektu
kapilarnich sil, a tim i zvySeni rozliSeni AFM snimki, bylo vyvinuto nékolik
experimentalnich piistupi. Jednim znich je preferovani EBD hrotti (electron beem
deposited ,,supertips), které jsou vice hydrofobni nez klasické nemodifikované Si;Ny4
hroty.

Nekteti autofi se rozhodli redukovat okolni relativni vlhkost prostfedi, ve kterém
se vyskytuje vzorek a skenujici sonda tim, Ze naptiklad drzi mikroskop se vzorkem
v atmosféfe suchého dusiku (Bustamante et al. 1992). Snizovani relativni vlhkosti
prostfedi umoznuje pouzit mensi zobrazujici sily a tim i1 snizit pravdépodobnost
poskozeni biologickych vzorki béhem skenovani (Yang and Shao 1993, Yang et al.
1996). Jini autofi eliminovali vyskyt rozhrani voda-vzduch, které¢ vytvaii vodni
meniskus tim, ze skenovali vzorek v kapalném prostiedi. NejCastéji pouzivanym
zobrazovacim roztokem byl n-propanol (napfiklad Hansma et al. 1992a). U
biologickych vzorki, naptiklad DNA, ponoteni a zobrazovani vzorku v propanolu navic
Casto zvysilo adhezi samotného vzorku k povrchu pevného podkladu (Schaper et al.

1994).

* Béhem béznych &asovych period se jevi rozloZeni povrchového naboje jako symetrické a celkovy
povrch se jevi neutralni.
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Vedle kapilarnich sil byvd u AFM problém s adhezivnimi silami. Ty jsou
zplsobeny tim, Ze pii AFM zobrazovani se hrot postupné otupuje a u biologickych
vzorkl byva Casto kontaminovan malymi ¢astmi vzorku. Oba tyto efekty méni lokalni
interakci mezi koncem hrotu a povrchem v integralni, ¢imz vedou k siln¢jSimu kontaktu
mezi hrotem a vzorkem (a vzrlstu adheznich sil). Tento jev vyrazné zhorSuje vysledné
rozliSeni naskenovanych struktur. Zminény problém je nejzietelnéjsi pii AFM
zobrazovani malych biologickych objektl (izolované molekuly), které jsou snadno
poskozeny vétsimi skenujicimi silami. Pii otupeni hrotu (a Casto i pti jeho kontaminaci)

je jedinym feSenim pouzit nové hroty (Garcia and Pérez 2002).

Topograficky profil u C-AFM mize byt generovan dvéma riznymi zpusoby.
V médu konstantni vySky je piezokeramicky skener (a tim i hrot) udrzovan bez
pohybu v ose z. Kdyz hrot najede na vyvyseninu na vzorku, je vzorkem odtlacen nahoru
a zveétsi se ohnuti nosniku. Naopak na prohlubni klesne odpudiva sila a nosnik ma snahu
se narovnat, a proto bude hrot opét pfitlacen ke vzorku. Ohnuti nosniku je pak
dasledkem interakce mezi povrchem vzorku a hrotem a tato hodnota dava vzniknout
topografické informaci.
C-AFM v médu konstantni vy§ky ma nasledujici vyhody a nevyhody:
v' Megéfeni je velmi rychlé, protoze nosnik je maly a rychle reaguje na zmény
pusobicich sil.
v" Maximalni rozdil ve vySce vzorku musi byt maly, protoze nosnik se pii velkém
ohnuti miZe zlomit.
v’ Zavislost mezi pusobici silou a ohnutim nosniku je linearni jen v prvnim pfibliZeni,

coZ snizuje presnost méteni.

V médu konstantni sily, ktery je v pfevdzné vétsiné pouzivan, jsou nevyhody
odstranény tim, ze doplnime systém o zp&tnou vazbu. Pied za¢atkem meéfeni je hrot ke
vzorku pfitlacen tak, aby ohnuti nosniku bylo d,. Béhem skenovani hrotu po vzorku je
porovnavano okamzité ohnuti J s Jd,. Pokud se hodnoty lisi, je nosnik oddalen od
povrchu (6 > J,) nebo snizen (6 < J,) o takovou hodnotu Az, aby opét platilo d= J,.
Pokud je systémem ukladana trojice dat (x, y, 4z), miize byt sestaven topograficky obraz

povrchu.
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V tomto reZimu je méfeni pomalejsi, protoZe je pohybovano hrotem nahoru a
dolt a systém je omezovan odezvou zpétné vazby. Protoze je ohnuti nosniku konstantni,
je konstantni i pisobici sila a pfipadna nelinarita se neprojevi.

Kontaktni rezim je velice snadno interpretovatelny a nazorny a je schopen
dosahnout v ptipad¢ tvrdych vzorki atomarniho rozliseni.

U mekkych vzorki je vSak rozliseni ziskanych snimka horsi, vlivem lateralnich sil
generovanych bo¢nym pohybem hrotu. Tyto sily umoziiuji hrotu se vzorkem hybat,
deformovat jej ¢i uplné znicit. Pti tzv. ,,stick-slip® pohybu hrotu zpiisobeném lateralni
silou nastava nezadouci vychyleni nosniku. V ptipad¢ vratnych deformaci vzorku maze
dojit ke zkresleni obrazu, protoZe atomy tésn¢ pod hrotem jsou ,,vytlacovany* ze svych
rovnovaznych poloh. Proto nebyva tento rezim v soucasnosti pii biologickych

aplikacich pouzivan (Zhong et al. 1993; Jalili and Layminarayna et al. 2004).

Nekontaktni rezim (NC-AFM)

V nekontaktnim rezimu (NC-AFM) je hrot udrzovan ve vzdalenosti cca 5 az
15 nm nad povrchem vzorku a k zobrazovani jsou vyuzity ptitazlivé sily (» > r,), které
ohybaji nosnik smérem k povrchu vzorku. Protoze zde neni hrot v mechanickém
kontaktu se vzorkem, nemtize dochdzet k poskozeni vzorku. Na druhou stranu vétsi
vzdalenost hrotu od vzorku znamena mensi hodnotu piisobici 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 oscila¢ni metoda.

Volny konec nosniku je nucen kmitat s vysokou frekvenci (cca 100-400 kHz) a
je mefena amplituda kmitani volného konce nosniku s hrotem, kdy velikost amplitudy je
volena tak, aby se hrot vzorku nedotknul. Zavislost amplitudy 4 na budici frekvenci

oscilacnich kmitt fyu4, A=A(f), je 0znacovana jako rezonan¢ni ktivka (viz obr. 5).
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Obr. 5: Tvar rezonancni krivky.
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Pokud je kmitajici nosnik s hrotem v blizkosti povrchu, kde na né&j zacnou
pusobit sily F(z), pak se tyto sily projevi zménou efektivni tuhosti nosniku, ktera se
promitne do zmény rezonancni frekvence a celd rezonancni kfivka se posune vlevo
nebo vpravo, dle znaménka ptisobici sily. Bude-li nosnik nucen kmitat stale se stejnou
frekvenci, projevi se posun rezonanc¢ni kiivky prudkym poklesem amplitudy kmitd 4",
kdy pravé zmény této amplitudy jsou pouzity ke konstrukci obrazu povrchu.

V médu konstantni vySky je opét vertikalni poloha nosniku fixovana a je
métena zména amplitudy kmitd pfi pohybu nosniku podél vzorku. V mistech, kde je na
povrchu vyvySenina, bude plsobici sila vétsi, a proto se rezonancni kiivka vice posune
a vysledna amplituda bude mensi. Soubor zaznamenanych dat v kazdém bod¢ rastru ma
podobu trojice (x, y, 4). Protoze je zména amplitudy GUmérna jen derivaci sily
(gradientu), je obtizné interpretovat vysledny obraz v pojmech vyskovych dat. Proto je
Castéji pouzivan moéd konstantni amplitudy, kdy je udrzovana konstantni amplituda
kmitani 4, pomoci svislého pohybu nosniku o 4z tak, aby platilo 4=A4, K sestaveni
topografie vzorku je pouzita trojice dat (x, y, 4z), kde vSechny veli¢iny maji rozmér
délky. Piesto i zde se projevuje vliv zminéné derivace, protoze nelze obecné tvrdit, ze
stejné vzdalenosti hrotu od vzorku odpovida stejna velikost ptisobici sily.
vsak vyvazeny moznosti métit bez poskozeni i velmi citlivé vzorky, nebot’ v tomto
rezimu se nevyskytuji odpudivé sily. Dalsi vyhodou NC-AFM je, Ze citlivé vzorky
(napriklad kiemikové desticky u nanosoucastek) nejsou kontaminovany b&hem
skenovani hrotem. Diky tomuto neni vzorek hrotem poskozovan tak, jak je to Casto
pozorovéano u C-AFM.

I kdyZ bylo ptivodné predpokladano, ze rozliSeni tohoto rezimu bude mnohem
horsi, nez u kontaktniho rezimu, ukazalo se, Ze za ur¢itych podminek (vakuum) muze
rezim NC-AFM dosahovat kvalitnéjsiho zobrazeni nez kontaktni rezim. Nevyhodou této
metody je opét citlivost na vrstvicku vody, ktera se vzdy vytvari kondenzaci vzdusné
vlhkosti. Tato vrstvicka vyviji na hrot kapilarni silu, ktera mtize byt znacna. Hrot byva
v této vrstveé obvykle zachycen, ¢imz prestane kmitat a skenovany obraz je ztracen.

Konecna sila ptisobici mezi hrotem a vzorkem v nekontaktnim rezimu je velmi

mala, obvykle 10-12 nN.
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Periodicky kontaktni rezim (TP-AFM)

Periodicky kontaktni rezim (pulzni) — byva v anglické literatufe zvan tapping
(TP-AFM) nebo IC-AFM (intermittent). Motivaci pro vyvin tohoto pracovniho rezimu
je prekonani pracovnich problémi pfi zobrazovani v nekontaktnim rezimu a zaroven
minimalizace laterdlnich (pfi¢nych) sil mezi vzorkem a hrotem, které ztézuji skenovani
v kontaktnim rezimu.

Odstranéni problému s kondenzaci vody je dosaZeno tim, Ze je znacné zvySena
amplituda kmit. Oscilacni amplituda je v TP-AFM volena v rozsahu 20-100 nm, je
tedy mnohem vétsi nez v nekontaktnim rezimu Nosnik mé pak dostatek energie
k uvolnéni se z dosahu kapilarnich sil. V TP-AFM jiz kontrola relativni vlhkosti
prostiedi neni nezbytna, naptiklad i biologické vzorky mohou byt skenovany opakované

na vzduchu a bez ziejmého poskozeni (Bezanilla et al. 1995).

Zvysena amplituda u TP-AFM vede k tomu, Ze v oblasti bodu obratu u povrchu
vzorku hrot vzorek poklepava. Posunuje-li se hrot v rastru podél vzorku, je po vétSinu
casu mimo kontakt se vzorkem, a proto je znacné snizena moznost poskozeni vzorku
tazenim hrotu po povrchu. Tim, Ze je hrot obcas v kontaktu se vzorkem naopak mize
dojit ke zvySeni rozliSeni v porovnani s bezkontaktnim rezimem (Casty jev pfi
skenovani biologickych vzorkll). K méfeni jsou opét pouzivany amplitudy kmitd,
efektivni tuhosti se na poklesu amplitudy podili také skutec¢nost, ze dolni cast kmitl je

»sefezana®, Cim bliZe je nosnik u vzorku, tim vétsi ¢ast je ,,sefiznuta® (viz obr. 6).

. Vz.orei{

Obr. 6: Pribeh kmitii pri poklepovém rezimu. Hrot nemiize dosahnout dolniho bodu
obratu a proto budou jeho kmity ,, seriznuty .
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Také v kapalinach se pfi poklepovém rezimu hrot dotykd zobrazovaného
povrchu jednou za cely cyklus a zmény v amplitud¢ nosniku zplisobené touto interakci
jsou zdrojem informaci pro konstrukci obrazu. Experimentalné je zjisténo, ze amplituda
oscilaci klesa, dostane-li se hrot do kontaktu se vzorkem i v pfipadé, kdy je oscilace
nosniku siln¢ tlumena viskdéznim tfenim v kapalinach (Bustamante and Rivetti 1996).
Pti zobrazovani v kapalinach vSak musime brat v uvahu, Ze efektivni hmotnost nosniku
vzroste a proto je nutno nastavit mensi rychlost skenovéni®. U TP-AFM v kapalinach je
tedy rezonan¢ni frekvence nosniku mnohem niz$i nez ve vzduchu (diky vzrlstu
efektivni hmotnosti) a tim je dan horni limit skenovaci rychlosti. Povrch vzorku proto
neni dostatecné naskenovan, pokud rychlost skenovani presahne maximalni teoretickou

hodnotu.

a)

'-'-"-“"'.'1'=‘H|".’I'.n
HNN

b)

Obr. 7: Srovnani pracovnich rezimii AFM.
a) TP-AFM
b) C-AFM

U TP-AFM a NC-AFM lze misto amplitudy sledovat i zménu fazového posuvu,
ktery vznika mezi signdlem, jez nuti nosnik kmitat a mezi skute¢nymi kmity nosniku.
Tento fazovy obraz vSak nema souvislost s topografii vzorku, ale muZze souviset

napfiklad s materidlovymi vlastnostmi vzorku.

* Maximalni teoreticka rychlost skenovani zavisi na konstanté tuhosti nosniku, efektivni hmotnosti a
koeficientu vnitiniho tfeni.
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2.3 Moznosti zobrazovani AFM

AFM metoda je uziteény nastroj pouzivany v nejruznéjSich védeckych
oblastech. Pfesto, Ze pfimé méfeni intermolekuldrnich sil s atomovym rozliSenim
nachazi Siroké spektrum uplatnéni (v elektronice, u polovodiCovych materiald, u
polymerti i v biologii), je nejznaméjsi aplikaci AFM ziskavani topografickych
informaci zobrazovaného vzorku. Topografické informace lze ziskat pouzitim vSech tii
rezimi: C-AFM, NC-AFM i TP-AFM.

Dalsi méné znamou aplikaci je méreni lateralnich sil v C-AFM rezimu. Tyto
sily vznikaji pfi tazeni hrotu po povrchu vzorku a Casto jsou zpiisobeny tfenim (mohou
mit 1 jiny ptvod). Pokud studujeme material, jehoz oblasti maji rizny koeficient tfeni,
ziskame obraz s materidlovym kontrastem, kdy tieci sily lze urCit ze zkrutu nosniku o
uhel ¢. Protoze idedIn€ je zkrut nosniku nezavisly na jeho ohnuti, 1ze méfit topografii
vzorku a variace koeficientu tfeni zaroven.

Protoze mikroskopii atomarnich sil chybi chemicka citlivost, tedy schopnost
rozliSovat urcité prvky ¢i slouCeniny, byla vyvinuta metoda funkéniho mapovani. Ta
je zalozena na moznosti nanést na hrot vhodnou chemickou latku. Pfi skenovani pak
muze dojit v urCitych oblastech vzorku k siln€j$i chemické interakci, nez by doslo
v pripadé Cist¢ topografického skenovani. Takovym zplisobem lze mapovat rozlozeni
uréitych chemickych skupin na povrchu vzorku. U biologickych aplikaci 1ze timto
zpusobem sledovat napiiklad rozloZeni receptorti (Kaasgaard et al. 2002).

U NC-AFM a TP-AFM fazového zobrazeni je zase mozno vizualizovat oblasti
vzorku s odliSnou elasticitou nebo hydrofobnosti. V tomto moédu jsou zobrazovany
fazové posuny oscilujiciho hrotu.

Dalsi z aplikaci je naptiklad mikroskopie modulovanych sil (Force Modulation
Microscopy, FMM), ktera je intenzivné vyuzivana pro charakterizaci mechanickych
vlastnosti povrchii. Pouzivana je napiiklad k charakterizaci jednotlivych slozek u
slozenych material®, analyze homogenity polymerii nebo detekci kontaminaci béhem
vyrobnich procest (Jalili and Layminarayna 2004).

Dalsi aplikaci AFM je promérovani silové kiivky (viz obr. 4) v kazdém bodé

rastru zobrazovaného povrchu.
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2.4 Prostorové a vertikalni rozliSeni AFM

V ptipadé klasické optické mikroskopie je definovano pouze jedno rozliSeni, a to
v rovin¢ obrazu. Oproti tomu ma AFM dvé rlizna, vzdjemné nezavisld rozliSeni: v
rovin¢ skenovani vzorku (tedy roviné x, y) a ve sméru kolmém na rovinu vzorku (osa z).

Uvazujeme-li rozliSeni v roviné, pak hodnota tohoto rozlisSeni zavisi prevazné
na geometrii skenujictho hrotu (viz obr. 8). Geometrie hrotu byva necasteji
charakterizovana hodnotou zaktiveni konce hrotu R,. Jak ukazuje teoreticka linie profilu
skenu dvou sférickych castic, pfi skenovani hrotem o velké hodnoté poloméru kiivosti
R, (tupym hrotem) je vysledny topograficky obraz ofezan o detaily, které je mozno

ziskat pii skenovani hrotem o malé hodnoté poloméru kiivosti R, (ostrym hrotem).
'm ’m

Obr. 8: Srovnani rozliseni pri pouziti tupého (a) a ostrejsiho hrotu (b).

Vertikalni rozliSeni je zavislé pievazné na stabilit¢ skenujiciho systému,
zejména na izolaci od nezadoucich vibraci hrotu nad povrchem. Zdrojem vibraci mize
byt akusticky hluk, vibrace zem¢ a termalni vibrace. Pro maximalni vertikalni rozliSeni
je nezbytné minimalizovat tyto vibrace méficiho zafizeni, termalni vibrace redukovat

nelze.

Co se tyka definice rozliSeni naskenovanych snimki, stile neexistuje vSeobecné
pfijimana definice. Ur&itou aproximaci® se viak mizeme v analogii s rozlifenim u

svételné mikroskopie dopracovat ke kritériu pro rozliSovaci mez:

8= 2R (Nz +\/Az + Ah), pro 8)\2R Al

> Piedpokladame-li pevny povrch vzorku i hrotu. Ve skute¢nosti je rozliSeni vzdy horsi v diisledku
poddajnosti vzorku.
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Uvaha odvozeni je ilustrovana na obr. 9. Mame-li vzorek skladajici se ze dvou
$picatych, uzkych® a stejné vysokych vyb&zki (piki) umisténych od sebe o vzdalenost d
zobrazovany parabolickym hrotem s polomérem kfivosti R., jsou obrazem vzorku dva
obracené hroty, které vypadaji, jako by byly zavéSeny na svém piislusném piku. Mezi

obrazy hrotu je prohloubenina o hloubce Az.

smér skenovani

—>

Obr. 9: Schématické zndzornéni faktorii ovliviujicich vyslednou prostorovou
rozlisovaci mez AFM. ZvySeni vySkového rozdilu mezi dvéma piky (Aht) snizuje
(4z]) a tim se snizuje i vysledna rozlisovaci schopnost(roste rozliSovaci mez d).

a) Zobrazeni pikii z boku

b) Vrstevnicové zobrazeni pikii

V tomto piipadé by definici rozliSovaci meze & mohla byt pravé minimalni
vzdalenost d, pti které je odpovidajici hloubka Az vétsi, nez velikost Sumu pfistroje.
Tato definice rozliSeni pro AFM zobrazovani se podoba Rayleighové definici pro
rozliSeni v optické mikroskopii.

Problém vsak nastava, pokud tyto dva piky maji rGznou vysku (viz obr. 9).
Jestlize vyskovy rozdil mezi zobrazovanymi piky 4k vzroste, pak hloubka Az poklesne.
Tedy dva piky, které byly rozliSeny v pfipadé, Ze mély téméf stejnou vysku, jiz

nemohou byt rozliSeny v piipad¢ riznych vysek.

6 Zobrazovana nerovnost (vybézek, pik) je uzsi nez hrot.
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Tento ptiklad nazorné ilustruje skutecnost, ze rozliSeni pro AFM je funkci
vyskového rozdilu 44 mezi zobrazovanymi sousednimi objekty a mélo by byt uréeno
oddgleng pro kazdy zobrazovany objekt na AFM snimku zvlast”.

Jak bylo zminéno dfive, tato definice prostorového rozliSeni je omezena pro
zobrazovani neménnych povrchi. Ve skutecnosti se vSak vzorky (zejména biologické)
pod tlakem hrotu rizné deformuji (v zavislosti na své geometrii a elastickych
vlastnostech) a vysledné rozliSeni muze byt lepsi, ale i hor$i oproti vypocitané
teoretické hodnoté (Bustamante and Rivetti 1996).

Obecné také plati, Ze pti vyssi rychlosti skenovani (vyhodné z diivodt termalni
stability) ma zobrazeny povrch niz§i prostorové rozliSeni. Tento efekt mize byt
redukovan nastavenim parametri skenovani, ale nemiize byt UipIln¢ zrusen (Bustamante
and Rivetti 1996).

Protoze rozliSeni byva bézn¢ stanoveno z nejjemnéjsich detailtl rozliSenych na
zobrazované struktufe, byly vyvinuty jiné, objektivni parametry, kterymi Ize
charakterizovat zkoumané povrchy. Jednim znejcastéji pouzivanych je stfedni
kvadratickd hodnota odchylky drsnosti® povrchu, RMS. Pomoci této statistické veliGiny
jsou bézné klasifikovany podklady k uchyceni biologickych vzorkli z hlediska své
vySkové homogennosti. RMS hodnota je pocitana piisluSnym AFM software
z naskenovaného snimku se zaokrouhlenim na 0,01 nm.

RMS pocitana softwarem je definovana jako stfedni kvadraticka odchylka:

N N2
RMS — Zn:l (Z” _Z) ,
\ N-1

kde z, je vySka méfend v jednotlivych bodech rastru, z je stfedni vySka a n jsou

jednotlivé body v rastru (skenu NxN pixelll) (Masens et al. 2000).

7 Naptiklad pti zobrazeni pikd shodné vysky parabolickym hrotem o R,=10 nm pii detekovatelné hloubce
Az=0,5 nm ziskame pro minimalni rozli§itelnou vzdalenost d=6,4 nm. Bude-li vSak vyskovy rozdil
Ah=2 nm, pak minimalni rozliSitelna vzdalenost ma hodnotu 12,5 nm.

¥ Pro potieby této diplomové prace je pod pojmem drsnost myslena hodnota Z .
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2.5 Metody k uchyceni biologickych vzorku
Zakladem pro AFM skenovani ruznych biologickych vzorkli je jejich

znehybnéni prostiednictvim uchyceni k pevnému podkladu’ (substratu) pii soudasném

neposkozeni ptivodni aktivity a spojitosti zkoumaného vzorku.

Struéné mizeme metody imobilizace vzorkt shrnout takto:

Vysus$eni roztoku se vzorkem na daném substratu. Pfi zobrazovani na vzduchu
muze byt vzorek dispergovany v ptislusné kapalin€ piimo vysuSen (stlaCeny vzduch,
proud inertniho plynu) nebo je ponechan roztok se vzorkem na vhodném substratu
inkubovat a poté je roztok se vzorkem zpovrchu odstranén oplachnutim a povrch
s adsorbovanym vzorkem je vysusSen.

Fyzikalni uchyceni molekul prostiednictvim adsorpce zprostiedkované
elektrostatickou nebo hydrofobni interakci (nekovalentni uchyceni) je dalSi velmi ¢asto
pouzivanou metodou k uchyceni vzorkd. Interakce zprostiedkujici adsorpci vzorku
k substratu maji pivod ve van der Waalsovych silach, elektrostatické interakci nebo
hydrata¢nich a hydrofobnich efektech. Adsorpce vzorku na substrat je vcelku
komplikovany proces, ktery zavisi zejména na koncentraci vzorku, jeho Cistote,
povrchovém rozlozeni naboje na substratu, velikosti a povrchovém naboji vzorku,
iontové sile a pH roztoku, ve kterém je vzorek rozpustén. Adsorpce mize byt narusena
konformacnimi zménami vzorku, pohybem podkladu, desorpci, agregaci, denaturaci a
chemickymi reakcemi a samoziejmé také hrotem béhem skenovani. Pro odstranéni
desorpéniho jevu byva adsorpce ¢asto kombinovana s vysousecim krokem. Vyhodou
uchyceni na zaklad¢ adsorpce byva jednoduchost metodikylo, kdy v prevazné vétsing
nepotiebujeme slozit¢ modifikovany vzorek (Wagner 1998).

Chemické navaziani nebo zesiténi molekul k povrchu (tedy kovalentni

uchyceni) je dalSim experimentalnim pfistupem. Tento zplsob imobilizace vzorku

® V odborné literatute byva pojem ,,pevny podklad“ nahrazen pojmem ,,substrat”. Také v této diplomové
praci ma slovo substrat vzdy vyznam pevného podkladu k uchyceni vzorku.

1% Vzorek v odpovidajicim pufrovém roztoku je nanesen na povrch substratu. Napiiklad pro DNA je
vhodna koncentrace v rozmezi 1—10 pg/ml. Mira adsorpce je vyrazné ovlivnéna vlastnostmi pouZzitého
pufru (zejména Mg®" zvysuje adsorpci DNA na slidé zatimco monovalentni ionty ji sniZuji). Pro proteiny
je vhodna koncentrace pod 50 nM, v zavislosti na typu proteinu. Ve srovnani s DNA je adsorpce proteind
méné zavisld na koncentraci a typu soli v pufru. Po skonceni inkubace vzorku je povrch substratu s
adsorbovanym vzorkem oplachnut ultracistou vodou (deionizovana, MilliQ) a osusen proudem plynu.
Délka inkubace vzorku na substratu vyrazné ovlivituje kvalitu uchyceni. Dlouhd doba inkubace sice
zvySuje pocet uchycenych molekul na povrchu, ale také zvySuje riziko, Ze jednotlivé molekuly (nebo
komplexy molekul) budou ovlivnény interakci s povrchem. Oplachnuti povrchu substratu je nezbytné pro
odstranéni zejména solnych slozek pufru, které by béhem vysouseni mohly krystalizovat. Nadmérné ¢i
nesetrné oplachnuti mize naopak zpiisobit denaturaci vzorku nebo sniZzeni pokryti povrchu vzorkem.
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zahmuje vytvofeni stabilni kovalentni vazby mezi urcitou chemickou skupinou na
zobrazované molekule (vzorku) a funkénimi skupinami, které jsou vystaveny na
povrchu substratu. Kovalentni vazba kuchyceni vzorku je dulezitd zejména
v piipadech, kdy ma vzorek zvySenou tendenci k desorpci. Pfi imobilizaci vzorku
prostfednictvim kovalentni vazby je dilezité, aby aktivita biomolekuly nebyla
ovlivnéna chemickou reakci vazebnych skupin a aby byl vlastni imobiliza¢ni proces

reprodukovatelny.

2.6 Zobrazovani v kapalinach
Zobrazovani dehydratovanych vzorkt na vzduchu pomoci AFM je pomémé

jednoduché, coz je jeden z divodi, pro¢ je AFM mikroskopie tak oblibend a ma casto
dokonce ptednost pired mikroskopii elektronovou. Vyhodou zobrazovani na vzduchu je
moznost dlouhodobéjsiho uchovani vzorkli pro opakované pozorovani (Hansma et al.
1999). Nejcastéjsim problémem pii zobrazovani na vzduchu je kondenzace vody na
povrchu vzorku. Jak jiz bylo zminéno dfive, tato vrstva vody velmi znesnadnuje AFM
zobrazovani. Optimalni je zobrazovat vzorky pii relativni vlhkosti do 40% (Yang et al.
1996'" and Grigg et al. 1992 within)

Pti AFM zobrazovani vzorkii v kapalinach sice problém s kondenzaci vody
k povrchu substratu. Pravé moznost zobrazovat vzorky v kapalném prostiedi je
jedine¢nou vyhodou AFM oproti vS§em ostatnim zobrazovacim technikdm s vysokym
rozliSenim.

Nejatraktivnéjsim divodem, pro¢ zobrazovat vzorky v kapalinach, je moznost
sledovat v redlném case dynamické strukturni zmény u nativnich molekul a interakce
mezi makromolekulami ve fyziologicky blizkém prostftedi co nejbliz§im
fyziologickému stavu. U vétSiny soucasnych, komeréné dodavanych AFM piistroja je
zobrazovani v kapalindich umoznéno tésné uzaviratelnou komurkou (liquid cell),
adaptovanou do jadra AFM méficiho systému. Tato komurka (dle na typu konstrukce)
umoziuje snadné zobrazovani v kapalinach, kontinudlni vyménu zobrazujicich kapalin
a minimalizuje teplotni nestabilitu pfistroje. V zavislosti na aplikaci mohou byt béhem

skenovdni do zobrazujici kapaliny dodatecné ptidany napiiklad vazebné proteiny,

"P¥i vyssich hodnotach relativni vlhkosti (50% a vice) byly zobrazované molekuly plazmidové DNA
(pSK31) poskozeny nebo odstranény ze skenované oblasti, a to i pii pouziti malych skenujicich sil.
Poskozeni a odtrzeni molekuly DNA od substratu bylo zkoumano rezimem C-AFM, pouzité sily byly
v rozsahu 7-100 nN a efekt relativni vlhkosti byl vysetfovan pro hodnoty 5% az 50% pfti 5% krocich.
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kofaktory nebo inhibitory.

Metodu AFM je pak moZzno pouzit pro studium (vizualizaci) dynamickych
konformacnich zmén a interakci mezi makromolekulami. AFM tak pomaha objasnit
vztah mezi strukturou a funkénim stavem zkoumanych biomolekul. Tyto informace
nemohou byt ziskany ani elektronovou mikroskopii ani krystalografii ¢i AFM ve
vzduchu, nebot’ tyto metody poskytuji jen statické snimky makromolekul. Nevyhodou
AFM zobrazovani v kapalinach v souvislosti s rychlosti biologickych reakci je snizena
rychlost skenovani vzorku. AFM poskytuje jeden sken 1 um x 1 um zobrazované oblasti
minimaln¢ za 30 s, zatimco vétSina biologickych reakci se odehrava v ¢asové skale

milisekund az sekund (Yang et al. 2003).

fotodetektor

drzéak nosniku

- kapalina

—
é_i/ vzorek

Obr. 10: Schéma usporadani mericiho systéemu pri AFM zobrazovani v kapalinach.

Jak uz bylo zminéno dfive, vyhodou zobrazovéani v kapalinach je pouziti
mensich zobrazujicich sil k ziskani topografickych informaci o povrchu skenovaného
vzorku. Diky tomu se snizuje pifi zobrazovani v kapalinach deformace biologickych
vzorkll a struktura zobrazovanych mékkych vzorki mulze byt detailnéji rozliSena.

V neposledni fad¢ zobrazovani v kapalindch umoziuje eliminaci artefaktti vznikajicich

pii oplachovani a vysouseni vzorki béhem imobiliza¢nich procedur (Yang et al. 2003).
fotodioda

laserovy svazek

nastiik
kapaliny
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Obr. 11: Ndkres priitokové kapalné komurky.



2.7 Substraty pouzivané v biologickych aplikacich AFM

V poslednich patnécti letech se aplikace AFM rozsifily na mnoho rGznych

biologickych vzorkli, byly studovany nukleové kyseliny, proteiny, lipidy,
biomolekularni komplexy, ale i organely a celé bunky.

Stejn¢ jako v pfipadé elektronové mikroskopie, i pro AFM musi byt vzorky
uchyceny k pevnému podkladu — k substratu. Idealné by povrch substratu mél byt
atomarn¢ rovny, bez jakychkoliv nerovnosti. To umoziuje vyhnout se chybnym
interpretacim ziskanych snimki, které mohou byt zplGsobené zdménou povrchovych
nerovnosti substratu za povrchové rysy adsorbovanych makromolekul. Dale musi
substrat svymi povrchovymi vlastnostmi umoznit dostateCn¢ silnou interakci se
vzorkem, aby béhem skenovani nebyl vzorek z povrchu substratu odstranén skenujicim
hrotem.

V nékterych studiich je ale zaroven potieba zajistit, aby interakce vzorku se
substratem nebyly az pfili§ silné, protoze vtomto piipadé mulze byt struktura
zobrazované makromolekuly vézné deformovana, ¢i mohou zpisobit jiny druh
artefakti. Tento posledni pozadavek je kriticky zejména v dynamickych studiich
(naptiklad pfi vizualizaci pohybu biomakromolekul, posunu enzymovych komplext po
vlakné DNA nebo pulzni aktivity kardiomycet).

Rovnost povrchu substratu a jeho ,,biokompatibilita“ jsou tedy dva zakladni

pozadavky na substrat pro zachovani integrity vzorku uchyceného na substratu.

Na rozdil od EM a STM metoda AFM nevyzaduje, aby byl podklad pro
uchyceni vzorktt vodivy, ¢imz se rozSifuje spektrum pouzitelnych substrati.
V devadesatych letech byly systematicky zkoumany nejriznéj$i povrchy, zejména
kfemenny krystal, slida, kifemikové desticky, nitroceluldza, pyrofosfat olovnaty a
AFM aplikacich tadi v monovrstvach vytvarené zlaté filmy, vrstevnaté dichalkogenidy
prechodnych kovu (layered transition metal dichalcogenides, TMDCs), amorfni tenké
filmy, kiemik, sklo a slida.

Zejména kryci sklicka a Cerstvé odstipnutd slida byvaji bézné pouzivana pro
adsorpci nejriznéjsich makromolekul ¢i organel (s riznym stupném tspéchu) (Shao et

al. 1996).
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Vybér vhodného substratu pro vzorek se fidi pfevazné tim, jak bude vzorek
k substratu uchycen (adsorpce, kovalentni vazba, samousazovani na van der Waalsovy

povrchy nebo Langmuir-Blodgettova technika ptipravy substrati).

Pti pripravé AFM vzorkl je dalezit¢é neopomenout fakt, Ze vSechny povrchy
vystavené okolnimu vzduchu jsou velmi rychle pokryty vrstvou organickych i
anorganickych kontaminaci, adsorbovanych ze vzduchu. Vrstvy necistot na vzorku nebo
na skenujici sondé pak mohou vytvaret artefakty a rusit pfi skenovani. Z téchto diivodi
by mél byt substrat pfipravovan tésné pred nanesenim vzorku. Vrstvy organickych
kontaminaci na podkladu nebo na sondé¢ mohou byt odstranény plazmou nebo UV
zafenim (Hansma et al. 1995, Fang and Hoh 1998), pro odstranéni kontaminaci ze
substratu jsou pouzivana také rizna chemicka c¢inidla (viz nize).

Ptekvapive i redestilovana voda je zdrojem organickych kontaminaci a proto je
nutné, aby vSechny pouzité pufry a oplachovaci roztoky byly pfipraveny z ultraCisté
vody (ktera obsahuje méné kontaminaci nez klasicka redestilovana voda). K ptipravé
roztokd je vhodné pouzit MilliQ-vodu (voda precisténa systémem Millipore,
nejkvalitnéjsi, ale velmi drahé) nebo deionizovanou vodu (voda pfecisténd ionexovymi
filtry a reverzni osmoézou, dostacujici pro vétsinu AFM biologickych aplikaci). Kvalita
vody se obvykle charakterizuje hodnotou mémé vodivosti, resp. odporu. Bézna
destilovana voda ma hodnotu 10”" MQ.cm, zatimco nejkvalitn&jsi MilliQ voda dosahuje

hodnot 18 MQ.cm.

Slida (mica)

Slida je v biologickych aplikacich nejbéznéji pouzivany substrat. Jeji obliba pfi
pripravé vzorkl vychazi z dokonalé St€pnosti, zalozené na vrstevnaté struktuie slidy.
Konkrétné jde o paraleln¢ ulozené trojvrstvé komplexy vazané prostiednictvim kationtti
v mezivrstevnich prostorach (nejéastdji K'). Tyto mezivrstevni kationty kompenzuiji
zédporné naboje vznikajici zastupovanim zhruba jedné Gtvrtiny Si** v tetraedrové siti
ionty AP, Jednotlivé slidové trojvrstvy se na sebe mohou ukladat v riznych pozicich,
¢imz vznikaji uspotadané nebo neusporadané polytypy s monoklinickou nebo trigonalni

symetrii. Obecny vzorec pro skupinu slid je IM> 3740104, viz tab. 1.
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Tab. 1: Struktura slid.

M, 3T4010A, Kde: I=K',Na’, ... (mezivrstevni kationty)
M = Li", AI*, Fe*', Mg2+, Fe?'... (ve stfedech oktaedri)
T=Si, Al, Fe*", ... (ve stfedech tetraedril)
A=0OH,F, ..

V mineralogické literatufe je popsano kolem 40 druht slid, kdy uplatnéni
v AFM aplikacich ma pouze muskovit'?, K[AL(AlSi;)O1o(OH),]. Tato forma slidy
poskytuje po odstipnuti svrchnich vrstev nejCists$i a nejméné¢ kazovy povrch. Také
vramci ostatnich AFM substrati je muskovit nejpouzivanéj$i substrat v
AFM biologickych aplikacich.

Muskovit je nevodivy, vrstevnaty, levny a snadno S$tépitelny pinzetou nebo
izolepou. V publikacich se miizeme setkat s pojmy ,,green mica“ a ,,ruby mica“. Tyto
terminy pouze specifikuji barevnost (a tedy ptivod) konkrétniho typu muskovitu. Pro
zajimavost uved’'me, Ze zelen¢ zbarvena slida pochazi prednostné z jizni Indie (Madras

Andrah), zatimco docervena zbarvena slida je dod4avana ze severni Indie (Bihar).

Obr 12: Chemicka struktura muskovitu (Lekka et al 2002).

Vzhledem k rizné kvalité slidy je vyhodné fidit se syst¢émem ASTM Standard
D-351, kterym dodavatelé klasifikuji kvalitu slidy do riznych stupni v zavislosti na
jejich vlastnostech (napf. Cistota, tvrdost). Pro AFM aplikace je pouzivana slida kvality

grade — V.

2y mineralogické literatufe se muzeme ojedinéle setkat s tim, ze pod pojmem muskovit je myslen i
odlisny strukturni typ slidy: K[Al,(AlSi;)O,¢(F),]. Tento typ vSak neni pouzivan v biologickych AFM
aplikacich a pod pojmem ,muscovit mica“ je v AFM vzdy myslena struktura slidy
K[AL(AISi3)0,0(OH),].
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Jako substrat pro AFM vzorky se pouzivaji vzdy cerstvé piipravené Stépné
lupeny o velikosti 1 cm x I ecm (oddélené zblocku slidy vtlatenim ostrého konce
pinzety, skalpelu nebo ziletky mezi dvé vrstvy, nebo odd€lené pouzitim izolepy).
Stépeni muskovitu je preferenéné v roving obsahujici draselné atomy. Vzniklé $tdpy
jsou prusvitné az prihledné, ¢iré nebo jen velmi svétle zbarvené a skeln¢ lesklé. Maji
Cisty, atomarné rovny povrch v plose o linearnim rozméru v jednotkdch milimetrd.
RMS dsnosti povrchu Cerstvé odstépeného muskovitu je 0,06 + 0,01 nm (SPI Suplies,
USA, Morris VJ, Kirby AR, Guning, AP, Atomic force microscopy for biologist).

Cerstvé nachystana slida je tedy dostate¢n& rovna a &ista pro naneseni vzorku,
pripadné pro dalsi zpracovani. Z hlediska fixace vzorku na povrch slidy je dulezité, ze
neupraveny povrch slidy nese ve vodnych roztocich negativni povrchovy naboj'.
Druhou dulezitou vlastnosti z hlediska uchyceni vzorku je mirna hydrofobnost
slidového povrchu.

Slida byla s uspéchem pouzita v mnoha AFM studiich, zejména pti zobrazovani
DNA a DNA-proteinovych komplext, proteinovych uspofadani (arrays) i neusporadané
usazenych proteinit (Morris VJ, Kirby AR, Guning, AP, Atomic force microscopy for

biologist).
1 2.0 nm

075 1.0 nm
0.0 nm
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Obr. 13: AFM snimek povrchu cerstve odstipnuté slidy, RMS= 0,07 nm (Ouerghi 2002).

13 Je-li slida vystavena okolnimu vzduchu, je ihned pokryta tenkou vrstvickou vody o tloustce cca
0,5 nm, ve které disociuji povrchové OH skupiny a tim na povrchu slidy vznikd zédporny naboj. Tato
vodni vrstva dava vzniknout kapilarnim silam pasobicich na hrot béhem skenovani (viz dfive).
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Sklo (cover glass)

Pro uchyceni biologickych vzorki se kromé slidy pouzivaji i bézna kryci skla.
Pti fixaci vzorku na povrch skla je dilezité neopomenout, ze neupraveny povrch skla
nese ve vodnych roztocich negativni povrchovy naboj a je hydrofilni.

At uz jsou pouzita pro modifikaci povrchového naboje pied nanesenim vzorku,
nebo je zptisobem uchyceni vzorku klasicka adsorpce, je zapotiebi vZzdy povrch kryciho
skla oCistit.

Pro odstranéni organickych kontaminaci je béZné pouzivana procedura, pii které
se sklicko nékolikrat ponoti do koncentrovaného roztoku HCI/HNOs, 3:1 v/v a poté se
oplachne ultracistou vodou. Pro odstranéni zbytka kyselin je vhodné sklicko nechat
pétkrat po dobu jedné minuty v ultrazvukové lazni (50 kHz) s ultraCistou vodou. Po
této proceduie ma sklo Cisty a hladky povrch s RMS cca 0,5 nm.

Jini autofi doporucuji pro odstranéni organickych kontaminaci ponechat sklo po
dobu péti az deseti minut v roztoku ultracisté vody, 25% amonnia a 30% peroxidu
vodiku, v/v 5:1:1 pfi teplot¢ 70 °C. Poté je opét nutné skla nékolikrat oplachnout
ultracistou vodou (Nogues and Wanunu 2004).

Pro odstranéni anorganickych kontaminaci je dale doporu¢ovano ponechat skla
v roztoku roztok ultracisté vody, 37% kyseliny chlorovodikové a 30% peroxidu vodiku,
v/v 5:1:1 pti teploté 70 °C (Nogues and Wanunu 2004). Stejnou funkci splituje také
roztok kyseliny sirové a peroxidu vodiku, ktery byva v literatufe nazyvan ,pirana
roztok®. Koncentrace i pomér obou chemikalii se v literatufe rizni, nékdy je dokonce
zameénéna kyselina sirova za kyselinu chlorovodikovou. Ptiklad rtznych roztok:
70% HCI : 30% H,0,, v/v 7:3, koncentrovana H,S04:32% H,0, v/v 7:3 (Karrasch et
al. 1993), 30% H,0,/H,SO4 (koncentrovana) v objemovém pomeéru 1:19 (Riener et al.
2003).Pro odstranéni silnych anorganickych kontaminaci se doporucuje lazen
pouzivaného skla v chromsirové smési, coz je siln¢€ kyseld, extrémné agresivni smés
pétiprocentniho dvojchromanu draselného v koncentrované kyselin¢ siroveé.

Mezi dalsi alternativy ocisténi povrchli od kontaminaci patfi napiiklad ponoteni
kontaminovaného substratu do 20% kyseliny chlorovodikové v ethanolu, nebo 20%
kyseliny sirové. Po této proceduie ma substrat hydrofilni vlastnosti (tento postup je
bézné¢ doporucovan pro sklo, slidu a kfemik). Po inkubaci v kyseliné (obvykle pii
pokojové teploté po dobu jedné hodiny) mtize nésledovat ponofeni substratu do

bezvodého acetonu.
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Postupy k ocisténi skla je vhodné aplikovat také k ocisténi sklenéného nadobi,
které je pouzivano pfi ptipravé AFM vzorkl. Pii nekterych aplikacich mize byt pro
ocisténi pouzivaného sklenéného nadobi (pfipadné i kryciho sklicka v roli substratu)
dostatecné pouzit pouze ultrazvukovou lazen (cca 15-30 minut) s kddinkou obsahujici
desetiprocentni kyselinu chlorovodikovou.

Sklo ma dostatecné rovny povrch pro zobrazovani bunck, ¢i jinych velkych a
relativné€ vysokych vzorkll. Kromé bun¢k bylo na skle zobrazeno také velké mnozstvi
molekul (tubulin), chromozomy a bunééné organely. Pro zobrazeni DNA je sklo obecné

prilis nerovné, zvlasteé zobrazovani v kapalinach je velmi obtizné.

Zlaté vrstvy (thin gold films)

Zlato snadno vaze s vysokou afinitou organické thiolové skupiny ¢i bisulfidy, a
proto byva také casto pouzivdno ke kovalentnimu uchyceni biologickych
makromolekul. Dostatecné€ rovny zlaty substrat (zlato je chemicky inertni vici kysliku a
stabilni viici radikalim) Ize snadno pfipravit napafenim zlata ve vakuu na sklo, kiemik
nebo slidu. Takto pfipravené povrchy vsak vykazuji granulovitou (zrnitou) strukturu.
Specialni procedury pro ptipravu zlatého povrchu poskytuji atomarné¢ rovné oblasti
povrchu o velikosti nékolika mikrometrti Po o€isténi vykazuje zlaty povrch hydrofilni
vlastnosti, RMS byvéa v rozmezi 0,2 - 0,5 nm v oblastech o plose az 25 pm” (Wagner
1996).

Ptiklad postupu pii ptipravé zlatého filmu na slidé s atomarné rovnymi oblastmi
o pruméru 0,5 - 1,0 um miZzeme najit napiiklad v praci Nogues and Wanunu 2004.
Metoda zahrnuje napareni tenké vrstvy zlata (thin gold film evaporation) na Cerstvé
odstipnutou slidu, néasleduje jednu minutu vyzihani (annealing) pti 650 °C v dusikové
atmosfére. Kvalita vyzihanych zlatych povrchi byla srovnana s témi, které byly ziskany
napafenim zlata za pouziti klasické cyklické voltametrie (cyclic voltmetry). RMS
nevyzihaného povrchu byla 7,77 nm, metoda vyzihani povrchu davala atomarné rovny
povrch s RMS 0,27 nm (Nogues and Wanunu et al. 2004).

Jako substrat byl zlaty povrch pouzit naptiklad pfi studii DNA-proteinového
komplexu v Medalia et al. (2002).
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Obr. 14: AFM snimky naparenych zlatych zrn na povrchu slidy.
a) nevyzihany povrch (vyskovy profil Fadku do cca 10 nm)
b) vyzihany povrch (vyskovy profil Fadku do cca 0,5 nm)
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Ktemikové desticky (silicon wafers)

Jako substrat pro AFM se také daji vyuzit ¢asti kiemikovych desticek bézné
pouzivanych v polovodicové technologii. Kiemikové desticky jsou velmi dobrym
podkladem pro LB filmy a také dobrym substratem pro uchyceni DNA (Hansma et al.
1995). Na povrchu kiemiku se vytvari tenka oxidova vrstva, u které mizeme po
vystaveni desticky kontrolovanym oxida¢nim procesim dosahnout atomarni rovnosti.
Oxidované materialy byvaji diky OH skupinam vystavenym na povrchu bézné
hydrofilni.

Stejn¢ jako sklo i1 kiemikové destiCky je nutno pied pouzitim ocistit. Jednou
moznosti je oc€isténi ultrazvukem nejprve v destilovaném acetonu a poté v ultraCisté
vode. Jinou alternativou je oSetfeni roztokem 95% kyseliny sirové s 30% peroxidem

vodiku, v/v 1 : 2 po dobu tficeti minut pii 110 °C (Schaper et al. 1993b).

QGrafit

Pouziti grafitu pii aplikacich v AFM je mén¢ Casté. Tento substrat se uplatiiuje
zejména tam, kde jsou vedle AFM méfeni simultanné provadéna i STM méfeni,
pfipadné¢ u vzorkd, jejichz tercidlni a kvartérni struktura by mohla byt ovlivnéna
interakcemi s hydrofilnim povrchem. Povrch grafitu je velmi hydrofobni a vykazuje

velké hodnoty RMS.
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HOPG (highly ordered pyrolytic graphite, vysoce usporadany pyrolyticky grafit)
je vysoce Cistého uhliku, ktera je bézné pouzivana v SPM aplikacich pro svij hladky
povrch. HOPG je nepolérni a vrstevnaty materidl, takze izolepou ¢i pinzetou lze ziskat
Stép s Cistym a rovnym, atomarné hladkym povrchem. Dobie pozorovatelna pravidelna
atomarni struktura s periodou asi 0,24 nm je ¢asto vyuzivana i pro kalibraci a testovani
spravné funkce AFM (Frank, Metody analyzy povrchi - iontové, sondové a specialni
metody, Academia). Pouziti HOPG k uchyceni biologickych vzorkl je velmi malé a
v soucasné dob¢ je tento substrat vyuzivdn pouze k pfipravé monovrstev ze
samousazujicich se organickych molekul (self-assembly monolayers of organics

molecules) (Wagner 1996).

Thermanox

Thermanox je prodejni nazev pro plastovy polymer, ktery byl pouzit jako
substrat pti AFM zobrazeni bun€k. Jeho povrch vykazuje hydrofobni vlastnosti a je

snadno komer¢n¢ dostupny v podobé¢ krycich ,,sklicek®.

2.8 Vybrané modifikace substratu

Protoze sklo i slida maji ve vodnych roztocich zdporny povrchovy naboj a
ostatni z uvedenych substratii nebyvaji dostatecné hladké nebo cenové dostupné, byly
pro zesileni adsorpce vzorkli se zapornym povrchovym ndbojem vyvinuty rdzné

chemické metody, které umoziuji zménit povrchovy naboj vyse uvedenych substratu.

2.8.1 Modifikace multivalentnimi kationty

Nejjednodussi metodou slouzici k zesileni adsorpce zaporn¢ nabitych molekul je
vystavit povrch slidy nebo skla ptisobeni obecné multivalentnich molekul a zménit tim
distribuci povrchového naboje substratu. Adsorpce pak muize byt zesilena nebo pro
konkrétni vzorky dokonce zcela specificka. Jednou z nejbéznéjsSich metod je vystavit
povrch slidy delsi dobu (cca. 12 hodin) ptisobeni divalentnich iontd (ponechat v roztoku
obsahujicim napfiiklad 1mM roztok NiCl,). Nikelnaté kationty snadno nahradi draselné
kationty obsazené v povrchové struktutre slidy, ¢imz pak umozni kovalentni uchyceni
biomakromolekuly se zapornym povrchovym nabojem. Po vyjmuti z roztoku je slida
obvykle ponechana v ultrazvuku po dobu deseti minut, nejmén¢ tfikrat a pokazdé
v novém roztoku ultracisté vody. Ultrazvukovani vzdy v novém roztoku ultracisté vody

slouzi k odstranéni nadbytecné soli, obsazené v roztocich. Slida je poté ususena, nejlépe
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inertnim plynem a uchovana v evakuovaném exsikatoru, nez je pouzita k uchyceni

vzorku (Costa et al. 2004).

2.8.2 Pouziti poly-L-lyzinu

Metodu modifikace skla poly-L-lyzinem'* mtizeme najit napiiklad v praci
Karrasch et al. (1993). Na kyselinou ocisténa kryci skla byl napipetovan poly-L-
lyzinovy roztok o koncentraci 10 mg/ml, M; 1000-4000, po jedné minuté inkubace byla
skla oplachnuta ultracistou vodou a nechana uschnout na vzduchu. Na modifikovaném
suchém skle byl ponechan patndct minut pii pokojové teploté proteinovy roztok o
koncentraci 3 mg/ml. Poté bylo sklo se vzorkem oplachnuto ultradistou vodou a
ususeno (Karrasch et al. 1993). Povrch skla modifikovany polylyzinem se
v biologickych AFM aplikacich pouziva dosud. Naptiklad Lekka et al. (2002) ptipravil
sklenény povrch nanesenim kapky 1% roztoku poly-L-lyzinu na ocistény povrch
kryciho skla. Roztok byl ponechdn na skle pét minut. Nasledovalo osuseni, sklo bylo
ponechéno pies noc v boxu plnéném filtrovanym vzduchem. RMS skla pokrytého poly-
L-lyzinem bylo kolem dvou nanometri, hloubka poly-lyzinové vrstvy byla 942 nm.
(Lekka et al. 2002). Piehledna aplikace poly-L-lyzinového (PLL), poly-L-glutamového
(PGA) a napt. hylauronového (HA) filmu k usnadnéni bunécné adsorpce je uvedena

v Richert et al. (2004").
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Obr. 15: Strukturni vzorec poly-L-lyzinu.

" Pod pojmem poly-L-lyzin je v aplikacich AFM myslen poly-L-lyzin hydrobromidu (viz obr. 15),
v tomto pfipadé byl pouzit poly-L-lyzin o M, 70-150 kDa.

' PHi fyziologickém pH (7,4) byly buiiky snadno uchyceny k multivrstvé PLL, zatimco u PGA velmi
slabé.
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Dalsi metodou je navazat na povrch substratu skupiny s kfizovou vazbou (cross-
linking). Nejcastéji pouzivanou metodou je silanizace povrchu substratu

prostiednictvim rtiznych alkoxysilani.

2.8.3 Modifikace substratu pouzitim alkoxysilanu

Pro navazani vzorku k povrchu substratu existuji rtizné reagenty s kfizovou
vazbou (cross-linking). V. AFM mikroskopii je vSak nejpouzivanéjsi metodou silanizace
povrchu substratu prosttednictvim alkoxysilanti.

Zékladni slozkou silanti je kiemik navadzany kyslikovym mustkem (oxygen
bridge) na alkylovou skupinu, tj. SiOR. Silany maji obecné nizkou toxicitu (vyjimkou je
tetramethoxysilan). Alkylsilanové derivaty mtizeme délit na RSiXs, RSiX,, RsiX, kde R
symbolizuje uhlovodikovy fetézec, ktery muze obsahovat rtizné funkéni skupiny
(pyridylovou nebo aminoskupinu), X reprezentuje chlorid (CI) nebo alkoxy skupiny
(methoxy, ethoxy), pak mluvime o alkoxysilanech.

Obecny postup pripravy modifikovanych substrati spociva v ponofeni substratu
s hydroxylovym povrchem (sklo, slida, kfemenné desticky) do roztoku alkoxysilanu a
organického rozpoustédla na dobu nékolika minut. Po vytazeni z roztoku je substrat
oplachnut v organickém rozpoustédle a destilované vodé€ a nakonec je ususen v proudu
inertniho plynu.

Béhem adsorpce molekul silanu na povrch substratu reaguji Si-X vazby s OH
skupinami na povrchu substratu a s malym mnozstvim vody pfitomné na hydrofilnim
povrchu substratu. Timto vznika sit” Si-O-Si vazeb, ¢imZ je vytvoiena polysiloxanova
monovrstva, ve které jsou molekuly mezi sebou navazany silnou chemickou vazbou a
zéaroven navazany toutéz silnou vazbou k povrchu substratu (viz obr. 16). Substrat je po
silanizaci vyrazné hydrofobni, i kdyz ptivodné vykazoval hydrofilni vlastnosti. Silanové
multivrstvy maji vyuziti naptiklad v molekularni elektronice a pouzivaji se rovnéz jako
adhezni vrstvy vriznych aplikacich (Tenké polymerni vrstvy a povrchy polymerd,

internetova verze skript).
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Obr. 16: Schéma modifikovaného povrchu substratu.

Pti modifikaci substrati pro uchyceni biologickych vzorkli je nejcastéji
pouzivanym alkoxysilanem 3-aminopropyltriethoxysilan, APTES (viz obr. 17).Z
hlediska fixace vzorkii se zapornym povrchovym néabojem je dilezité, ze APTES
protonuje za neutrdlniho pH. Kiemikova skupina v APTESu je velmi reaktivni a

silanizuje povrch substratu vytvarenim kovalentnich vazeb s atomy substratu.
OCH,CH;
CH;CH,0—Si —CH,CH,CH,NH,
OCH,CH,

Obr. 17: 3-aminopropyltriethoxysilan, APTES.

Silanizace slidy APTESem

APTESem silanizovana slida, tzv. AP-slida (AP-mica), ma na povrchu ve
vodnych roztocich protonované aminoskupiny. Aminoskupiny maji pK=10,6 a i pfesto,
7e se natésnani aminoskupin na AP-slid¢ s klesajicim pH snizuje, povrch silanizované
slidy bude mit v roztocich o neutrdlnim pH stale kladny naboj, coz je rozhodujici pti
uchyceni vzorkd se zapornym povrchovym nabojem (nukleovych kyselin). Navazani
silanu lze uskutecnit bud’ ponotenim slidy do roztoku APTESu v rozpoustédle (,,liquid

APTES*) nebo vystavenim slidy APTESovym pardm (,,vapour APTES®).
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,Liquid APTES* je tedy metoda, pfi které je substrat modifikovan ponofenim
do roztoku APTESu v organickém rozpoustédle nebo vod€. Proces povrchové
modifikace za pouziti silanizacni reakce je velmi slozity a experimentalni parametry
jako doba reakce, teplota, koncentrace a kvalita silanu ovliviiuji reaktivitu silanové
molekuly k povrchu substratu. Pfi procesu silanizace je nezbytné dodrzet Cistotu skla,

ve kterém je silaniza¢ni roztok.

Reakce mezi alkoxysilanem a pevnym povrchem je nékolikastupfiovym
procesem. V jedné ze silaniza¢nich metod bylo pouzito kyselého vodného prostiedi
k uchyceni APTESu na pevny povrch. V tomto prostfedi APTES hydrolyzuje, pficemz
dochazi k odstépeni alkoxyskupiny APTESu. Poté nasleduje kondenzacni reakce, pii
které vznika silanovy polymer'® (viz obr. 18). V druhém kroku se polymery spojuji se
substratem prostfednictvim kovalentni vazby pies hydroxylovou skupinou (-OH)

vystavenou na povrchu slidy, viz obr. 19 (Yamaura et al. 2004).

NH, NH,
H.O
5 NHJ/\/\gi (OCyHs)s ——» HO —-$i-0-8i-0-, 2CHs0H + H,0
OH OH

Obr. 18: Zjednodusend reakce hydrolyzy a kondenzace APTESu s produkty polymerizace.

NH» wy.,
y NHy  NmEy
R 0OH
NH2, NHy NHa
§% }H —— I—IG—Si—O&I/ ¢
HO-$i-0-5i-0— Si— OH OH OH OH 2 | Ny L

b b b E— P i

Obr. 19: Schéma silanizacni reakce na povrchu slidy, skla nebo kremiku.

Tento zakladni silaniza¢ni proces muze byt riznym zptisobem modifikovan.
Prikladem modifikace metody ,,liquid APTES* mtize byt naptiklad postup, ve kterém je
roztok APTESu piipraven nafedénim s destilovanou deionizovanou vodou (DDW) (Hu

et al. 1996).

1 Alkoxylova skupina (-OC,Hs) je nahrazena hydroxylovou skupinou (-OH) a kondenzaci reaktivnich
kfemikovych skupin vznika vazba (Si-O-Si), pficemz alkohol (C,HsOH) a voda jsou produkty
kondenzace.
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Objemova koncentrace APTESu ve vodném roztoku byla jednoprocentni, roztok
byl prefiltrovan pies 2 um celulézovy filtr (cellulose acetate syringe filter). Cerstva
slida byla ponofena do APTES roztoku na pét minut a poté omyta destilovanou
deionizovanou vodou (DDW). Takto ptipraveny povrch slidy byl pouzit k adsorpci
DNA'. Vznikla vrstva APTESu méla tloustku 0,5 - 0,8 nm, RMS takto modifikované
slidy byla 0,3 nm v plose o linedrnim rozméru nékolika mikrometrtt (Hu et al. 1996).
Dalsi variace metody ,liquid APTES® jsou podrobnéji rozepsany v kapitole 3.1

Ptiprava vzorkl nukleovych kyselin pro AFM zobrazovani.

Metodou ,,vapour APTES* Ize také modifikovat jakykoliv pevny substrat, ktery
ma na povrchu hydroxylové skupiny. Zakladem této metody je vlozeni Cerstvych §tépa
slidy do uzavieného objemu obsahujiciho APTESové pary.

V praci Bezanilla et al. (1995) byla AP-slida pfipravena inkubaci Cerstveé
odstépené slidy ve dvoulitrovém exsikatoru, ktery obsahoval 30-100 pl 98% APTESu.
Po dvou hodinach byla slida vyjmuta a ulozena v argonové atmosféie, dokud nebyla
pouzita k naneseni vzorku. AP-slida vydrzi aktivni pfiblizn€ po dobu jednoho mésice,
je-li uchovéana v argonové atmosféfe. Nejlepsi povrchy byly ziskdny pii pouziti
30 ul APTESu (redestilovaného v argonové atmosféfe a uchovaného v argonové
atmosféie) v piipadé, ze silanizacni proces probéhl v exsikdtoru plnéném argonem.
Povrch silanizované slidy je vice hydrofobni nez ,,neupravend* slida, pravdépodobné
v disledku propylového fetézce, ktery vaze aminovou skupinu k povrchu (Bezanilla et
al. 1995).

Modifikaci této metody je napusténi argonu do exsikatoru jesté ptred vloZenim
mikrozkumavky s APTESem, a pfidani N,N’-diisopropylaminu v mikrozkumavce k
APTESu do exsikatoru (Wang et al. 2002). Napousténi argonu do exsikatoru probihalo
po dobu dvou minut pied vlozenim chemikalii a také vzdy mezi jednotlivymi kroky,
kdy jsou do exsikatoru vkladany chemikalie a slida (Wang et al. 2002).

Doba, po kterou je povrch slidy vystaven APTESovym param, se v jednotlivych
experimentech u riznych autort lisi, od tficeti minut az po dobu dvou hodin. Byla-li

doba silanizace del$i nez dvé hodiny, povrch slidy vykazoval velké hodnoty RMS.

7 1ul roztoku DNA o koncentraci 1 ng/ml v DDW byl napipetovan na o&i§téné kryci skli¢ko, které bylo
poté shora priklopeno na modifikovany slidovy povrch. Kapka s DNA na krycim sklicku ihned pokryla
cely povrch slidy. Po nékolika minutach bylo kryci sklicko odstranéno, povrch AP-slidy byl oplachnut
DDW a osusen stlacenym vzduchem nebo dusikem.
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Jinou variantu metody ,,vapour APTES® prezentoval ve své praci Xiao et al.
(2003). Zakladem metody je uchyceni nékolika cerstvych slidovych §tépti na pevny
podklad (plastovou desku) pomoci izolepy nebo lepidla. V praci Xiao et al. 2003 bylo
pouzito 5 ml APTESu (98 %, Sigma) a 5 ml N-(2-aminoethyl)-3-aminopropyl-
trimethoxysilanu (98 %, Sigma). Oba silanové reagenty byly dany kazdy zvlast’ do
plastové lahve o objemu 20 ml (kazda chemikalie do jedné lahve). Usti lahve bylo
priklopeno plastovou deskou s nalepenou slidou tak, Ze povrch slidy byl vystaven
silanovym pardm uvnitf lahve. Plastova deska se slidou byla umisténa ve vySce péti
centimetri nad povrchem silanové kapaliny. Plastova lahev byla dana se svou
pokryvkou do exsikatoru, opét kazda zvlast. Oba exsikatory byly evakuovany suchou
vakuovou pumpou asi tficet minut, tlak v exsikatoru byl ptiblizné 20 Torr (4.
2,6.10° Pa). Substraty byly ponechany v evakuovaném exsikatoru pét hodin pfi
pokojové teploté. Poté byly oplachnuty suchym toluenem a ethanolem, tfi minuty
kazdy. Nasledn¢ byly modifikované substraty ponechany tii hodiny v picce pti 120 °C.
Takto ptipravené slidové substraty byly pouzity k adsorpci DNA' (Xiao et al. 2003).

APTES pouzity k silanizaci (at’ uz vapour nebo liquid metodou) byl pouzit
pfimo od dodavatele, nebo redestilovany. Destilace neméla na silaniza¢ni proces efekt,
pokud pouzity silan nebyl stars$i nez dva mésice nebo pokud nebyl vystaven okolnimu

vzduchu po dobu nékolika hodin (Wang et al. 2002, Bezanilla et al. 1995).

Silanizace slidy oktadecyltrichlorsilanem, OTS

Tento zptsob silanizace substratu pouzil ve své praci Weisenhorn et al. (1991).
Cerstvé odstipnuta slida byla dana do picky na jednu hodinu pii 60 °C. Poté byla
ponoifena do roztoku ziskaného rozpusténim 0,1 ml OTS (n-C;sH37SiCl3) ve 100 ml
rozpoustédla (80 % hexadecane [Ci¢H34], 12 % carbon tetrachloride [CCls], 8 %
chloroform [CHCl3]). Po jedné minuté inkubace byla slida zroztoku vyjmuta a
oplachnuta jemné chloroformem a ponechdna zahiat na 120 °C (Weisenhorn et al.
1991). Takto vytvoteny silanovy povrch mize byt dale vyuzit naptiklad jako substrat
pro LB vrstvy.

'8 A-DNA (48 kpb) byla rozpusténa v deionizované vodé (18 MQ.cm) na koncentraci 50 pg/ml. Spl DNA
roztoku bylo ponechano inkubovat na AP-slidé pét minut, poté byly substraty oplachnuty tficet sekund
tekouci deionizovanou vodou a osuseny dusikem. Vzorky byly pied zobrazenim uchovany v exsikatoru
(Xiao et al. 2003).
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Silanizace slidy ostatnimi pouzivanymi silany

Mezi ostatni pouzivané silanizani reagenty v biologickych AFM aplikacich
patfi: methyltrimethoxysilan, methyltriethoxysilan, methoxytrimethylsilan,
ethoxytrimethylsilan, 3-aminopropyltrimethoxysilan, butyltrimethoxysilan,
phenyltrimethoxysilnan a 3-phenylaminopropyltrimethoxysilan. V praci (Sasou et

al. 2003) byl silanizacni proces vySe uvedenymi silany zaloZen na ,,vapour metod¢*.

Modifikace AP- slidy glutaraldehydem

Pti modifikaci silanizované slidy byl pouzivan tento postup:

(1) Pro APTES modifikaci byl exsikator procistovan argonem po dobu dvou minut.
Poté byla na dno exsikatoru vlozena jedna mikrozkumavka s 30 ul APTESu (99 %,
Sigma) a jedna mikrozkumavka s 10 pl N,N-diisopropylenethylaminu. Exsikator byl
pét dvé minuty plnén argonem. Cerstva slida byla vloZena do exsikétoru a exsikator
byl plnén argonem dalsi tfi minuty. Slida byla vystavena APTES param po dobu od
tficeti minut do doby dvou hodin. Poté byla vyjmuta a ihned pouzita pro
glutaraldehydovou modifikaci.

(2) Postup glutaraldehydové modifikace je nasledujici: 200 ul 1 mM glutaraldehydu
(grade I) bylo napipetovéano na povrch AP-slidy ihned po jejim vyjmuti z exsikatoru,
doba inkubace byla deset minut. Po modifikaci byl povrch opachnut ultracistou
vodou a pouzit k uchyceni chromatinu (Wang et al. 2002). Struktura modifikované

slidy (GD-slida) je na obr. 20.

OCH,CH,

i
/ CH,CH,CH,NCHCH,CH,CH,CHO

Obr. 20: Schéma fixace glutaraldehydu na silanizovanou slidu, aldehydova
skupina reaguje s lysinovym koncem uchycovaného proteinu.

Silanizace skla APTESem

APTES se da vyuzit i k modifikaci krycich sklicek, Karrasch et al. (1993) ve své
praci pouzil metodu ,liquid APTES®. Silanizace krycich sklicek roztokem APTESu
prob¢hla v Petriho miskach, pfedem umytych v ,,pirata roztoku®, tj. 3,5% H,O, v 18 M
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H,SO4 a oplachnutych ultracistou vodou a acetonem. Kryci sklicka byla jednou omyta
koncentrovanou HCI/HNO; (3:1) a poté pétkrat oplachnuta v ultrazvukové lazni
(50 kHz) v ultracisté vodé. Poté byla ponechana v kyseling trifluoroctové po dobu
devadesati minut a uchovadna v evakuovaném exsikatoru plnéném pevnym KOH
nejméné po dobu nejméné deseti hodin. Vlastni silanizace probéhla tak, ze potfebné
mnozstvi dvouprocentniho roztoku APTESu v 95% vodném acetonu bylo napipetovano
do Petriho misek. Skla byla ponofena v tomto roztoku po dobu tii minut. Nasledovalo
jejich oplachnuti acetonem (dvanactkrat, pét minut kazdé) Pro upevnéni silanovych
molekul byla sklicka ponechana v picce po dobu jedné hodiny pti 110 °C (Karrasch et
al. 1993).

Silanizace kryciho skla ostatnimi silany

Dichlormethylsilan

Ocisteéna kryci sklicka byla ponechana v parach dichlormethylsilanu (CH3),SiCl,
v rozmezi tii sekund az péti minut. Sklicka byla upevnéna k usti nadoby obsahujici
silan. Po probéhnuti reakce byla skla umyta ethanolem. Silanizovany povrch mél

mnohem vétsi RMS nez ¢isté sklo (JPK instrument, Eschrich et al. 1998)

OTS

Kryci skla (Fiser Scientific, RMS=0,1 nm, méteno AFM) byla ponechana
v koncentrovaném NH;OH po dobu jedné hodiny, omyta pétkrat v ultrazvuku
v ultracisté vodé. Poté byla suSena po dobu jedné hodiny pii 140 °C a ihned ponoifena
do methanolu, aby na povrchu nebyly molekuly vody a jiné adsorbenty. Povrch skla (i
nosniku s hrotem pokrytym SiO,) byl silanizovan v 5 mM OTS roztoku v heptanu po
dobu 24 hodin. Silanizovany povrch byl poté omyt tiikrat heptanem, aby byly
odstranény neuchycené silanové molekuly. Takto oSetfeny povrch byl poté ponechan
péct po dobu jedné hodiny pti 70 °C. Poté byla skla ponofena do acetonu k odstranéni
neuchycenych molekul a uchovana v methanolu, dokud nebyla pouzita k naneseni

vzorku (JPK instrument, Wenzler et al. 1997).

38



Silanizace kiemikovych desti¢ek alkoxysilany

Moller et al. (2000) pouzili k pfipravé silanizovaného povrchu klasickou
Jliquid“ metodu silanizace APTESem. Cerstvé piipravené kiemikové $tépy byly
ponofeny na 15 minut v jednoprocentnim roztoku aminopropyltriethoxysilanu v 95%
vodném acetonu. Kiemikova desticka byla poté oplachnuta v acetonu (pctkrat pét minut
kazdd) a susena po dobu 45 minut v picce pifi 110 °C. Nasledné byly desticky
ponechany po dobu dvou hodin v 0,2% roztoku 1,4-phenylenediisothiocyanate v 10%
pyridin/dimethyl formamide. Nasledovalo omyti methanolem a acetonem. Autofi
udavaji, ze takto aktivované kiemikové §t€py mohou byt skladovany v evakuovaném
exsikatoru plnéném vysousedlem (chloridem véapenatym) po dobu n€kolika tydni bez
ztraty aktivity (Moller et al. 2000).

Modifikaci této metody je zaména APTESu =za GOPS, 3'-
glycidoxypropyltrimethoxysilan. Kiemikové $t€py byly ponoteny v 1% roztoku GOPS
v suchém toluenu pii teploté¢ 80 °C na 4 az 6 hodin. Poté byly lehce oplachnuty
ethylacetate. DalSi variantou této metody je zaména APTESu =za 3'-
mercaptopropyltrimethoxysilan. Kiemikové Stépy byly ponofeny v 1% roztoku
merkaptosilanu v destilovaném toluenu po dobu 6-8 hodin pii 80 °C. Poté byly
oplachnuty toluenem, methanolem a deionizovanou vodou a okamzit¢ pouzity

k inkubaci vzorku (Mdller et al. 2000).

Dalsi  zvariant  silanizace je  vytvofeni  samouspotadanych  n-
oktadecyltrichlorsilanovych monovrstev (SAM) na kifemikovém povrchu. N-
oktadecyltrichlorsilan, H-((CH»);5-SiCl3, OTS, je jednim ze siland ¢asto pouzivanych
k modifikaci ¢erstvé slidy a kfemikovych desticek. Jednou z metod jeho pouziti je pravé
vytvofeni samouspoiadanych organickych monovrstev (self assembled monolayers,

SAM) na povrchu daného substratu (Goldmann et al. 1998).
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2.8.4 Modifikace substratu pouZitim Langmuir-Blodgettovy techniky
pfipravy tenkych filmad
Langmuirova vrstva je pojem pouzivany pro oznaceni dvourozmérné uspoiradané
molekularni vrstvy na rozhrani voda-vzduch, Langmuir-Blodgettovou vrstvou (LB-
vrstva) se rozumi monovrstva, nebo multivrstva pfenesend zrozhrani voda vzduch
(obecné kapalina — plyn) na pevnou podlozku. Princip techniky spoc¢iva v tom, Ze na
vodni hladinu kdpneme roztok amfifilnich'® molekul ve vhodném rozpoustédle. Po
odpafeni rozpoustédla ziistane na rozhrani voda-vzduch monovrstva castecné
orientovanych molekul. Stlacenim molekulového filmu podle vodni hladiny bariérou
(viz obr. 21) dojde ke zkoncentrovani molekul a zaroven k jejich usporadani. Takto
pfipravenou vrstvu lze nabrat na pevnou podlozku. Blodgettova s Langmuirem v roce
1937 ukazali, ze monovrstvu amfifilnich molekul 1ze pfenést z vodni hladiny na
vertikaln¢ umisténou a v tomto sméru postupné zvedanou podlozku. Takto vzniklé
vrstvy se nazyvaji Langmuir-Blodgettovy vrstvy (LB vrstvy).
Rychlost zvedani podlozky pro kvalitni LB vrstvy by méla byt mensi nez
1 mm.s'. Kvalitu LB vrstev ovliviiuje kromé& rychlosti zvedani substratu i typ

rozpoustéla a druh amfifilni molekuly. lipidy

bariéra

Cerstva slida

dvojvrstva

=
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E =
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Obr. 21: Schéma vytvareni lipidovych multivrstev LB technikou.

1 Amfifilni molekula ma jeden konec hydrofilni a tedy preferenéné ponofeny do vody a druhy konec
hydrofobni v naSem piipadé umistény na vzduchu. Mezi nejcastéji pouzivané amfifilni molekuly patii
lipidy.
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K vytvoreni lazn€ je pouzivana nejCastéji voda, v jinych nez AFM aplikacich
také rtut’ a glycerin. Hydrofilni substraty jsou sklo, kifemen, hlinik, chrom, kiemik
(wafer), zlato ve formé& napatené vrstvy, stiibro ve form¢ napafené vrstvy a Stipana
slida. Mezi nejpouZzivanéjsi hydrofobni substraty patii kiemikové, sklenéné ¢i slidové
podlozky povrchové upravené silanizacnim c¢inidlem (trimethylchlorsilan (CHj3);SiCl,
dimethyldichlorsilan (CHj3),SiCl,, oktadekatrichlorsilan C;sH37SiCl3). Pouzitd voda
musi byt velmi Cista, nejlépe je pouzit deionizovanou vodu, ktera se dale filtruje pro
odstranéni pevnych Castice. Pro odstranéni organickych necistot se pouzivaji aktivni

uhlikové filtry, v posledni fazi ¢isténi také filtr k odstranéni bakterii.

Podle orientace jednotlivych vrstev molekul jsou rozliSovany tfi typy multivrstev
- X, Y, Z (viz obr. 22). Multivrstva typu Y je bézna pro amfifilni molekuly, jejichz
hlavni skupina je vysoce hydrofilni (COOH, H,POs) a chvost tvofi alkylovy fetézec a je
pripravena stfidavym ponofenim a vynoienim substratu ptes rozhrani. Multivrstvy typu
X jsou pfipravené opakovanym ponofenim a multivrstvy typu Z opakovanym
vynofenim. Tyto multivrstvy lze vytvofit, jestlize hlavni skupina neni pfili§ hydrofilni
(naptiklad COOMe), nebo je alkylovy fetézec ukoncen slabou polarni skupinou

(naptiklad NO,). Tyto multivrstvy jsou méné stabilni nez typ Y.

e

i

Y

3—g

Obr. 22: Typy usporadani LB multivrstev.

Lipidovy povrch pfipraveny LB technikou je dostate¢né pevny a zaroven hladky
s velmi malymi vertikdlnimi zménami, je proto vhodny jako substrat k uchyceni vzorki
pro AFM zobrazovani. Pouzitim vhodného typu lipidd lze lehce dosahnout
pozadovaného povrchového naboje vrstvy a tim uchytit biomolekuly prostfednictvim
elektrostatické sily. Do lipidové vrstvy také mulzeme snadno inkorporovat vybrané
proteiny, ¢i konkrétni lipidy, které poskytuji selektivni vazebna mista pro uchyceni
zkoumanych biomolekul. Tim dosdhneme imobilizace vzorku prostfednictvim

kovalentni vazby. LB vrstvy maji praktické uplatnéni pfi studiu umélych lipidovych
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membran. Vybrané aplikace LB vrstev v AFM mikroskopii jsou uvedeny napftiklad v
Weisenhorn et al. 1990, Weisenhorn et al. 1991, Schaper et al. 1993b, Mou et al. 1995,
Takamoto et al. 2001, Pignataro et al. 2002, Martin et al. 2004).

AFM zobrazuje LB vrstvy ptfimo, bez artefakt, ve vzduchu i v kapalinach,
s molekuldrnim rozliSenim. Pii zobrazovani LB lipidovych vrstev nebyvaji problémy
s destrukci vzorku, métici sily v C-AFM byvaji kolem 10 nN. Za pokojovych teplot je
tepelny drift lipid v AFM aplikacich zanedbatelny.
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2.9 Aplikace AFM

Béhem poslednich patnacti let se mikroskopie atomarnich sil rozsitila do mnoha

védnich aplikaci a stala velmi casto pouzivanou metodou dokonce i v biologickych
oborech. Vzhledem ke své soucasné rozsifenosti jiz pomalu umoziuje vzniknout
novému védnimu oboru, biologii povrchi, ,,surface biology*.

Ptes tyto riznorodé aplikace miizeme AFM aplikace zhruba do dvou zékladnich

kategorii (1) molekularni méfeni a (2) aplikace v biologickych oborech

2.9.1 Molekularni méreni

Tato oblast zahrnuje technické aplikace AFM a pokryvéa nejriznéjsi vyrobni
oblasti jako je testovani elektronickych soucastek ¢i vyroba miniaturnich mechanickych

soucasti. Stru¢né€ mizeme zminit nékolik dominantnich okruht:

¢ Zobrazovani materidlovych vlastnosti je velmi dualezitd oblast aplikaci AFM.

Spolehlivé méteni mikrostrukturalnich parametri v nanometrovém rozsahu hraje
dalezitou roli pii vyvoji novych slitin a pro stanoveni kontrolni kvality ve vyrobnich
procesech. AFM se osvédcuje jako zobrazujici i méfici pfistroj, ktery kombinuje
nebo piimo nahrazuje klasické mikroskopické pristroje a navic pridava 3D méreni
zkoumanych povrchi. Obvykle neni pfedem nutna specialni piiprava vzorku,
zobrazeni se provadi na vzduchu za pfirozenych podminek. Pouzitim AFM je nyni
mozno napftiklad ,,vidét” riznou tvrdost u slozenych materialii a rozliSovat mezi
tvrdymi a mékkymi oblastmi na povrchu vzorku (Garcia and Pérez 2002, Otsuka et

al. 2004).

¢ Nanovroubkovéni, zatézovani a vySetfovani vzniklych vad (zobrazovani defektt

jako jsou zlomy, dislokace) a pord je dalsi aplikace AFM, c¢asto po predchozim
lokalnim zatizeni (teplotou, tlakem) zkoumanych vzork.

¢ Mapovani elasticity (Force Modulation Microscopy, FMM) je jedna z dalSich

aplikaci AFM, ve které je mozno sledovat mechanické vlastnosti vzorku. Pouzivana
je zejména pii zobrazovani zmény ve slozeni u smésnych materidli, analyze
homogenity polymerti nebo napfiklad pfi detekci kontaminaci ve vyrobnich

procesech (Jalili and Layminarayna 2004).
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2.9.2 Aplikace AFM v biologickych oborech
Schopnost zobrazovat v kapalinach (zejména pouziti fyziologickych pufri) a
shromazd’ovat dynamicka data pfineslo Siroké uplatnéni AFM metody v biologii.
Kromé zobrazovani je metoda AFM pouzivana také k manipulacim s membranami a
molekulami, jsou méfeny rtizné lokalni fyzikalni a biofyzikalni vlastnosti povrchti nebo

monitorovany nejriznéjs$i dynamické procesy ve vodnim prostiedi.

Vedle ziskani topografickych snimka nejriznéjSich vzorkli patii bezesporu
kvantifikace molekularnich interakci v biologickych systémech. Schopnost AFM méftit
sily v nanonewtonovém rozsahu za fyziologickych podminek je vyuzivana v mnoha
biologickych aplikacich, jako jsou napfiklad biomembranové vazebné interakce (Pereira
2001, Berquand et al. 2004%%), protein/proteinové interakce (napiiklad Letho et al.
2003), cell/cell interakce nebo cell/protein interakce.

»Single molecule force spectroscopy®, SMFS, je souhrnny nazev pro AFM
metody, ve kterych jsou biopolymery napinany a nuceny ke konforma¢nim piechodiim
nebo jsou zkoumany jejich materidlové vlastnosti (Hansma et al. 1997). SMFS
experimenty jsou Siroce pouzivany pifi zkoumani mechanickych vlastnosti DNA
(Williams et al. 2004), polysacharidii, proteini a ostatnich biopolymerti. Ptehled
aplikaci SMFS muzeme najit naptiklad v Dufrene (2003).

Prestoze je znamo mnoho o struktufe a funkci jednotlivych slozek bunéénych
membran, mnoho téchto informaci je dostupnych pouze znepfimych pozorovéani.
Prostednictvim NC-AFM je mozno vSak méfit topografii, povrchové sily a mechanické

vlastnosti membranovych povrchli v nanometrovém rozliseni.

Hlavni nevyhodou, kterd omezuje vyuziti AFM v biologii je lateralni rozliSeni.
To zavisi zejména na vlastnostech vzorku, konecném rozmeru a tvaru hrotu a moznosti
stlaceni vzorku v dusledku aplikovanych sil (viz diive). DalSim omezenim v
biologickych AFM aplikacich je vybér vhodné metody, ktera dostatecné uchyti

zkoumany vzorek k substratu.

? Rezimem C-AFM (NanoScope III (Digital Instruments, Santa Barbara, USA)) byla vizualizovana
interakce azithromycinu s lipidovou doménou (DPPC, SM, SM/Ch) v modelové biomembran¢ (DOPC).
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Souhrnné lze fici, Ze za poslednich patnact let se vyuziti AFM rozsifilo témet do
vSech biologickych odvétvi, jmenujme napiiklad studie DNA (Hansma 2001), RNA
(Lyubchenko et al. 1992a), proteini (Czajkovsky and Shao 1998, Moller et al. 1999,
Ikai 2002), lipidovych membran (Deleu et al. 2001, Kaasgaard et al. 2002, Lawrence et
al. 2003), biomolekularnich komplexii, organel, mikrobiadlnich paraziti (Dvorak et al.
2000), vira (Kuznetsov et al. 2001, Kuznetsov et al. 2002), bakterii (Bolshakova et al.
2001%', Doktycz et al. 2003**) a bunék (Henderson1994, Nagao and Dvorak 1998,
Lehenkari et al. 2000, Dvorak 2003, Méndez-Vilas et al. 2004, Moloney et al. 2004*
Yu and Ivanisevic 2004).

2l Zobrazovéana byla bunééné sténa Escherichia coli v riznych podminkach (po vysuseni nebo in situ).
Byly srovnavany snimky ziskané TP-AFM a C-AFM (NanoScope III, Digital Instrument, Santa Barbara,
USA).

2 Na zelatinou (gelatin) pokryté slidé byla imobilizovana Escherichia coli a Staphylococcus Aureus.
Zobrazovani probéhlo na vzduchu i v kapaliné pouzitim NC-AFM pfistroje Pico SPM (Molecular
Imaging Inc., AZ, USA). Pro modifikaci byla Cerstvé odstipnuta slida ponechana 1-8 h v 0,01% vodném
roztoku poly-L-lyzinu (o rizné M;). Po skonCeni inkubace byla slida vyjmuta a ponechana pfes noc
uschnout. Zelatinovy roztok (Sigma, G6144) byl pfipraven rozpusténim 0,5 g Zelatiny a 10 mg chromium
amonium sulfate v 10 ml ultracisté deionizované vody pii 60 °C. Po ochlazeni na 40 °C byly do
zelatinového roztoku ponoteny slidové Stépy, které byly poté ihned vytdhnuty a ponechany uschnout ptes
noc.

3 Tento &lanek obsahuje piehledné reviw ohledng fixace bundk pro AFM pozorovani, buiiky byly
zobrazeny na vzduchu pouzitim Explorer AFM (Veeco Instruments, Santa Barbara, USA) v rezimu TP-
AFM.
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3 AFM nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou biomakromolekuly ucastnici se prenosu genetické
informace. Konkrétné¢ deoxyribonukleova kyselina, DNA, nese ve své struktuie
genetickou informaci vSech zivych organismii. Jeji konforma¢ni chovani mtze ovlivnit
dalezité biologické procesy, jako je naptiklad exprese genu ¢i interakce s proteiny.
Proto je porozuméni konformacnim zménam nukleovych kyselin jeden zvelmi
dalezitych cilti molekularni biologie.

Chemicky jsou nukleové kyseliny biopolymery slozené z nukleotidi. Nukleotidy
se skladaji z pentozy (deoxyriboza u DNA nebo D-rib6za u RNA), kyseliny fosforecné
a organické baze (purinové - adenin, guanin, pyrimidinové - cytosin, thymin, uracil).
Nukleodidy jsou navzajem spojeny 3,5 -fosfodiesterovou vazbou, ktera se tvoii mezi
C3’deoxyribozy (ribézy) jednoho nukleotidu a C5’-deoxyribozy (rib6zy) nasledujiciho
nukleotidu. Strukturn& jsou rozligovany linearni molekuly nukleovych kyselin (ssDNA**
nebo ssRNA, dsDNA nebo dsRNA, polynukleotidova vlakna maji volné 3'- a 5’-konce)
a kruhové molekuly nukleovych kyselin (ssDNA nebo ssRNA, dsDNA, bez volnych

koncti).

OH

C’3
Obr. 23: Nukleotid.

Makromolekuly izolovanych nukleovych kyselin se svymi vlastnostmi podstatné
lisi od ostatnich biopolymeri, zejména od bilkovin. Zakladni odliSnosti je velka
dvojsroubovicovou konformaci. Dehydratace téchto molekul jen jemné méni jejich
nelokalni usporadani (zména formy B ve formu A). Toto je umoznéno diky pocetnym

vodikovym vazbam, jejichz zdroji jsou zejména nukleové baze, mezi nimiz se uplatiuji

4 Zkratka piejata z anglické literatury vyskytujici se b&Zné v &eském odborném textu, ss — jednovlaknova
struktura (single stranded), ds — struktura ze dvou vlaken (double stranded).
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také hydrofobni interakce a m -  interakce. Fosfatové zbytky patete polynukleotidovych
fetézcl nesou zaporné naboje, které umoziuji poutat elektrostatickymi silami kladné
nabité ionty kovi (obvykle Mg®") nebo protonované skupiny polyamind a silng
bazickych bilkovin za vzniku nukleoproteinovych komplexa.

Mezi charakteristické rysy konformace molekuly DNA fadime zejména to, Ze
vnéjsi ¢ast dvojSroubovice je hydrofilni a nese zaporné naboje. Molekula ma na svém
povrchu dva typy zlabkd (ryhy) nestejné velikosti — velké a malé. Tyto umoznuji
interakce DNA napiiklad s bilkovinami, antibiotiky a podobné¢. Dilezitou vlastnosti je
schopnost dvojSroubovice rozplétat se a tak zpfistupnit v ni ulozenou genetickou
informaci. Molekula DNA je chemicky i strukturné jednou znejvice proménlivych
molekul, schopna pfijmout celou fadu strukturnich forem a reagovat riznymi cestami
s jinymi molekulami. Svou plasticitou se vice blizi syntetickym polymerim nez
globularnim bilkovindm. Dynamicka rovnovaha rtznych konformaci je ovliviiovana
poradim nukleotidl, iontovou silou prostfedi, pfitomnosti bilkovin (naptiklad histonl) a
rozsahem, vnémz je molekula podrobena topologickému pnuti. Makroskopickym

projevem riznych konformaci jsou rodiny A, B a Z konformaci DNA.

Obr. 24: Konformacni typy DNA.
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Jediny typ uspotadané sekundarni struktury, se kterym se u nukleovych kyselin
setkavame, je dvojSroubovice (dihelix), viz obr. 24. Tato struktura vznika tak, ze dva
polynukleotidové fetézce (nebo dva segmenty téhoz fetézce) s opacnou polaritou a
komplementarni co do slozeni (obsahuji proti sobé nukleotidy s doplitkovymi bazemi)
se vzajemn¢ propletou kolem pomysIné spolecné osy. Oba polydeoxyribonukleotidové
fetézce jsou pritom zformovany tak, Ze jejich patete, sestavajici se z pentdzovych kruhti
a fosfatovych zbytkl jsou vné a baze je uvnitf dihelixu. Roviny bazi jsou navzajem
témét rovnobézné a kolmé na osu dvojSroubovice a skoro kolmé na roviny prolozené
cukernymi kruhy. Kli¢ovy vyznam pti formovani téchto struktur pfipadd vodikovym
vazbam vytvafenym mezi komplementdrnimi bazemi. Pro stabilitu dihelikalnich
struktur se vSak povazuji za nejdilezitéj$i = - m interakce (stacking interakce) mezi
nukleovymi bazemi. Tyto interakce vznikaji prekryvem m orbitalti aromatickych kruhti

bazi (Vodrazka, Biochemie, (2000); Rozsypal, Uvod do molekularni biologie, (2000))

Obr. 25: Struktura dvojsroubovice DNA,
bilou barvou atomy uhliku C, cervenou atomy kysliku,
oranzovou atomy fosforu a modrou barvou atomy dusiku.
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Dihelikalni struktury se casto staceji do Sroubovic vysSich tadi, tvoficich
terciarni strukturu. S timto jevem se setkavame zejména u DNA, RNA nevytvari
pravidelné symetrické struktury jako DNA, jeji struktury spiSe formaln¢ ptipominaji

terciarni struktury globularnich bilkovin.

Existuji dvé topologicky odlisné formy nadSroubovicovitého vinuti:
plektonemické a solenoidalni. Plektonemické vinuti je typické pro molekuly volné
rozpusténé v roztocich, zatimco solenoidalni vinuti je charakteristické pro DNA
molekuly obtoc¢ené kolem histontl.

Nadsroubovicové vinuti, vznik wuzlt (struktur vzniklych provlecenim
nastépenych koncl jednotetézcové kruznicové DNA), katenant (struktur vzniklych
provlec¢enim dvou nebo vice dvouretézcovych kruhovych molekul DNA) a spojovani

vlaken jsou dilezité jevy v bunécnych procesech.

Obr. 26: a) Plektonemické vinuti DNA.
b) Solenoidni vinuti DNA.
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3.1 Priprava vzorki nukleovych kyselin pro AFM
zobrazovani

V roce 1990 bylo publikovano pouze okolo deseti ¢lankli vénovanych AFM
biologickym studiim a vSeobecné¢ se predpokladalo, Ze moderni AFM technika bude
zamétena jen na analyzy anorganickych povrcht. Jistym piekvapenim bylo, ze po dvou
letech se pocet publikovanych ¢lankl ztrojnasobil a v roce 2001 jiz bylo publikovano
vice nez 400 ¢lank( vénovanych Cisté¢ biologickym vzorklim. Z toho vice nez 70 bylo
zaméieno jen na studie DNA, RNA a komplext nukleovych kyselin s proteiny. Tento
rozvoj byl umoznén ptedevSim diky rychlému vyvoji vhodnych metod pfipravy

biologickych vzorki.

Mezi prikopnické prace v AFM nukleovych kyselin patfi publikace
Weisenhorna et al. (1990, 1991). V této dobé védci teprve zkouseli uchytit nukleové
kyseliny k rizn€ upravenym substratim, napiiklad k navlhéenému krycimu sklicku,
Gerstvé odstipnuté slidé nebo slidé upravené AICl; (Weisenhorn 1990%°), HOPG, &i
zlatu napatfenému na slidé. DNA molekuly obvykle nebyly dostate¢né¢ pevné uchyceny
ke svym substratim a béhem skenovani byly velmi Casto hrotem ze skenované oblasti
odstranény. Pokud byly ziskany AFM snimky nukleovych kyselin (pfevazné plazmidi),

obrysy nukleovych kyselin byly velmi rozmazané.

Vroce 1992 nastal skuteCny rozvoj v AFM zobrazovani nukleovych kyselin,
objevilo se mnoho publikaci na toto téma. Byly vyzkouSeny rtizné metodické postupy
k uchyceni molekul DNA. Nejprve byly vzorky zobrazovany spisSe ve vzduchu pii rizné
relativni  vlhkosti, postupné se preSlo na AFM zobrazovani v organickych
rozpoustédlech a v pufrovych roztocich. Zajem byl soustfedén na zvySeni adsorpce
nukleovych molekul k substratu a na ziskani reprodukovatelnych snimkd.

Velkym piinosem pro AFM zobrazovani bylo vyvinuti TP-AFM, ktery umoziuje

zobrazovat i vzorky slabé uchycené k substratu.

¥ Slida byla upevnéna na drzak AFM vzorkl, oplachnuta 3 mM AICl; a poté lehce vodou. Roztok
ssDNA o koncentraci 0,13 pg/ml v 50 mM NacCl byl dan na slidu a zobrazovan po jedné hodin€ inkubace
ve vodé. Uchyceni DNA bylo velmi slabé a publikovany snimek vykazoval velmi nezietelné vlaknité
struktury s vyskou 0,6 nm.
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V soucasné dobé jsou vyvijeny metody specifické adheze DNA a hledaji se
podminky uchycovani, pii kterych by kiehka struktura komplexti DNA s proteiny

nebyla poskozena béhem svého usazovani na povrch substratu.

V nésledujicim textu je prezentovan ramcové chronologicky piehled vyvoje

nejznaméjSich metodik a postupt k uchyceni DNA na substrat.

VysuSeni roztoku DNA na vhodném substratu

Nejjednodussim postupem pii uchyceni molekul DNA na vhodném povrchu je
vysuseni umérného mnozstvi roztoku s DNA na substratu, tzv. metoda ,,drop
evaporation®. V prvnich studiich byval k vysuseni roztoku DNA z povrchu substratu
bézn€ pouzivan vzduch, pozdéji byl pro snizeni kontaminace vzorku proud staceného
vzduchu nahrazen proudem inertniho plynu, nejcastéji dusiku ¢i argonu.

Volba vhodného substratu a roztoku, ve kterém je DNA rozpusSténa, hraje
klicovou roli pro ziskani kvalitniho vzorku k AFM zobrazeni. Pro usnadnéni adsorpce je
vyhodné, aby substrat byl hydrofilni, a je nezbytné, aby mél dostatecné hladky povrch.
NejpouzivangjSim substratem v AFM aplikacich biologickych makromolekul je
bezesporu slida (muskovit).
schopen udrzet v ur¢itém rozsahu pH pro zajisténi chemické stability a biologické
aktivity (funk¢nosti) DNA, na druhou stranu chemikalie pouzité v pufrech znamenaji
vazny problém pii dehydrataci, protoze mohou krystalizovat, ptipadné se vysrazet na

povrchu substratu béhem vysouSeni vzorku (Zuccheri in press).

Urcitym feSenim v metod¢ ,.drop evaporation muze byt rozpusténi DNA
v ultragisté vod&?, kdy kapka tohoto roztoku DNA je vysuSena po urCité dobé
inkubace®’ naptiklad na &erstvé odstipnuté slidé a vzorek DNA je zobrazovan na

vzduchu (Samori 1993). Jinym trikem je pouziti velmi nizkych koncentraci octanu

6 DNA rozpusténa v destilované i deionizované vod& byla zobrazena metodou AFM i piesto, e néktefi
autofi udavaji, Ze molekula DNA ztraci v ultracisté vodé konformaci dvojité Sroubovice (denaturuje). Dle
mého nazoru se vSak i v ultracisté vod€ (v pocatcich téchto vyzkumi byla pouZivana ,,jen” redestilovana
voda) dostate¢né mnozstvi kationtl stabilizujicich sekundarni strukturu DNA.

27 Pod pojmem inkubace je mysleno ponechani roztoku DNA na povrchu substratu po urditou konkrétni
dobu. Neni-li uvedeno v textu jinak, byl substrat vystaven ptsobeni roztoku DNA pii pokojové teploté,
bézném tlaku a bézné relativni vlhkosti.
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amonného (ammonium acetate) v roli pufru (Henderson 1992, Thundat et al. 1992).
Tato stl je schopna vypafit se spolecné s vodou a zanechat na povrchu substratu pouze
adsorbované DNA molekuly (Zuccheri in press). Pozdé&ji bylo ovéfeno, ze 1ze opatrné
substrat s uchycenym vzorkem po inkubaci oplachnout proudem ultracisté vody (Fang
and Hoh 1999°%), piipadng jej n&kolikrat kratce ponofit do vzdy novych roztoki
ultracisté vody.

Metoda ,,drop evaporation® je sice uspé$nd pro uchyceni DNA makromolekul,
ale neumoziiuje kontrolu iontové sily roztoku béhem jeho vypatovani (Zuccheri in

press).

Slida aktivovana multivalentnimi kationty

Vroce 1992 Bustamante® se svymi kolegy ukazal, 7e za pouziti uhlikem
upravené¢ho hrotu je mozno metodou AFM zobrazit kruhovy plazmid dsDNA. Tento
snimek byl ziskan s rozliSenim 8 - 10 nm a zobrazeni prob€hlo ve vzduchu. Metoda
uchyceni dsDNA byla zaloZena na poznatku, Ze kostra DNA nese za neutralniho pH
zdporny naboj. Multivalentni kationy, jako je naptiklad Mg”*, adsorbované na povrchu
slidy jsou schopny vytvofit mustky mezi slidou a DNA. Tim uchyti DNA molekulu
prostiednictvim elektrostatickych interakci k povrchu slidy. Jak jiz bylo zminéno dfive,
povrch slidy ma ve vodnim prostiedi zaporny naboj, nebot’ draselné kationty (ptfipadné i
dalsi kationty, konkrétn€é dle druhu slidy) z povrchu disociuji. Pozdéjsi experimenty
ukazaly, Ze predchozi upraveni slidy kationty neni nezbytné. Uchyceni DNA pfes slabé
elektrostatické sily se uskutec¢ni i tehdy, budou-li pfislusné kladné ionty pfitomny
v pufru spole¢né s adsorbujici se nukleovou kyselinou (Bezanilla 1995, Rivetti and
Codeluppi 2001%°, Sanchez-Sevilla et al. 2001°!, Nagami et al. 2002°% Pastré et
al. 2003).

2 Po tiech minutach inkubace DNA roztoku na silanizovaném substratu byl povrch substratu kontinuélng
oplachovan 10 s deionizovanou vodou a nasledné osusen stlacenym vzduchem.

? Adheze DNA na slidu upravenou kationty byla dostate¢né silna pro skenovani v kontaktnim rezimu.
Pouzité skenovaci sily mély hodnotu 20 nN, pfi skenovani vSak byla DNA casto lokalné poskozena
hrotem. Lateralni rozliSeni ziskanych snimki bylo kolem 2 nm, zatimco vyska zobrazené DNA, métena
z AFM snimkl byla méné€ nez 2 nm. Tato hodnota byla ddna kone¢nym rozmérem pouZzitého hrotu a
stlacenim DNA skenujicimi silami.

3 DNA fragmenty (564, 1054 a 4297 bp) byly na Cerstvé odstipnuté slidé inkubovany v 4 mM HEPES,
10 mM NaCl, 2 mM MgCl,, pH 7,4 1-5 minut. Poté byl povrch slidy oplachnut nékolika mililitry
deionizované vody a povrch byl osusen plynnym dusikem. Snimky byly ziskany NanoScope III (Digital
Instruments, Santa Barbara, USA) v TP-AFM.
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Vedle Mg*" byly k aktivaci slidy asp&§né pouzity také jiné divalentni, obecné
multivalentni kationty, napiiklad Co*", La*", Zr*" (Thundat et al. 1992). Diky riznym
variacim v této metod&”® zaloZené na principu adsorpce DNA na substrat za asistence
kationtti byly nespocetn€krat zobrazeny molekuly dsDNA, pohybujici se dsDNA a
DNA - proteinové komplexy.

Pro zvySeni hydrofilnich vlastnosti povrchu se substituovanymi ionty bylo
doporucovano vystavit kationty modifikovany povrch slidy doutnavému vyboji (glow
discharge). Tato uprava vSak neni pro zobrazeni DNA nezbytnd (Hansma et al. 1992).

Adsorpce DNA na slidu upravenou kationty obecné pozaduje relativné velké
koncentrace DNA, v rozsahu 10 az 100 pg plazmidu/ml roztoku (pro plazmidy o délce
radove nekolika kbp).

Modifikovana Kleinschmidtova metoda

Modifikovana Kleinschmidtova metoda byla jednim z dalSich experimentalnich
pristupti pouzitych v pocatcich rozvoje metodik pro AFM. Tuto metodu publikoval v
roce 1968 Kleinschmidt (1968) a v soucasnosti je stale pfi piipravé AFM vzorki
pouzivana. Metoda spociva v rozptyleni DNA s vhodnymi proteiny na povrchu vodni
faze, kdy takto vznikly film je pfenesen na substrat. Touto metodou Yang et al. (1993)
zobrazili dehydratovanou molekulu plazmidové DNA. Pro usnadnéni adsorpce byl

povrch &erstvé slidy nejprve pokryt uhlikem™. Takovyto povrch vykazuje velkou

31 Roztok 1 nM DNA (inzert AsMPL) v 10 mM TRIS-HCI, 1mM NiCl, byl ponechan na Cerstvé
odstipnuté slidé inkubovat dvé minuty. Poté byl roztok DNA na slidé oplachnut 40 ml deionizované vody
(Millipore) a povrch byl osusen filtracnim papirem. Pro zobrazovani v kapaliné byl roztok DNA
oplachnut 200 pl pufrového roztoku. K zobrazovani byl pouzit NanoScope III (Digital Instrument, Santa
Barbara, USA) v rezimu TP-AFM.

> AFM snimky plazmidové DNA pBR322 byly pozorovany na vzduchu po inkubaci v pufrovych
roztocich o rtizné iontové sile (10 mM TRIS-HCI, 5 mM MgCl,, pH 7,4 nebo 10 mM TRIS-HCI, 10 mM
MgCl,,50 mM NaCl, pH 7,4). Roztok DNA byl ponechan inkubovat na Cisté slidé 2 minuty, poté byl
povrch slidy oplachnut MilliQ vodou a osusen plynnym dusikem (protokol 1) nebo byl oplachnut malym
mnozstvim 0,2% vodného roztoku uranyl acetate a ihned osuSen plynnym dusikem (protokol 2).

3 Cerstvé odstipnuta slida byla nechana kratce v ultrazvuku v deionizované vods a poté na dobu 4-24
hodin v roztoku 33 mM octanu hofecnatého. Takto oSetiena slida byla opét oplachnuta deionizovanou
vodou nebo pufrem a dana do ultrazvuku (15—-30 minut). Nasledovalo osuSeni upravené slidy (stlaceny
vzduch, dusik, argon) a jeji pouziti k naneseni roztoku s nukleovou kyselinou(obvykle BlueScript,
Stratagene) ktery byl po inkubaci (10-30 min) vysusen. Metodika postupu pievzata naptiklad z: Li et al.
(1992), Vesenka et al. (1992); Bustamante et al. (1992); Hansma et. al. (1992).

3 Cerstvé odstipnuta slida byla pokryta uhlikem v napafovaéi (evaporator) po dobu 30-40 minut, za
pouziti proudd kolem - 45A, aby vytvoreny uhlikovy film byl co nejméné zrnity. Uhlikem pokryta slida
byla ponechana ptes noc v picce pii 200 °C.
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hydrofobicitu. K roztoku DNA?® byl p¥idan cytochrom ¢*® (Po ponechani malé kapky
DNA roztoku na ocisténé sklenéné tyCince se na rozhrani voda — vzduch spontanné
vytvoftil protein-DNA film. Tento proteinovy film s uchycenou DNA byl pienesen na
hydrofobni uhlikovy povrch, kde byl po vysuSeni velmi pekné usazen. Lateralni
rozliSeni AFM snimki DNA bylo vrozmezi 6 — 10 nm, autoii piedpokladaji, ze
namétend vySka DNA byla mensi z divodu stlaceni zobrazované molekuly béhem
skenovani hrotem (tedy redukovana vyska DNA). Yang ve své praci prezentoval jiz
stabilni a reprodukovatelné snimky DNA — proteinového komplexu zobrazené¢ho na

vzduchu za pouziti komeréné dostupnych hrotti (Yang et al. 1993a).

Misto cytochromu c byly pouzity k uchyceni molekul DNA také kationtové
detergenty, napfiklad benzyl-dimethyl-alkylamonium chlorid (BAC). Tento detergent,
pouzity v mikromolarni koncentraci’’ umoznil zobrazit na vzduchu a v n-propanolu
plazmidy s nad$roubovicovou strukturou i relaxované a linearizované plazmidy DNA™

(Schaper et al. 1993a).

O rok pozd&ji Schaper” ve své dal§i praci prezentoval odlisny piistup, kdy
reprodukovatelné snimky DNA ve vzduchu a v n-propanolu ziskal za pouziti
neiontovych a kationtovych detergenti rozptylenych v roztoku s DNA. Pouzity non-

ionicky detergent byl 2,4,6-tris(dimethylaminomethyl) phenol (DMP-30), kationtovy

* Ds DNA (10 kpb, koncentrace 2 pg/ml) byla rozpuiténa v 50 % v/v vodném roztoku formamidu,
cytochromu ¢ (100 pg/ml), 10 mM TRIS, 1 mM EDTA.Na,, pH 8. NHy-acetate byl také pouzit misto
formamidu, v tomto piipad€ vSak byly ziskdny snimky s pomérné hor§im rozliSenim.

%% Pojem cytochrom ¢ zahrnuje skupinu proteinti. Pouzity typ m&l 12kDa, v roztocich tento protein nese
kladny povrchovy néboj.

70,5 ul roztoku BAC o 107 % koncentraci bylo pfidano k 10 ul kapce roztoku DNA na parafilmu
(kone&na koncentrace BAC v roztoku DNA byla 5.107° %). Kapka byla ponechana v klidu deset minut,
poté byla shora priklopena Cerstvé odstipnutou slidou a ponechana jednu minutu inkubovat. Slida byla
v nékterych piipadech pied ptiklopenim vystavena doutnavému vyboji (glow discharge) pro zvyseni
adsorpce. Po inkubaci byl roztok DNA ze slidy odstranén osusenim v rozich filtranim papirem a povrch
slidy byl dale vysusen proudem vzduchu.

38 Relaxované formy plazmidu bylo docileno piidanim topoizomerazy I do roztoku s DNA a linearizace
pridanim restrikéni endonukleazy.

%% Cerstva slida byla piedupravena doutnavym vybojem po dobu jedné minuty. Poté byla ponofena do
Cerstveé pripraveného roztoku detergentd (vodny roztok DMP-30 nebo vodny roztok CP), o koncentraci
10 pg/ml. Do 0,5 pl roztoku detergentu byl pfidan roztok DNA (koncentrace 1 pg/ml, mnozstvi
neuvedeno). Takto vznikld smés byla ponechdna pét minut inkubovat na parafilmu. Teprve poté byla na
roztok DNA s detergenem ze shora pfilozena slida, kterd byla ponechana v kontaktu s roztokem jednu
minutu. Po inkubaci byl pfebytek kapaliny ze slidy odsat filtracnim papirem, slida byla lehce oplachnuta
deionizovanou vodou a ulozena do Petriho misky k usuSeni na vzduchu. Pro méfeni v propanolu byla
slida s DNA také nejprve vysusena a poté ponotfena do rozpoustédla (Schaper et al.1994).
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detergent cetylpyridinium chloride (CP). Alternativou bylo rozptyleni detergentu na
povrch substratu jesté pred nanesenim roztoku s DNA (Schaper et al. 1994).

Uprava slidy kationty stejné jako uchyceni DNA Yangovou metodou se ukéazalo
jako dostacujici pro reprodukovatelné zobrazovani DNA i DNA komplexi s proteiny, i
kdyz rozliSeni struktury DNA nebylo dostate¢né pro rozpoznani jemné struktury DNA.
Nizké rozliseni bylo s nejvétsi pravdépodobnosti zplisobeno ¢astecné diky denaturacnim
procesiim a Castecné vlivem adheznich sil mezi hrotem a skenovanym povrchem. Byly-
li vzorky upravené zminénymi metodami zobrazovany v alkoholu, reprodukovatelnost
snimkl i celkové stabilita DNA bcéhem skenovani se znatelné¢ zvysila, coz bylo
zplisobeno zejména redukci adheznich sil pisobicich mezi hrotem a zobrazovanym
povrchem. K zobrazovani byl pouzit ethanol, izopropanol nebo n-butanol (Hansma et

al. 1992*, Schaper et al. 1993a, Schaper et al. 1994).

Ze vsech dosud uvedenych metod je uprava slidy prostfednictvim kationtd diky
své jednoduchosti ¢asto pouzivand, napiiklad v Hansma et al. 1996, Bezanilla et al.
1995, Nagami et al. 2002 nebo Pastré et al. 2003. Omezenim této metody je vSak
striktni pozadavek na pfitomnost mulitvalentnich kationtl v roztoku s DNA. Urcita
minimalni koncentrace kationti v pufru s DNA je tedy nezbytnym faktorem pii AFM

zobrazovani nukleovych kyselin prostiednictvim kationtt.

Pouziti LB vrstev pti zobrazovani nukleovych kyselin

Z hlediska vhodnosti pro AFM zobrazovani nukleovych kyselin byly zkoumany
také LB vrstvy tvofené nasycenymi mastnymi kyselinami nebo lipidy. Tyto LB vrstvy
(pfevazné monovrstvy) mohou nést pfi volbé vhodnych amfifilnich molekul nebo po
upravé divalentnimi kationty kladny povrchovy naboj (Schaper 1993b). Diky tomuto
kladnému naboji je mozno LB vrstvy vyuzit jako substrat adsorpci nukleovych kyselin.

Naptiklad LB lipidovd monovrstva, tvofena smési 1:1 DODAB/DPPG a LB

% Roztok dsDNA (BlueScript II, Sttatagene, California a pSK 31 gift from Rees, University of Oregon)
byl inkubovén na povrchu slidy inkubované pied nanesenim roztoku DNA po 4-24 hodin v octanu
hofec¢natém. Vzorky byly zobrazovany v butanolu a propanolu po pfedchozim vysuseni stlaCenym
vzduchem.
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monovrstva tvofena kyselinou arachidovou’' byly vhodnym substratem k uchyceni
DNA (Weisenhorn et al. 1991). Oba typy LB vrstev byly naneseny na Cerstvé §tépenou
slidu a na slidu modifikovanou silanizaci OTS. Lipidové vrstvy samotné i lipidové
vrstvy s adsorbovanou DNA* byly zobrazovany ve vodném prostiedim (voda nebo
pufr), avSak ziskané snimky nebyly stabilni a zobrazovani bylo velmi obtizné
(Weisenhorn et al. 1991).

Lipidovou dvojvrstvu pouzili k adsorpci DNA také Mou et al. (1995). Pro
vytvoreni lipidové dvojvrstvy vybrali takové lipidy, které maji pfi neutralnim ¢i nizkém
pH kladny povrchovy naboj (1,2-dipalmitoyl-3-trimethyl-ammonium-propan, DPTAP).
Lipidova dvojvrstva byla vytvorena dvéma riznymi metodami: fizi vacka® a pouzitim
Langmuir-Blodgettovy metody* skrz dva prechody rozhranim. Lipidové dvojvrstvy
ptipravené druhou metodou vykazovaly mnohem lepsi kvalitu.

Zobrazovani DNA* v pufru o nizké iontové sile bylo problematické, adsorpce
DNA byla nizkéa a zobrazena DNA méla vzdy nadsroubovicovou strukturu. Po ptidani
1 mM EDTA.Na,* do pufru adsorpce DNA prudce vzrostla. Zobrazované plazmidy
vykazovaly ve zvySené mife relaxovanou konformaci, Casto se dokonce piekryvaly
(diky vysoké koncentraci DNA v pufru), coz Cinilo problémy pfi vyhodnocovani délky
jednotlivych plazmidd. Pfi zvySovani iontové sily pouzitého pufru (az na
500 mM NacCl) se umérn¢ snizovala schopnost uchyceni (adsorpce) DNA na dvojvrstve.

Toto zjisténi odpovida predpokladiim, ze mezi DNA a ,kationtovou dvojvrstvou* je

1 Kyselina arachidova se svym dlouhym saturovanym fetézcem patfi mezi karboxylové kyseliny.
Divalentni kationty (Cd*', Ca*", Pb*, Ba®") jsou pfi tvorb& LB membran piidavany do roztoku vodni faze
ve formé soli v submilimolarni koncentraci. Tyto kationty zvysuji stabilitu LB filmu a zaroven usnadnuji
uchyceni LB vrstvy k substratu i vlastni adsorpci DNA vzorku na LB vrstvu. Pfi nizkém pH amfifilni
molekula kyseliny arachidové neni disociovana, kationty neovlivai monovrstvu na vodni hladin€ a nejsou
zaclenény do uchycovaného LB filmu. Pfi vysokém pH amfifilni molekuly disociuji a asociuji rozpusténé
kationty (Kurnaz 1996).

* DNA (16 bp ssDNA, obsahujici pouze cytosin a thymin) byla rozpusténa v 10 mM HEPES,
150 mM NacCl, 0,002 % NaNj, pH 7,45, koncentrace ssDNA byla 20 pg/ml.

® Foze vacka (vesicles): malé lipidové vacky byly piipraveny opakovanym ultrazvukovanim lipidové
suspenze. Koncentrace lipidd v suspenzi byla 0,25 mg/ml, pouzity roztok byl 20 mM NaCl nebo
5 mM NaH,PO, pufr pH6,0 s 20 mM NaCl. Mala kapka lipidové suspenze s vacky (20 ul) byla
ponechéana na Cerstvé odstipnuté slidé pies noc, poté byla slida nechana dvé a pil hodiny pti 70 °C.

* LB metoda: lipidy byly rozpustény ve smési hexan/ethanol v/v 9:1. Koncentrace lipidi v rozpoustédle
byla 1 mg/ml.

* Pouzita plazmidova DNA (Escherichia coli, 4,36 kbp (pBR 322) a 6 kbp fragmenty Hae III, Sigma) o
koncentraci 20 pg/ml (20 mM NaCl nebo 10 mM TRIS, 1 mM EDTA.Na,, pH 8) v mnozstvi 10ul byla
pfidana piimo do roztoku prekryvajiciho kationtovou dvojvrstvu. Konecna koncentrace DNA byla okolo
1 nM. Doba inkubace DNA se liSila od hodiny po né€kolik hodin. Poté byly vzorky jemn¢ oplachnuty a
ihned zobrazovany ve stejném pufru.

% EDTA Na, chelatuje zbytkové divalentni kationty, jako je Ca*" a Mg*". Tyto jsou vzdy ptitomny
v mikromolarnich koncentracich, a to i kdyz pouzivame 10 MQ.cm cistou vodu. Adsorpce DNA
k substratu vzrostla, bylo-li v purfu pfiddnolmM EDTA.Na,.
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elektrostaticka interakce. Byla-li lipidova dvojvrstva s adsorbovanym plazmidem
inkubovana pii 50 — 55 °C v pfitomnosti EDTA.Na, po dobu jedné hodiny, DNA se
husté a jednotné svinula (respektive vytvofila kompaktni obrazec ve stylu bludiste).
Sitka molekuly DNA méfena z AFM snimkd byla vzdy pod 3 nm (plna $itka méfena
v polovicni vysce).

Vlakna DNA vykazovala na svém povrchu dobie rozlisené zatezy, vyskytujici se
s periodou 3,4 nm + 0,4 nm, coz je ve shod¢ se znamou hodnotou rozteci Sirokych,
hlubokych zlabka ve struktuie dvojité Sroubovice (typ B). Toto ukazuje, ze struktura
adsorbované dsDNA na lipidové dvojvrstvé neni vyrazné€ ovlivnéna elektrostatickou
interakci s lipidy.

Uvedenou metodou byly ziskdny snimky s dosud nejdetailnéjSim rozliSenim
struktury DNA*" a tyto uspéchy v zobrazovani topografie DNA molekul vedly
ke spekulacim, zda by §lo vyuzit metodu AFM k sekvenovani. K odliSeni jednotlivych
bazi je vSak zapotiebi ziskat snimky DNA s rozlisenim lepSim nez 0,5 nm (Mou et

al. 1995).

Obr. 27: AFM snimek husté usporadanych molekul DNA (ptevzato z Mou et al.
1995).

47 Zobrazovani probéhlo v C-AFM, pouzity typ AFM byl NanoScope II , Digital Instrument. Skenovéni
pri pokojové teploté, frekvence skenovani 5—12 Hz, pouzity byly nosniky s ,,oxide sharpened tips“ o
konstant¢ tuhosti 0,06 N/m. Skenovaci sily byly v rozsahu 0,1—0,2 nN.
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Metody silanizace slidy

Yuri Lyubchenko a spolupracovnici (Lyubchenko et al. 1992a) dosahli velmi
silné adheze DNA k povrchu slidy upravené APTESem. K zobrazeni dlouhé dsDNA,
ssDNA a ssRNA®™ byla chemicky modifikovana ,ruby mica“ dvéma odlisnymi
procedurami, ,,liquid APTES¥« a ,vapour APTESSO“, kdy aminoskupiny
silanizovaného povrchu byly v nékterych ptfipadech methylovany. Methylace
aminovych skupin dava povrchu ponofeném v roztoku pozitivni naboj nezavisle na pH
vodného roztoku.

DNA’' i RNA byly rozpustény v pufru, osahujicim 10 mM TRIS-HCI, 10 -
20 mM NaCl, 5 mM EDTA.Na,, pH 7,4. Modifikovand AP-slida byla ponofena
do pufru obsahujicim pfislusny typ nukleové kyseliny pii pokojové teploté na dobu
jedné az dvou hodin. Poté byla slida sadsorbovanymi molekulami oplachnuta
deionizovanou vodou, osusena v rozich filtracnim papirem a osusena ve vakuu.

Kvalitni AFM snimky byly ziskany jak pro methylovany povrch (krok 1 i
krok 2), tak pro aminopropylovy povrch (krok 2 byl vynechan). Pii velké koncentraci
APTESu (0,1 M) byl silanizovany povrch nerovny, pii mnohem nizsich koncentracich
APTESu v rozpoustédle (0,1 uM) byly tyto nerovnosti redukovany. Touto metodou byla
zobrazena DNA a RNA ve vzduchu a poté byla tataz biomolekula zobrazena v kapalin¢

(Lyubchenko et al. 1992b, 1992a).

Jak bylo zminéno dfive, existuje mnoho riznych variant procesu silanizace
substratu. NiZze uvedené metody byly pouzity k uchyceni nukleovych kyselin. Pro

silanizaci lze vystavit povrch substratu APTESovym param, ponofit povrch substratu do

* Naptiklad fragmenty plazmidu pBR 322 DNA.

® Vitéto metodé 3lo konkrétné o inkubaci &erstvé slidy v Gerstvé pfipraveném roztoku 3-
aminopropyltriethoxysilanu (0,1 pM — 0,1 M) v toluenu nebo dimethylformamidu po dobu nékolika hodin
s mirnym protiepavanim, nasleduje oplachnuti ¢istym rozpoustédlem a suSeni (krok 1). OsuSené Stépy
slidy byly ihned ponofeny do methyliodidu (methylové skupiny jsou substituovany za aminové) a byly
zde ponechany jednu hodinu. Nasledovalo opét suseni (krok 2).

% Mnozstvi APTESu v exsikatoru bylo 30 pl. Po silanizaci opét nasleduje methylaéni procedura jako
v ptedchozim pftipadé¢.

! Koncentrace DNA byla vrozmezi 0,1-0,01 ug/ml, v zavislosti na délce zobrazované nukleové
kyseliny.
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vodného (Feng et al. 2000, Nagami et al. 200252,), acetonového (Karrasch53 et al. 1993,
Saal et al. 2002, dimethylformamidového (Lyubchenko et al. 1992b) nebo
toluenového roztoku APTESu (Lyubchenko 1992b), néktefi autofi preferuji pouziti
¢aste¢n¢ hydrolyzovaného roztoku silanu (Fang and Hoh 1999).

e 7 r . . . 55
Pfi srovnani obou metod silanizace, tj. ,,vapour ™

a ,liquid“ You and Lowe
(1996) dosli k zaveéru, ze ,,vapour* silanizace poskytuje hladsi a stabilnéjéi56 silanovy
film na povrchu substratu nez metoda ,,liquid* silanizace (You and Lowe 1996). Tito
autofi také doporucuji ponotit silanizované povrchy do roztoku SDS, ktery dle nich
stabilizuje silanovou vrstvu.

Vhodnost AP-slidy (AP-mica) k uchyceni DNA molekul jiz byla mnohokrat
prokazana. Z novéjsich ¢lankd uved’'me naptiklad Feng et al. (2000), Lyubchenko and
Shlyakhtenko (1997), Shlyakhtenko et al. (2000).

AP-slida mize uchytit DNA za riznych podminek: pti inkubaci od 0—60 °C, za
pouziti riizné iontové sily pufrovych roztokt, pfi riznych koncentracich DNA - az pro
0,01 pg/ml pro ADNA (Zuccheri in press).

V principu je mozné modulovat silu adsorpce DNA k povrchu snizenim hustoty
aminopropylovych skupin na slidé. Experimenty publikované v literature ukazuji, ze
DNA je k silanizovanému povrchu pfichycena velmi silng, az pfiliS. Jak bylo zminéno
vyse, v soucasnosti je zajem pii pripravé substratu zaméfen na kontrolu a modulaci

adheze nukleovych kyselin k substratu.

32 AFM snimky plazmidové DNA (pBR 322) byly pozorovény v kapaling. Na &erstvé odstipnuty slidovy
substrat bylo naneseno 10 pl 0,0002% vodného roztoku APTESu (Shinetsu chemicals, Japan) a bylo zde
ponechano dvé minuty. Poté byla slida oplachnuta 10 ml ¢isté vody, osusena proudem plynného dusiku a
ponechédna 70 min pii 110 °C. Na silanizovany substrat bylo naneseno 10 ul DNA roztoku (10 mM TRIS-
HCL, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl, pH 7,4) a byl ponechan inkubovat dvé minuty. Poté byla naplnéna
stejnym pufrem a povrch sidy byl zobrazovan v pufrovych roztocich o riizné iontové sile. Snimky byly
pofizeny NanoScopell, Digital Instruments, Santa Barbara CA, pouZzitim komercnich Si;N, hrotl
v rezimuTP-AFM.

>V této praci bylo APTESem silanizovano kryci sklicko a to v 2% roztoku APTESu v 95% v/v vodném
acetonu.

>V této préaci autofi upozoriiuji, e formovani, struktura a tloustka silanové vrstvy vytvafené metodou
Hliquid APTES® je extrémné citlivé na mnozstvi vody pfitomné v rozpoustédle. Voda v rozpoustédle a na
povrchu substratu vytvaii béhem silanizace samovolné zpolymerizované silanové trojrozmérné klastry
nanometrovych rozmérd. TaktéZ metoda ,,vapour APTES“ je béhem vytvafeni silanového filmu na
povrchu substratu extrémné citlivd na vlhkost a koncentraci silanovych par. Piesto jsou v této metodé
paramenty silanizace 1épe kontrolovany nez v metodé ,,liquid APTES*.

> Metoda ,,vapour silanizace byva v literatufe uvadéna také pod pojmem CVD, chemical vapour
deposition.

% Povrchy byly charakterizovany v pojmech povrchové topografie, povrchové nerovnosti, tloustkou
silanizované vrstvy a velikosti adheze vrstvy k substratu.
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AP-slida je velmi uspésna také pti zobrazeni DNA ve vodnych roztocich, kdy
adheze DNA k silanizovanému substratu je stale dostatecné silna. Navic se zda, ze
adheze DNA ksilanizovanému povrchu je tak rychla, Ze molekuly DNA jsou
»zmrazeny“ v takové konformaci, kterou pravdépodobné maji v roztocich. Tvar
molekuly zachyceny AFM skenovdnim tedy reprezentuje projekci tvaru, ktery maji
molekuly v roztoku (Zuccheri in press). Pohyblivost uchycenych DNA molekul na
silanizovaném povrchu je velmi omezend, jak ukazuji opakované skeny téhoz mista
substratu v Case (tzv. ,time-lapse” experimenty) a piili§ silnd adsorpce DNA
k silanizovanému substratu miaze byt limitujicim faktorem pii dynamickych studiich
adsorbovanych molekul (Rivetti et al. 1996, Lyubchenko et al. 1997).

Je nutné neopomenout, ze povrchové tupravy substratu ¢asto davaji vzniknout
znecisténému povrchu a Ze neni mozné udrzet vSechny experimentalni parametry pod
ptisnou kontrolou (naptiklad okolni vlhkost, doba reakce, Cistota pouzitého silanu,
koncentrace silanu, kvalita slidového povrchu). Uprava povrchu APTESem (,,vapour i
,»liquid®) neni vyjimkou a necistoty v pouzitych reaktantech nebo ¢aste¢na polymerace a
nehomogenity davaji pfi silanizaci vzniknout heterogennimu povrchu (kde pouze malé
oblasti jsou dostatecné rovné a vhodné pro AFM analyzy). Kvalita silanizovaného
povrchu se tedy muze lisit vzorek od vzorku (You and Lowe 1996b, Tanigawa 1998,

Fang and Hoh 1998).

Silanizované povrchy by mély byt jemné oplachnuty, aby byly odstranény
neuchycené silanové molekuly. Ty mohou zptsobit jistou formu kondenzace (shluky)
zobrazované DNA. Osetieni silanizovaného povrchu vyssimi teplotami (kolem 100 °C)
nebo vakuem redukuje piitomnost mobilnich silanovych molekul a proto snizuje
pravdépodobnost kondenzace DNA na upraveny silanovy povrch. Tyto Upravy
silanizovaného povrchu pfed nanesenim vzorku jsou vhodné zejména pokud

ptipravujeme povrch pro DNA adsorpci (Fang and Hoh 1998).

Pravdépodobné nejpouzivanéj§im silanem je dosud APTES. Mimné

modifikované metody silanizace slidy uvedené v Lyubchenko et al. 1992 jsou pouZity
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také napiiklad v pracich: Bezanilla et al. (1995), Tanigawa (1998), Fang and Hoh’’
(1998), Shlyakhtenko et al. (1998, 1999), Umemura et al. (2000), Kim et al. (2002°%),
Sasou et al. (2003), Shlyakhtenko et al. (2003b).

Z hlediska vybéru spravnych pufrt, ve kterych je pro AFM zobrazovani DNA
rozpusténa, je velmi zajimavy Clanek Bezanilla et al. (1995). Autoii zde zobrazuji DNA
adsorbovanou z riiznych roztokii o stejném pH na silanizovanou slidu® a &istou slidu a
vyhodnocuji mnozstvi uchycenych plazmida® DNA v jednotlivych ptipadech. Ze
zaveéra publikovanych v ¢lanku vyplyva, Ze mnozstvi adsorbované DNA zavisi vyrazné
na slozeni pufrového roztoku. DNA rozpusténa v HEPES-Mg pufru se adsorbuje veelku
dobie, hte adsorpce probihd pokud je DNA rozpusténa v TRIS-Mg pufru a nejméné
pro TRIS-Mg-K pufr. Pro TRIS-EDTA.Na, nebo HEPES-KCI (nepublikované data) se
DNA na slidu neadsorbuje. Pfi vysokych koncentracich DNA ve vod¢ se na povrchu
slidy béhem adsorpce vytvari agregaty DNA (shluky nékolika plazmidt). Proto je
vhodné inkubujici se roztok s DNA osusit ihned po naneseni roztoku na slidu. Agregace
DNA se objevuje pouze u DNA rozpusténé v ultracisté vodé, pfi adsorpci DNA
z pufrovych roztokli je DNA dobie rozptylena na povrchu slidy. DNA adsorbuje
mnohem lépe na AP-slidu nez na Cistou slidu v kazdém ze zkoumanych roztokd, kromé
HEPES-Mg. Na druhou stranu kvalita AP-slidy se muze mnohem vice liSit u
jednotlivych pripravenych povrchi, nez je tomu u Cisté slidy. Zavéry publikované v této

praci jsou shrnuty v tabulce 2.

%7 Pro silanizaci byl piipraven 1% roztok vhodného silanu (3-aminopropyl-triethoxysilane, APTES, 3-
aminopropyl-trimethoxysilane, AEA , 3-(2-(2-aminoethyl)-ethylamino)-propyl-trimethosysilane, AEEA)
ve vodném roztoku 1 mM kyseliny octové (pH 3,5), roztok byl ponechan pét minut céastecné
hydrolyzovat. Substrat (kfemikova desticka) byl poté vertikalné ponofen do roztoku silanu a ponechan
zde po dobu desiti minut. Poté byl silanizovany substrat zroztoku vyjmut a oplachovan proudem
deionizované vody po dobu 10 —20 s pro odstranéni neuchycenych molekul silanu a osuSen stlacenym
vzduchem. Cerstvé silanizované substraty byly ponechany nasledné v sugiéce pii 100 °C po dobu dvou
hodin. Takto pfipravené substraty byly ihned pouzity k uchyceni molekul DNA, které byly zobrazovany
v organickych rozpoustédlech. Na AFM snimcich byly pozorovany podobné morfologické zmény jako
v Mou et al. (1995). Zhustovani DNA bylo vtomto pfipadé provazeno vznikem agretatd rizné
morfologie, véetné prstencovité.

% Pouzitym reagentem byl octadecyltriethoxysilan OTE, substratem slida, metoda silanizace byla
zalozena na ,,liquid APTES® silanizaci v inertni atmosféfe.

*%Slida byla silanizovana metodou ,,vapour APTES*.

0 pyi adsorpci DNA na cerstvou Cistou slidu byla na slidu nanesena DNA v daném roztoku, mnozstvi
1 pl. V pfipadé vody byl povrch ihned po naneseni osuSen stlacenym vzduchem, u ostatnich pufr byl
roztok ponechdn na povrchu slidy 30 s az minutu, oplachnut dvéma mililitry deionizované vody a poté
osuSen proudem stlaceného vzduchu. Na silanizovany povrch byl nanesen roztok DNA (50 pl), po
inkubaci byl vzorek oplachnut deionizovanou vodou a osusen. DNA rozpusténd jen ve vode nebyla pied
vysusenim oplachovana. Pfed zobrazovanim byly vSechny vzorky drzeny v exsikatoru plnéném P,Os.
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Tab. 2: Adsorpce plazmidové DNA na slidu a silanizovanou slidu. Ciselné hodnoty
uddvaji plazmid/um’, hodnoty byly vypocitiny z deviti nezavislych vzorki, koncentrace
DNA byla 1 ng/ml (Bezanilla et al. 1995).

roztok, ve kterém byla

plazmidovd DNA inkubovéna neosetiena slida AP -slida

na substratu

voda 0,4+0,1 6,4+3,0
HEPES - Mg®' 32422 3,942.8
TRIS - Mg* 1,9+0,8 nebylo méfeno
TRIS - Mg - K& 0,4+0,2 5,642,5
TRIS - EDTA Na,* 0 4,442 4

Jinou variantu silanizace publikoval v roce 2000 Tang® et al. (2000). Autofi
uvadi, ze fetézce silanovych molekul jsou navzajem pospojovany a vytvari tak sit
s nanometrovymi pory, kdy pravé porovita strukutura silanového filmu je velmi
vyhodnd, nebot’ umoznuje redukei akumulace®® soli obsazenych v pufrech. Pérovita
struktura silanizovaného filmu je zietelna pouze v oblastech s vysokym rozliSenim.
RMS silanizovaného povrchu mé hodnotu 0,16 nm.

Ze struktury adsorbovanych DNA molekul a zanalyzy adheznich sil autofi

v zaveéru ¢lanku usuzuji, Ze existence hydratovanych vrstev soli na povrchu vzorku je

vvvvvv

.y VIstvy hydratovanych soli

@

Obr. 28: Schéma vrstev hydratovanych soli na povrchu substratu neosetfeného silanizaci.

®' 40 mM HEPES-KOH, 10 mM MgCl,, pH 7.6.

6240 mM TRIS-HCI, 10 mM MgCl,, pH 7.6.

% 40 mM TRIS-HCI, 10 mM MgCl,, 50 mM KCI, pH 7.6.

10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA.Na,, pH 7.6.

Cerstvé §tdpy slidy byly ponechany v APTES parach ziskanych odpatovanim APTESu (300 pl) po dobu
Ctyficeti minut az dvou hodin. Silanizovana slida byla poté ponechana v exsikatoru na osm hodin,
nasledovalo zahtati na 105 °C a silanizovana slida byla ponechana pfi této teploté po dobu tfi hodin. DNA
byla rozpusténa ve vodeé na koncentraci 1 ng/pl, pfipadné v TRIS-HCI pufru a kapka roztoku DNA byla
dana na silanizovanou slidu. Roztok DNA byl inkubovan jednu az dvé minuty pfi pokojové teploté a poté
byl vysusen z povrchu slidy proudem plynného dusiku. AFM snimky byly ziskany typem NanoScope III
(Digital Instrument, Santa Barbara, USA), k zobrazovani byly pouzity Si;N, hroty a TP-AFM rezim.

% Akumulace soli je nevyhnutelna béhem vysouseni DNA pufrového roztoku na povrchu slidy.
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molekula nukleové kyseliny

\ vrstvy hydratovanych soli

silanova sit’ na povrchu slidy

Obr. 29: Schéma vrstev hydratovanych soli na povrchu silanizovaného substratu.

Metody silanizace substratu se mohou lisit také v dobé¢, po kterou probiha reakce
a druhem pouzitého silanu. Co se ty¢e vybéru riznych silanovych reagentti, napiiklad
v praci Sasou et al. (2003) se autoti piimo zaméfili na hledani optimalnich podminek
pro silanizaci slidy réiznymi alkoxysilany®’. Pro methyltrimethoxysilan bylo
nejvyhodng&jsi mnozstvi reagentu piipadajici na jednotkovy povrch slidy 0,035 pl/cm® a
doba, po kterou probihala silanizace v dusikové atmosféte, byla dva dny. Silanizace
probéhla pii pokojové teploté, RMS drsnosti takto silanizovaného povrchu byla
(0,08+0,02) nm.

Pii  stanovovani podobnych optimalnich podminek pro silanizaci
methyltriethoxysilanem a ethoxytrimethylsilanem experimenty ukézaly, Ze silanizovany
povrch nebyl ve srovnani s methyltrimethoxysilanizovanym povrchem tak kvalitni.
Totéz plati pro silany, které maji molekularni strukturu prostorové rozlehlejsi nez
methyltrimethoxysilan, napiiklad 3-aminopropyltrimethoxysilan, 3-
aminopropyltriethoxysilan a silany obsahujici fenylovou skupinu. RMS téchto povrchti
byla n¢kolik nanometri a zobrazovani DNA na takovych substratech bylo ve srovnani
DNA). Slida silanizovana methyltriethoxysilanem vykazovala RMS drsnosti povrchu

(0,168+0,05) nm, pro methyltrimethoxysilan 0,08+0,02 nm, 3-

67 Methyl-trimethoxysilan byl navdzdn na Cerstvé odstipnuté slidé modifikovanou metodou ,,vapour
APTES*. Stépeni slidy i vlastni silanizace byla provedena v plastovém pytli (plastic glovebag) plnéném
plynnym dusikem. Stejnd metoda byla pouzita pro ostatni reagenty. Kapka 2 pl roztoku A-DNA (4,5 ng/ul
v 10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA.Na,, pH 8,0) byla napipetovana na povrch silanizovaného substratu a
poté jemné odsata mikropipetou. AFM zobrazovani bylo v TP-AFM ve vzduchu pfi pokojové teplote.
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aminopropyltriethoxysilan (0,11 £0,03) nm a pro phenyltrimethoxysilan byla RMS
(0,10£0,04) nm (Sasou et al. 2003).

Vjiné studii Titte et al. (2003) porovnali tifi rizné postupy piipravy
silanizovaného povrchu. Pouzitym reagentem byl 3-aminopropyltrimethoxysilan,
APTMS (98% v toluenu, Sigma, USA), ktery byl pouzit bez predchozi redestilace.
Silanizovany povrch byl pfipraven silanizaci APTMS v acetonovém roztoku®,
silanizaci v line4arné polymerizovaném69 APTMS (LPS-roztokem) a silanizaci éist}'/mm
APTMS. Snimky naskenovanych povrchii jsou na obr. 30. Pouzita slida byla vzdy pred
silanizaci ponechana na dvé hodiny v 2 M roztoku NaOH v 50% w/w vodném ethanolu.
Poté byla oplachnuta Cistou vodou a pouZzita k silanizaci.

U jednotlivych povrchi byla srovnavdna heterogenita a zrnitost. Povrch
hydroxylované slidy silanizovany v 2% acetonovém roztoku APTMS vykazoval velké
nehomogenity, které ani snizeni koncentrace APTMS na 107% uplné neeliminovalo
(viz obr. 30, a) a b)). Osetteni slidy LPS-roztokem nebo ¢istym APTMS poskytovalo
mnohem hladsi povrch (viz obr. 30, ¢) a d)).

Pii imobilizaci DNA”' byl na povrchu slidy ponechan DNA roztok (50 pM
roztok DNA ve 100 mM uhli¢itanovém pufru’, pH 9,0) inkubovat po dobou dvou
hodin. Pfed AFM zobrazovanim byly vzorky oplachnuty vodou.

% Silanizace roztokem APTMS: Hydroxylovana slida byla ponechéna na jednu minutu v 2% az 10™%
roztoku APTMS v 95% v/v vodném acetonu. Poté byl povrch slidy oplachnut acetonem, ponechan pfi
pokojové teploté na vzduchu dvanact hodin a dvanact hodin péct pti 90 °C.

% Silanizace linean& polymerizovanym APTMS: Pro linearni polymeraci (LP) byla pfipravena smés
vody (0,656°g) a APTMS (3,295°g), ktera byla michéna pti 80 °C po dobu tficeti minut. Reakce byla
ukoncena ptidanim methanolu (vysuseny, redestilovany) v imérném mnozstvi tak, aby vznikla smés byla
vysoce viskozni. Pro vyloueni moznosti dal§i polymerace byla smés suSena aezotropni destilaci
s heptanem. Velmi viskézni produkt byl rozpustén v 15 ml methanolu. K silanizaci bylo pouzito tmérné
mnozstvi roztoku linearné polymerizovaného silanu v methanolu (LPS-roztok), ktery byl piimo
napipetovan na povrch hydroxylované slidy. Takto nachystana slida byla ponechdna 12 h na vzduchu pfi
pokojové teploté a 12 h péct pii 90 °C.

"0 Silanizace &istym APTMS: roztok &istého APTMS byl napipetovan na hydroxylovanou slidu. Takto
nachystana slida byla ponechéana 12 h na vzduchu pii pokojové teploté a 12 h péct pii 90 °C.

1’5’ _amino modifikovany DNA oligonukleotid (Sigma-Genosys, UK).

72 Sodium carbonate/bicarbonate.
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Obr. 30: Snimky silanizovanych povrchii, prevzato z Titte et al (2003).
a) hydroxylovana slida ponechana jednu minutu v 2% roztoku
APTMS
b) hydroxylovand slida ponechdina jednu minutu v 107°% roztoku
APTMS
¢) slida silanizovana linedarnée polymerizovanym APTMS v methanolu
d) slida silanizovana cistym APTMS
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Silanizace slidy pouZitim silatranu

Na rozdil od APTESu pouzivaného k modifikaci substratd je 1-(3-
aminopropyl)silatran (APS, viz obr. 31) extrémné odolny k hydrolyze a polymeraci za
neutralniho pH (Shlyakhtenko et al. 2003a).

SN

£

e H
Hzl —(CHz)s—51 O/\,

8] ‘_‘/[
Obr. 31: I-(3-aminopropyl)silatran, APS.

V préci (Shlyakhtenko et al. 2003a) byl APS pfipraven by vypafovanim smési
APTESu ve vakuu (vacuum evaporation). Smési obsahovala 4,13 g triethanolamine,
1 mg sodium (katalyzator) a 6,12 g APTESU pii 60 °C, a byla ponechana odpafovat do
doby, nez byla dosazena konstantni hmotnost 6,4 g. Takto ziskany produkt je mozno
pouzit k silanizaci substratu bez dal§iho ptecisténi. V ¢lanku pouzili 50 mM zasobni
roztok APS v deionizované vod¢, uchovany v lednici pii 4 °C bez dalSich specialnich
pozadavki na uskladnéni. K modifikaci slidy byl zasobni roztok roziedén v objemovém
pomeéru 1:300 v deionizované vode¢, Cerstva slida byla ponotena do pracovniho roztoku
na dobu tficeti minut, oplachnuta jemné deionizovanou vodou, suSena argonem a
nasledn& uchovéna v argonové atmosféie do doby pouziti”>. RMS APS-slidy zobrazené
ve vodném roztoku bylo 0,15+0,03 nm, AP-slidy (,,vapour metoda“) 0,31+0,06 nm
(Shlyakhtenko et al. 2003a). APS-slida byla pouzita také napiiklad v Riener et al.
(2003).

Kovalentni uchyceni molekul DNA

Pii uchyceni molekuly DNA k zlatému substratu Hegner’* navazal DNA pomoci
thiolové vazby na obou koncich molekuly. DNA byla uchycena k zlatému povrchu

prostiednictvim 5-merkapto-hexanolové skupiny HS(CH,)e- na 5'-fosfatu DNA. Zbytek

™ Na APS-slidé byl zobrazovan streptavidin-DNA komplex a plazmidova DNA (pCU19, pCW2966) pii
ruznych iontovych podminkach (TE pufr pH 7,6 az TE pufr s 200 mM NaCl).

™ Pretisténa DNA byla rozpusténa v 10 mM TRIS-HCl pH 7,5 nebo 10 mM octanu amonném,
uchovavana pii 4 °C (nebyla zamrazena), pouzita koncentrace DNA byla 0,1 uM, doba inkubace roztoku
s DNA na substratu 30—60 minut, k méteni byl pouzit typ AFM - Nancoscope III, Digital Instrument.
Meéteno v: voda, propanol, ethanol, pufr (10 mM TRIS-HCI, pH 7,5, 1 mM EDTA.Na, nebo v 10 mM

octan amonny s / bez 0,1 uM DTT), konstanta tuhosti nosniku 0,08—0,17 N/m.
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DNA byl ponechan volné¢ pro pfipadné interakce naptiklad s proteiny. Zlato jako
substrat je chemicky inertni a zaroven piistupné pro chemisorpci pies thiolové vazby.
Vazba Au-S je pomérné stabilni a protoze thiolové skupiny mohou byt navazany na
biomakromolekuly DNA vhodnou modifikaci, je tato metoda dosud pouzivana

(Hegner et al. 1993, Hansen et al. 2004).

Zobrazeni chromatinovych vlédken

Nemodifikovanad ocisténa kryci sklicka byla také pouzita jako substrat
v po&atcich AFM, a to k uchyceni chromatinu(Allen et al. 1993). Velka pozornost
musela byt vénovana oplachovani skli¢ek (pro odstranéni neuchycené¢ho materidlu a
soli), tento krok casto odstranil ze substratu i samotny vzorek. Vzorky byly poté
vysuSeny a ihned zobrazovany upravenym SizNs hrotem. Na AFM snimcich bylo
mozno rozliSit jednotlivda nukleozomalni jadra. V clanku jde o prvni snimky
chromatinovych vldken, snimky jiz dokonce poskytuji informace o natésnani DNA
uvnitf nukleozomu (Allen et al. 1993). Dalsi studie chromatinového vldkna lze najit

napfiklad v (Bustamante at al. 1997a)

Obr. 32: AFM snimek chromatinového vidkna (prevzato z Allen et al. 1993).

3,78 kbp linearni fragment DNA (Lytechinus variegatus), obsahujici nukleozomy byl rozpuitén
v 5 mM TEA-HCI, pH 7,0, 10 mM NaCl, 0,2 mM EDTA.Na, a 0,1% glutaraldehyd, byl nanesen na kryci
skli¢ko. Uzavieny kruhovy chromatin byl nanesen na kryci skli¢ko z roztoku 20 mM HEPES, 50 mM
NaCl, 0,5 mM EDTA.Na, a 0,1 mM PMSF, pH 7.5. Koncentrace chromatinu byla 1-15 pug/ml, roztok byl
inkubovan na krycim sklicku 2—10 minut. Poté byla kryci sklicka se vzorky lehce oplachnuta proudem
deionizované vody, osusena a ihned zobrazovana C-AFM ve vzduchu (pfi relativni vlhkosti 45+5 %).
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Kolem roku 1995 jiz bylo rutinné zvladnuto zobrazovani DNA na vzduchu,
avsak zobrazeni nukleovych kyselin v roztocich bylo stale velmi obtizné, zejména kviili
slabé adsorpci vzorku k substratu. Problém byl ¢asteéné vyfeSen pouzitim nové
vyvinutého tapping modu (TP-AFM), ve kterém mohou byt zobrazeny i slab¢
prichycené molekuly. Nejzajimavéjsim vysledkem bylo pravdépodobné pozorovani
pohybu DNA vroztoku a enzymatické Stépeni ssDNA deoxyribonukledazou Il in
situ’®(Bezanilla et al. 1994). Strukturalni zmény DNA po navazani riznych proteini
jsou zakladem pro kontrolu riiznych biologickych procesti, zejména béhem transkripce,
a proto byly kolem roku 1995 aplikace AFM na DNA vyuZivany zejména ke studiu
zmén konformace DNA vyvolané navdzanim riznych proteinti (Shao et al. 1996).
Prostfednictvim kontinudlnich skent téhoz mista byla pozorovana dynamika a
enzymatickd degradace slabé uchycené DNA na NiCl, oSetfené slidé. Strukturalni

zmény DNA po navazani riznych proteint sledovali naptiklad Dame et al. (2003).

Odlisné metody uchyceni DNA k substratim

Prestoze vroce 1997 jiz byla rozliSena detailn€jsi struktura DNA a DNA-
proteinovych komplext usazenych na AP-slidé, vyvoj novych metod modifikace
substratu pouzitelnych k zobrazovani DNA vzorktl neustal.

V japonskych laboratofich Tanigawa a Machida srovnavali kvalitu slidového
povrchu upraveného sperminem (RMS povrchu 0,18 nm), spermidinem (RMS povrchu
0,19 nm) a 3-aminopropyltriethoxysilanem (RMS drsnosti povrchu 0,38 nm). Pii
odetfeni slidového povrchu sperminem a spermidinem’’ byla &erstva slida vystavena
piisobeni roztoku”® o koncentraci 5-5.10" mg/ml po dobu pé&ti minut za pokojové
teploty, poté byla ponechana v péti mililitrech deionizované vody a usuSena proudem
plynného dusiku. Pro ziskani AP-slidy byla pouzita metoda ,,vapour APTES®“ za
pokojové teploty.

76 Zobrazeni DNA adsorbované na substratu v kapaling bez predchoziho vysuseni.

7 Poget uchycenych DNA klesa s klesajici koncentraci sperminu/spermidinu. Vhodné koncentrace pro
spermin jsou v rozsahu 5 10%az 5 mg/ml, pro spermidin 5 1025 mg/ml. Pocet uchycenych molekul byl
vzdy vétsi pro povrch oSetfeny sperminem nez povrch oSetfeny spermidinem (koncentrace reagentli v
roztoku byla stejnd). Tento rozdil miZze byt disledkem odliSného poctu aminoskupin v reagentech, nebot’
spermin obsahuje ¢tyfi aminoskupiny zatimco spermidinova molekula pouze tfi.

"V ¢&lanku neni bohuZel uvedeno, zda jde o vodny roztok nebo roztok reagentu v organickém
rozpoustédle.
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K inkubaci byl pouzit roztok DNA nebo DNA-Spl komplexti (DNA-proteinovy
komplex), ktery byl ponechan na slidé po dobu péti minut. Nasledovalo oplachnuti
modifikovaného substratu péti mililitry deionizované vody a usuSeni proudem plynného
dusiku.

Na jednotlivych modifikovanych povrSich byla zkouména schopnost AFM
mapovat vazebnd mista na fragmentech linearni DNA, vySettovany byly také zmény
v tercialni struktufe DNA” pii ptisobeni zvysujici se iontové sily. Pro ziskani oteviené
kruhové struktury plazmidu byl pUCI9 inkubovan s topoisomerazou I v pufru®® po
dobu jedné hodiny, za teploty 37°C.

H H
HN N
/r b /\|\ NH,,
H.N NH, H2N
Obr. 33: a) spermin, N,N'-Bis(3-aminopropyl)-1,4-diaminobutan)

b) speminidin, N-(3-Aminopropyl)-1,4-diaminobutan.

Pii urCovani lokace vazebnych mist byl pouzit Spl-DNA komplex.
Vyhodnocovany byly histogramy distribuce vzdalenosti mezi centrem navazaného Spl a
bliz§im koncem studovaného fragmentu DNA. Vazebné misto bylo detekovano na AFM
snimcich a jednozna¢né zmapovano pouzitim druhého DNA fragmentu o odli$né délce.

Pti vySetfovani konformace nadSroubovice DNA byly vyhodnocovany oblasti
s tésnym vinutim vlaken DNA a oblasti, ve kterych byla DNA v relaxované forme. Pro
slidu oSetfenou sperminem byly oblasti s tésnym nadSroubovicovym vinutim vlaken
mnohem vétsi nez ty, ve kterych byla molekula relaxovand. Pro ziskani plné relaxované
formy DNA byla DNA oSetfena topoisomerazou [ a na AFM snimcich byly pozorovany
konforma¢ni zmény vedouci na otevienou kruhovou DNA. Publikované vysledky
ukazuji, ze slida oSetfena sperminem a spermidinem je vhodny substrat pro AFM

zobrazovani nadsroubovicové DNA (Tanigawa et al. 1997).

Béhem néekolika poslednich let se tedy z mikroskopie atomarnich sil stal velmi

uzite¢ny nastroj k analyze struktury nukleovych kyselin. Aplikace AFM studii zahrnuji

" Nadsroubovicové vinuti DNA hraje kli¢ovou roli v genetickych procesech v buiice.
%10 mM TRIS-HCL, pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM DTT(dithiothreitol).
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skeny s vysokym rozliSenim dvojité Sroubovice, studium DNA-proteinovych komplexd,
analyzu dynamiky hydratovanych nukleovych kyselin, studium konformace
nukleozomi a jejich podstruktury, neobvyklych DNA struktur jako jsou napiiklad G-
vlakna, stechiometrii DNA-proteinovych komplexi, pohyb DNA molekul kratkych jen
300 part bazi ve vodnych roztocich nebo naptiklad DNA-enzymovych interakci. AFM
zobrazovani statickych DNA - enzymovych interakci poskytuje informace o lokaci
enzymu na DNA a o vazebnych uhlech, zatimco dynamické snimky DNA a aktivnich
enzymu ve vodnych pufrech oteviraji novou oblast vyzkumu v enzymologii (Hansma et

al. 1996).

3.2 Shrnuti aplikaci AFM pro studium nukleovych kyselin

AFM topografické snimky DNA s vysokym rozliSenim, jsou publikovany v Mou
et al. (1995), Maeda® et al. (1999), Fang and Hoh (1999), Nagami®**et al. (2002).

Studium zmén v sekundéarni struktufe DNA (zejména nadsroubovicového vinuti

a kondenzace DNA). Zmény v nadSroubovicovém vinuti v obecném smyslu byly
vy§etiovany napiiklad v Okada et al. (1998), Lyubchenko® et al. (1997a), Hansma
(2001), Sun et al. (2001), Nagami et al. (2002), konkrétni ovlivnéni struktury DNA
kationty pfitomnymi v pufrovych roztocich bylo studovano naptiklad v Fang and Hoh
(1998), Dahgren and Lyubchenko (2002) a Zheng et al. (200384). AFM zobrazovani

v této souvislosti vyznamné prispélo k porozuméni konformacénich zmén a prokazalo, ze

8! Rezimem NC-AFM a TP-AFM byla pozorovana ssDNA (M13mp18, 7 kpb) a dsDNA (pBlue Script II,
2 kpb). ssDNA byla rozpusténa v 10 mM TRIS-HCl a 1 mM EDTA.Na,, koncentrace ssDNA byla
20 pg/ml, dsDNA byla rozpusténa ve vodé na konecnou koncentraci 10 pg/ml. Substratem k uchyceni
byla neosetiena Cerstva slida. DNA byla uchycena ponechanim 1 pl roztoku DNA na n¢kolik minut na
substratu. Roztok s DNA byl odstranén ze substratu proudem vzduchu a vzorky byly po vysuseni
pozorovany ve vzduchu (TP-AFM v amplitudovém rezimu) a ve vakuu (NC-AFM) AFM mikroskopem
SPI 3700 (Seiko Instruments, Japan).

%2 Nadsroubovicova struktura plazmidové DNA (pBR 322) byla pozorovéana po inkubaci DNA roztoku
(10 mM TRIS-HCI, 5 mM MgCl,, pH 7,4) na Cerstvé odstipnuté, ni¢im neupravené slidé. Roztok s DNA
byl poté oplachut malym mnozstvim 0,2% roztoku uranyl acetate a osuSen plynnym dusikem. Uranyl
acetate fixuje konformaci DNA po jeji adsorpci na substrat (Pastré et al. 2003).

%3 Tercialni struktura nadsroubovice DNA byla zkoumana u DNA adsorbované z roztoki o riizné iontové
sile. V ¢lanku byla prezentovana metoda uchyceni DNA k substratu bez vysuSeni vzorku pfed zobrazenim
v kapaliné¢ (AFM in situ). Toto bylo umoznéno kombinaci TP-AFM a pouzitim AP-slidy silanizované
metodou ,,vapour APTES®.

% Na &erstvé slidé byla po vysuseni inkubagniho roztoku zobrazena kruhova plazmidova DNA (pBR 322)
a linedrni plazmid (pBR 322, 4361 bp, Sino Biogechnology, China). Zobrazeni prob¢hlo ve vzduchu (v
kapalin€) rezimem TP-AFM, NanoScope III (Digital Instrument, Santa Barbara, USA).
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je velmi vyznamnou nejen zobrazujici metodou. Na rozdil vSak od EM metoda AFM
umoznuje vizualizovat DNA v ptirozenych podminkach.

AFM skeny nukleovych kyselin in situ (tj. pozorovani molekul DNA v roztocich
bez predchoziho vysuSeni) ukazuji, Ze DNA molekuly zobrazené v pufru o nizké
iontové sile jsou ziidka rozvétvené s nepravidelnym tvarem. Plektonemické vinuti
nadsroubovice se formuje pii vysoké koncentraci iontit v roztoku (tedy za podminek
blizkych fyziologickym). Lyubchenko et al. (1997) zobrazoval plazmidovou DNA, kdy
molekuly vykazovaly pfi velké iontové sile nejcastéji tvar osmicky (cca 80%), zatimco
v pufru o nizké iontové sile byl pievazné v relaxovaném stavu®. Pfi zobrazeni ve
vzduchu byly u molekul DNA (adsorbované z pufru o velké iontové sile) pozorovany
stejné strukturni konformace jako v ptipadé in situ. Také u DNA molekul
adsorbovanych na AP-slidu (z pufru o nizké iontové sile byly pozorovany podobné
konformace jako pii odpovidajicim zobrazeni in situ. Je tedy mozno piedpokladat, ze
DNA molekuly zlstavaji na misté¢ kde byly adsorbovany ziejmé ve stejné konformaci,

aniz by je pfili§ ovlivnil vysouseci krok pfi ptipraveé vzorku. (Lyubchenko 1997a).

Zobrazovani DNA-proteinovych komplexti patfi mezi jedny z nejznameéjSich

aplikaci AFM zobrazovani. AFM muze tyto komplexy vizualizovat na vzduchu po
vysuSeni nebo za fyziologicky blizkych podminek v kapalinach. Studie protein-DNA
komplexti na jednotlivych molekulach DNA umoznily exaktné ukazat specifitu nebo
nespecifitu zkoumanych komplexti, zmé€ny vazebnych whli a lokalizaci navazanych
proteini na DNA (Bustamante and Rivetti 1996). Jak uz bylo zminéno dfive, AFM
umoznuje vizualizovat také strukturalni zmény na DNA zpiisobené vazebnymi proteiny

(napi. v Dame®® et al. 2000).

Vyroba DNA biosenzorit V posledni dob¢ napiiklad védci z IBM oznamili, ze

vyviji senzory k identifikaci genovych mutaci. DNA vlédkna imobilizovana na povrchu

nosniku reaguji specifickym zplsobem (zdvislym na shodé¢ ¢i neshodé v

8 Relaxovany stav plazmidové DNA znamené kruhovou strukturu (tvar) uzavieného vlakna DNA.

8 Protein pouzity v této studii byl H-NS (Escherichia coli). Tento protein je zapojeny do genovych
pfenost a svinovani DNA. Roztok plazmidu pUC19 nebo smés plazmidu a proteinu (vlastni ptiprava) byl
ziskan rozpusténim zasobnich roztok v 5 mM HEPES, 5,5 mM MgCl,, 3 mM KCI a ponechéan inkubovat
na Cerstvé slidé. Po dvaceti vtetfinach byl roztok ze slidy jemné oplachnut HPLC vodou (Sigma). Piebytek
roztoku byl odsat vrozich filtraénim papirem a slida byla suSena pomalym proudem filtrovaného
vzduchu. Ziskana frekvence byla 1 molekula komplexu/um®. Snimky byly ziskany prostfednictvim
NanoScope Illa (Digital Instruments, Santa Barbara, USA) v TP-AFM rezimu na vzduchu.
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komplementarité vlaken DNA obsazenych v zobrazujicim roztoku) s DNA rozptylenou

v zobrazujicim roztoku (Fritz et al. 2000).

Mg¢fteni silovych interakei mezi komplementarnimi vlakny DNA napiiklad v Lee

et al. (199487), Zlatanova et al. (2000), Ling et al. (2004).

Sledovani destrukce DNA zplsobené y-zafenim. Radiace je povaZovana za

jedenu znejdulezitéjSich pfi¢in smrti bunék, protoze zpisobuje poskozeni DNA.
Murakami et al. (2000, 2001) analyzoval degradaci tfi forem plazmidové DNA
(PBluescript II KS+) - uzavieny kruhovy plazmid (intaktni DNA), otevieny kruhovy
plazmid (DNA s poskozenim jednoho vlakna) a linearni formu (DNA s poSkozenymi
obéma vlakny). Autor zdlraziluje, Ze torzni rysy plazmidové DNA byly zobrazeny 1épe
s AFM nez s TEM a strukturdlni zmény DNA byly rozezndny s nanometrovym

rozliSenim.

Studium dynamickych jevit DNA V ¢lancich byva metodou AFM pozorovana

zejména dynamika polymerazového komplexu na riiznych fragmentech DNA (cca 10°
bp), je zobrazovan proces navazani a vyvazani specifickych proteinii nebo naptiklad
RNA polymerazového komplexu (Guthold 1994, Shlyakhtenko et al. 1998%, Umemura
et al. 2000, Abdelhady et al. 2003%°, Lyubchenko et al. 2004°°)

%7V tomto experimentu byla méfena velikost interakce mezi vlakny DNA. Pouzita byla komplementarni
vlakna SH - (ACTG)sa SH - (CAGT);s Vlakna DNA byla kovalentn¢ pfichychycena pfes thiolovou vazbu
k povrchu substratu a komplementarni vldkna DNA k sférickému hrotu. Povrch modifikovaného hrotu
byl piiblizovan k modifikovanému povrchu substratu. Do vzdalenosti vétsi nez pét nanometri byla
detekovana interakce zanedbatelnd. V oblasti od 5 nm a mift dochézelo k pfiskokim, kdy se oba povrchy
dotykaly diky nespecifickym povrchovym silam. Dalsi pfiblizovani obou povrchii vedlo ke vzniku
repulsivnich sil. Pii oddaleni povrchi od sebe byla pozorovana vyznamna hystereze, v disledku
adhezivnich sil (1,65 nN) (Lee et al. 1994).

#¥plazmidova DNA(pUC8F14C) v TE pufru obsahujicim 1 mM MgCl, byla nanesena na §tépenou slidu
(,,ruby mica“) na deset sekund a oplachnuta lehce ultraistou vodou. Vzorek byl poté vysuSen proudem
plynného dusiku a uchovan exsikatoru. Zobrazovan byl v kapalin€ a na vzduchu reZimem C-AFM.

%V tomto &lanku byla pozorovana pfimé degradace DNA komplexu (pBR 322) vystaveného DNAaze 1,
AFM vybaveni: NanoScope III (Digital Instrument, Santa Barbara, USA), oxide sharpened silicon nitride
tips (Veeco, Santa Barbara, CA, TP-AFM.

90Bylo demonstrovano pfipojeni RNA polymerazy na DNA (vznikl tak RNAP-DNA komplex) v redlném
case. Soucasné se autorim povedlo vizualizovat posun polymerazy podél DNA. Posun zahrnuje jak diftizi
RNA polymerazy podél vldkna DNA tak pfeskoky enzymi mezi jednotlivymi misty na vlakné DNA
(Lyubchenko et al. 2004).
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VysSetfovani elasticity a tuhosti NA (viz obr. 34) jsou uvedené napiiklad v Lee
et al. (1994), Hansma et al. (1995°!, 1996), Baumann et al. (2000), Bustamante et al.
(2000), Nony et al. (2001°%), Morii et al. (2004).

Obr. 34: Schéma primého mereni sil nezbytnych krozbaleni (unfold) struktury
biomolekuly. Biomolekula je kovalentné navazana k substratu a AFM hrotu.

Izolace Césti nukleové kyseliny z vlidkna DNA. Mapovani sil na plazmidové

DNA molekule mikroskopem atomarnich sil ukazalo, Zze pii pouziti stfedné kyselych
roztokll se zvySuje adhezni sila mezi SizNs hrotem a vlakny DNA. Diky témto
adheznim silam mutze byt plazmid DNA odtrZzen z povrchu slidy a ptipadné pouzit

k dalsim G¢elim (Xu® and Ikai 1998).

Ptiprava a vizualizace DNA siti. Za urcitych podminek (napf. vysoka

koncentrace DNA v roztoku) mize DNA adsorbovana na pevném podkladu vytvaret
plosné sité. Tyto byly zobrazovany napiiklad v et al. (2001, 2005), Xiao et al. (2003),
Hansma et al. (2004). V poslednich nékolika letech se DNA molekuly staly diky svym
specifickym vlastnostem vramci vytvorenych siti stredem zajmu pii vyrobé

nanostruktur.

?'pokrok nezobrazovaci AFM zahrnuje vyuziti silovych kiivek k méfeni mezimolekularnich sil, silovému
mapovani a méteni pohybu proteinti (Hansma 1996).

%2 Za rtiznych iontovych podminek byly m&feny parametry elasti¢nosti DNA.

% Pro AFM vzorky byla DNA rozpusténa v HEPES-Mg pufru, pH 7,5 (50 mM HEPES, 10 mM MgCl,)
na konecnou koncentraci 1 ng/pl. Inkubace roztoku na cerstvé slidé byla 5 - 10 minut, pti 60 C. 1 pl
tohoto rozoku byl napipetovan na stfed Cerstvé slidy. Po dvou minutach inkubace byla slida lehce
oplachnuta proudem 2-5 ml Milli-Q vody, suSena stlaCenym vzduchem a potom tficet minut a vice
uchovana ve vakuu. Do doby nez byly zobrazovany byly vzorky uchovany v Petriho miskach.
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Cile diplomové prace

Vypracovat piehled biologickych aplikaci AFM.

Zpracovat prehled problematiky na uziti konkrétnich metodik k uchyceni
nukleovych kyselin.

Zavést metodiku uchyceni nukleovych kyselin prostfednictvim kationtd nebo
vhodnou silanizaci do praxe a zobrazit topografii plazmidové DNA pfistrojem
Explorer AFM.

Zobrazit thylakoidy metodou AFM.

Zhodnotit AFM snimky plazmidové DNA s vysledky publikovanymi v odborné

literatuie.



5 Experimentalni cast

V této diplomové praci byly biologické vzorky zobrazovany pfistrojem Explorer
AFM (ThermoMicroscopes, USA, firma dnes spada pod Digital Instruments, Veeco
Metrology Group, Santa Barbara, USA). AFM pfistroj se sklada (vyjma elektroniky) z

meéfici Casti a podstavcee, viz obr. 35 a 37.

Obr. 35: Merici hlava a podstavec pristroje Explorer AFM.

Mg¢fici cast obsahuje skener, laser, fotodetektor a vSechny nastavovaci prvky
(laser, poloha zrcatka). Podstavec slouzi k uchyceni vzorku na magneticky stolek,
k hrubému posunu vzorku ve vodorovné roviné (x, y) a k mechanickému upevnéni
méfici ¢asti AFM pfistroje. Vzorek v centru AFM méficiho pfistroje je mozno sledovat
pomoci CCD kamery, zorné pole ma velikost 1,5 mm x 1,5 mm a je sledovano pod
thlem 45° se zvétsenim 100x. Osvétleni pole zajist'uje mala zarovka.

Pozadavky na prostfedi, ve kterém jsou vzorky skenovany jsou minimalni,
vyrobce doporucuje pracovni teplotu 15-20 °C se stabilitou £2 °C/hod, relativni vlhkost

pod 60% a minimalizovat vibrace.
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vystup z kamery umisténé v centru
AFM pfistroje.

AFM

antivibraéni sttil

Obr. 36: Usporadani pristroju v laboratori.

Explorer AFM obsahuje ve svém prislusenstvi dva skenery (,,maly* a ,,velky®)
pro aplikace v suchém prostiedi (dry scanner, obr. 39) a dva skenery (,,maly* a ,,velky*)
uzpisobené pro skenovani v kapalném prostiedi (liquid scanner, obr. 38). Maximalni
oblast, kterou je mozno naskenovat malym skenerem, je 2 um x 2 pm, maximalni oblast,
kterou je moZzno naskenovat velkym skenerem, je 100 pm x 100 pm. Naméfend data
byla ziskdna malym skenerem pro sucha prostiedi a malym skenerem pro zobrazovani

v kapalindch, konkrétni typ skeneru je uveden u popisu obrazku.

Explorer AFM s uvedenymi skenery mize poskytnout topografické snimky v C-
AFM, NC-AFM a TP-AFM rezimu, vzorky je mozno snimat také v rezimu lateralnich
sil, silové spektroskopie, fazového zobrazovani a po prikoupeni kompatibilnich skenert

také v rezimech magnetické mikroskopie ¢i tunelovaci mikroskopie.

- Laser

- Detektor
- Zrcatko
- Skener

- Nosnik

Obr. 37: Schéma usporadani AFM mériciho zarizeni.
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a) b)

Obr. 38: Skenery prislusné k Explorer AFM - pro kapalna prostredi.
a) Velky skener (100 um x 100 um v roviné (x, y), 8 um v ose z )
b) Maly skener (2 um x 2 um v roviné (x, y), 0,8 um v ose z)

Obr. 39: Skenery prislusné k Explorer AFM - pro sucha prostiedi.
a) Velky skener (100 um x 100 um v roviné (x, y), 10 um v ose z)
b) Maly skener (2 um x 2 um v roviné (x, y), 0,8 um v ose z)
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Pro snadngj$i manipulaci pfi nastavovani parametri AFM méficiho pfistroje a
vyhledavani vhodnych mist na zkoumaném vzorku je laboratof vybavena i optickym
mikroskopem Olympus IX-70 s adaptérem pro AFM mikroskop, obr. 40. Opticky
mikroskop Olympus je ptizpisobeny k zobrazeni nosniku s hrotem a velmi usnadnuje
predevsim spravné nastaveni laseru prochazejiciho kapkou uchycenou na hrotu pfi
zobrazovani v kapalném prostiedi.

Jak jiz bylo zminéno diive, pro kvalitni snimky skenovaného vzorku je nezbytné
izolovat AFM méfici systém od okolnich vibraci. V nasi laboratofi je toho docileno
umisténim AFM méficiho systému na antivibra¢i stl a ptfiklopenim AFM méficiho

systému specialnim krytem.

Obr. 40: Opticky mikroskop Olympus [X-70 v kombinaci s Explorer AFM.

78



5.1 Material a metody
Jako substrat byla ve vSech experimentech pouZzita komerc¢né¢ dodavana slida

(muskovit, grade-V, SPI Suplies), v dil¢ich experimentech byla také pouzita kryci
skli¢ka (Fisher Scientific).

Pro ptipravu vsech pufrovych roztokti byla pouzita deionizovand voda
(Aqual 45, Merci) s vystupni mérnou vodivosti 0,1 pS.cm™. Tato voda byla také pouzita

v ;o IR I SV ;o ver v s , 94
pii oplachovéni vzorkd i pfi zavérecném oplachovani pouZzitého sklenéného nadobi .

K silanizaci substratu byl pouzit 3-aminopropyltriethoxysilan (98% APTES
redestilovany v argonové atmosféfe byl poskytnut jako dar od prof. Vetterla;
biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 193, Brno a 98% APTES, Sigma-Aldrich, byl
pouzit k silanizaci bez ptedchozi redestilace). APTES je nutné uchovavat v intertni
atmosféfe pfi cca 4 °C, aby bylo zabranéno hydrolyze a polymeraci APTESu. Proto byl
zasobni roztok APTESu rozpipetovan po cca 2 ml do malych zasobnich plastovych
lahvi plnénych argonem, kdy takto nachystané frakce byly uchovany v lednicce (pfi cca
4 °C) v exsikatoru plnéném argonem.

K silanizaci substratu byla pouzita vzdy frakce APTESu z jedné plastové lahve,

ne starsi nez jeden tyden od otevieni lahve.

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na AFM zobrazeni nukleovych
kyselin. Plazmidova dsDNA, pRW 3822, byla poskytnuta jako dar od prof. Vetterla
(biofyzikélni ustav AV CR, Kralovopolska 193, Brno). Tento plazmid byl p¥ipraven tak,
ze do plazmidu pSPL3 (7150 pb) byl vklonovan inzert (GAA);so. Celkove je pRW 3822
vEtsi oproti plazmidu pSPL3 o 450 pb, tedy 7 570 pb. Délka zobrazované plazmidové
DNA je 7570 pb x 0,338 nm, tedy cca 2 560 nm.

Zasobni roztok poskytnuté nukleové kyseliny byl nafedén v riznych pufrovych
roztocich na kone¢nou koncentraci 4 pug/ml. Pouzité purfové roztoky byly tyto:

e uhlicitanovy pufr (100 mM NaHCO3/Na,CO; pH 9,0)
e HEPES-Mg pufr (40 mM HEPES-KOH, 10 mM MgCl,, pH 7,6)
e TRIS pufr (10 mM TRIS-HCI, 1 mM EDTA.Na,, pH 7,6).

% Pouzité sklenéné nadobi bylo oplachovano pouze b&znymi saponatovymi prostiedky (jar), destilovanou
vodou a deionizovanou vodou.
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Pracovni roztok nukleové kyseliny byl rozpipetovan do jednotlivych
mikrozkumavek (objem roztoku cca 400 pl) zamrazenych pii —20 °C. Pfed nanesenim
na substrat byl roztok DNA vzdy inkubovan pfi cca 35 °C po dobu minimaln¢ 30 min.

Inkubace DNA na substratu probéhla tak, ze roztok DNA (4 pug/ml) byl
napipetovan piimo na substrat v mnozstvi cca 40-100 ul. U hydrofobnich
silanizovanych povrchli byl roztok DNA napipetovan na deionizovanou vodou
oplachnuty c¢tvereCek parafilmu a slidovy substrat byl na kapku roztoku na parafilmu
priklopen shora (viz obr. 41). Po skonceni inkubace byl roztok s neuchycenymi
molekulami DNA z povrchu substratu oplachnut proudem 2-5 ml deionizované vody
(pufrového roztoku). Substrat byl poté bud ponechan uschnout na vzduchu
v uzavienych Petriho miskach, ptfipadné byl osuSen proudem argonu a nebo byl ihned

po inkubaci zobrazovan v kapaling.

modifikovana slida

e roztok s DNA
e
== <— parafilm

Obr. 41: Nakres inkubace vzorku.

Suspenzi thylakoidii pro AFM zobrazeni poskytla Mgr. Iva Snyrychova. Thylakoidy
byly extrahovany ze $penatu (Spinacia oleracea) dle Hidegové” (Methods in Molecular
Biology, vol. 274, 249-260.). Zasobni roztok thylakoidii mél koncentraci chlorofylu
5119 pg/ml a byl dale roziedén resuspendacnim pufrem na pracovni roztoky o
koncentraci chlorofylu 5,11 pg/ml, 0,51 pg/ml a 0,05 pg/ml. Takto pfipravené roztoky
obsahujici thylakoidy byly pfi pfipravé vzorkd naneseny na slidovy substrat a po

vysuSeni slabym proudem argonu zobrazovany AFM na vzduchu.

% Mnozstvi 125 g $penatu bylo homogenizovano v homogeniza¢nim pufru (50 mM MES, pH 7.2,
400 mM sacharéza, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM askorbat sodny), piefiltrovano pfes uhelon a
centrifugovano (15 min pfi 7000 x g — pouzit pelet, 5 min pfi 300 x g — pouZit supernatant, 15 min pii
7000 x g — pouzit pelet). Pelet byl resuspendovan fosfatovym pufrem (50 mM KH,PO,, pH 7,2, 200 mM
sachardza, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 5 mM askorbat sodny).

80



5.1.1 Uprava substrata

Jako primarni substrat byla pouzita vzdy Cerstvé odstipnuta slida nebo kryci sklicka
o¢isténa od kontaminaci. Cerstva slida byla pfipravena vtladenim $picky pinzety do
blocku slidy a odtrzenim nastipnuté svrchni slidové vrstvy.

Sklo bylo pro ocisténi od kontaminaci ponechano v ,,pirana roztoku* (70% H>SO4 :
30% H,0,, v/v 4:1) po dobu ptl hodiny. Poté bylo ponechano dvakrat vzdy v novém
roztoku deionizované vody (cca 5 ml) po dobu péti minut, oplachnuto deionizovanou
vodou (cca 2 ml) a ponechano uschnout pii pokojové teploté¢ v uzavienych Petriho

miskach nebo osuseno slabym proudem argonu.

Pouziti Cisté slidy
Varianta 1

Na cerstvé odstipnuty nemodifikovany slidovy povrch bylo napipetovano cca
40 pl roztoku plazmidové DNA (pRW 3822, 4 pg/ml) v uhli¢itanovém pufru a
inkubovano” v uzavienych Petriho miskach 15 minut. Poté byl DNA roztok z povrchu
slidy oplachnut proudem deionizované vody (nebo uhli¢itanovym pufrem) a povrch

slidy byl ihned zobrazovan v uhli¢itanovém pufru.

Varianta 2

Na Cerstvé odstipnuty nemodifikovany slidovy povrch bylo napipetovano 40 pl
roztoku DNA (pRW 3822, 4 ug/ml) v HEPES pufru a inkubovano v uzavienych Petriho
miskach po dobu 15 minut. Poté byl roztok zpovrchu slidy oplachnut proudem
deionizované vody, slida byla osuSena proudem argonu a uchovana v argonové

atmosfére, nez byl vzorek zobrazovan.

Pro hydroxylaci pted AP-upravou byla Cerstvé odstipnuta slida ponechana dvé
hodiny v Cerstvém roztoku 2 M NaOH v 50% w/w vodném ethanolu. Poté byla
oplachnuta cca 3 ml deionizované vody a ponechdna uschnout v uzavienych Petriho
miskach pfi pokojové teploté. Takto pfipraveny slidovy povrch byl dale pouzit
k silanizaci APTESem. V nékterych experimentech byl tento krok upravy slidy

vynechan.

% P¥ piipravé vzorki (uvedenych v experimentalni &asti této diplomové prace) byla pii inkubaci vzdy
dodrzena pokojova teplota.
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Slida upravena Mg”" kationty

Cerstvé odstipnutd slida byla ponofena pifes noc v roztoku 33 mM octanu
hotecnatého pii pokojové teploté. Poté byla vystavena ultrazvuku (35 kHz) 5 minut
v deionizované¢ vod¢ a osuSena stlatenym vzduchem. Roztok DNA v uhli¢itanovém
pufru byl nanesen na parafilm (cca. 40 pl) a aktivovana slida byla shora pfiklopena na
roztok DNA na parafilmu. Doba inkubace DNA byla 5-15 minut. Poté byla slida
oplachnuta proudem deionizované vody (cca 3 ml) a ponechana uschnout pti pokojové
teplot¢ v uzavienych Petriho miskach. Povrch takto upravené slidy byl ihned
zobrazovan suchym AFM skenerem nebo skenerem pro kapalna prostiedi (metodika

prevzata z Li et al. 1992, Hansma et al. 1992, Vesenka et al. 1992).

Slida modifikovana metodou ,,liquid APTES*

Varianta 1

Hydroxylovana slida byla ponechana po dobu jedné minuty v 1% - 0,001% v/v
roztoku APTESu v 95% v/v vodném acetonu. Roztok APTESu byl vzdy cerstvé
pfipraven pted vlastni silanizaci (obvykle béhem inkubace slidy v roztoku NaOH). Po
jedné minuté inkubace byla silanizovana slida vyjmuta z roztoku APTESu, oplachnuta
proudem cca 3 ml acetonu, 2 ml deionizované vody a ponechana v uzavienych Petriho
miskach pfi pokojové teploté po dobu 12 h. Poté byly Petriho misky se silanizovanou
slidou ponechany v picce pti 90 °C po dobu dalsich 12 h (metodika byla inspirovana
¢lanky Lyubchenko et al. 1992a, Saal et al. 2002, Tétte et al. 2003).

Varianta 2
K silanizaci byla pouzita cista, Cerstvé odsStépena slida (tj. bez predchozi

hydroxylace v NaOH), ostatni body v postupu ve varianté 1 byly zachovany.
Varianta 3

Pti silanizaci touto metodou byl pouzit aceton (98%, Lachema). Pouzita byla

hydroxylovana i Cerstvé odstépena slida.
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Varianta 4

Pti silanizaci touto metodou byla pouzita nehydroxylovana slida, k silanizaci byl
pouzit bezvody aceton (98%, Lachema). Po vyjmuti z APTESového roztoku a
oplachnuti byl na silanizovanou slidu ihned nanesen roztok s DNA (tj. bez pfedchozi

upravy 12 h na vzduchu pti pokojové teploté a 12 h peceni pti 90 °C).

slida
APTES

Nasleduje hydrolyza
na vzduchu po dobu

5/ | 12 pti pokojove —>

teploté a 12 h peceni
Aceton pti 90 °C

(5% voda)
ﬁ

Obr. 42: Schématicky ndkres pripravy AP-slidy metodou ,, liquid APTES *“.

Slida modifikovana metodou ,,neat APTES*

Na hydroxylovanou slidu byl nanesen roztok ¢istého APTESu (98%, dar od prof.
Vetterla), mnozstvi cca 20 pl. Slida byla takto ponechdna v uzavienych Petriho miskach
pti pokojové teplot¢ po dobu 12 h. Poté byly Petriho misky se silanizovanou slidou
ponechany v picce pifi 90 °C po dobu dalSich 12 h. Silanizovany substrat byl poté
oplachnut deionizovanou vodou pro odstranéni neuchycenych silanovych molekul a

zobrazovan v uhli¢itanovém pufru.

naneseni ¢istého hydrolyza pii pokojové
roztoku APTESu na & teploté na vzduchu, 12 h
povrch slidy

8 —

—_

Obr. 43: Schematicky nakres pripravy AP-slidy metodou ,,neat APTES “.
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Sklo a slida modifikované metodou ,,vapour APTES*

Varianta 1

Cerstvé odstipnuta slida (ocisténé kryci sklo) byla upevnéna na stény horniho
vika sklenéného exsikatoru. Pouzity exsikator byl vybaven vypustnym kohoutem a
obsahoval jako vysousedlo piesuseny silikagel. Na dno porcelanové desky byla vlozena
mikrozkumavka bez vicka, kterd obsahovala 30 pl ¢ist¢tho APTESu (98%, Sigma). Po
vlozeni slidy (skla) a APTESu byl z exsikatoru vodni vyvévou odcerpan vzduch ( po
dobu cca 15 minut) a napustén argon. Slida (sklo) byla takto ponechéna po dobu jedné
az dvou hodin. Poté byla slida (sklo) vyjmuta a silanem modifikovany povrch substratu

byl ihned pouzit k naneseni roztoku DNA v TRIS a HEPES-Mg pufru.
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5.2 AFM zobrazovani
Substraty  pfipravené vySe uvedenymi metodami byly zobrazovany

pristrojemExplorer AFM, malym skenerem pro kapalna prostiedi nebo malym
skenerem pro zobrazovani v suchém prostiedi. Topografie povrchu byla meérena
nejcastéji v rezimu TP-AFM, pro srovnani kvality u nékterych snimki také v NC-AFM
a C-AFM. Hroty pouzivan¢ k AFM zobrazovani byly zakoupeny u spolecnosti Veeco
Metrology Group, typ 1560 (TappingMode Etched Silicon Probes, viz obr. 44).

Tab. 3: Prehled parametrii charakterizujicich mérici sondu (tj. hrot s nosnikem,).

nominalni hodnota rezonancni frekvence 320 kHz

nosniku

nominalni hodnota konstanty tuhosti 42 N/m
nominalni hodnota tloustky nosniku (t) 4 um

nomindalni hodnota §itky nosniku (w) 30 um

nomindalni hodnota délky nosniku (L) 120 pm

material nosniku / hrotu anitmonem dotovany Si/ Si
geometrie hrotu nepravidelna
vyska hrotu 10 pm - 15 pm
¢elni uhel, zadni thel, bo¢ni thel 25,0% 15,0° 22,5°
nomindlni hodnota koncového poloméru hrotu pod 10 nm
maximalni hodnota koncového poloméru hrotu 15 nm

a) b) c)

Obr. 44: Snimky méricich sond (ptevzato z Veeco Metrology Group).
a) snimek nosniku s hrotem

b) detail hrotu
¢) definice parametrit nosniku
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Pred vlastnim méfenim by mél byt pocita¢ prislusny k AFM méficimu systému
delsi dobu zapnuty (cca 45 min), aby se systém tepelné ustalil. Pfed zapnutim pfistroje
je nutno upevnit a zapojit do AFM méficiho systému vhodny skener a na magneticky
drzacek skeneru spravné umistit vybrany typ nosniku.

Pfi zapnuti je spustén ovladaci program, ktery nejprve vyzve k potvrzeni vybéru
zapojeného skeneru a umozni ptivedeni napajecich napéti (pfi nespravné volbé moznost
zniCeni skeneru) a ovladani mikroskopu (krokovy motorek, laser). Poté je mozno
pfepnout program do rezimu sbéru dat. V mistnosti, ve které probihd AFM méfeni, by
méla byt stala teplota bez vzduSnych proudii s vyhovujici vlhkosti (urc¢itd minimalni
vlhkost je nezbytna pro odvod naboje vznikajictho tfenim hrotu o vzorek pfi
zobrazovani na vzduchu). Prostfedi by mélo byt dale bez zbyte¢nych vibraci (na AFM
snimcich se projevi i posun zidle). Pfed méfenim je vhodné zkontrolovat stav tlaku
v antivibracnim stole a ptipadné tlak doplnit kompresorem.

Pfed méfenim je nutno nastavit stopu laseru tak, aby svitil na volnou Spicku
nosniku. Nastavovani se provadi pomoci dvou Stroubli, které vychyluji stopu
v navzajem kolmych smérech. V programové casti, v rezimu SUM je zobrazen celkovy
proud prochazejici fotodetektorem. Proud musi piekrocit mezni hodnoty dané typem
nosniku (pro kontaktni rezim cca 18 nA, pro bezkontaktni 6 nA). Je-li laser spravné
nastaven a signal je dostatecné silny, je nutno jesté vyvazit fotodetektor.

Po nastaveni méficiho systému je tfeba upenit vzorek na drzak vzorkti umistény
pod AFM méficim systémem. Nedrzi-li vzorek samostatné, je dobré jej uchytit
oboustrannou paskou k podloznimu plisku. Je-li vzorek spravné upevnén, je mozno
umistit na drzak vzorki AFM méfici systém (pfi manipulaci je nezbytné, aby byl hrot
dostate¢né vysoko nad vzorkem a nedoslo k jeho poSkozeni). Po opatrném usazeni
méfticiho systému je dalsi posun hrotu k povrchu vzorku ovladan ptislusnym software.
Program umoziuje sbér Ctyt signall: topografie, napéti z-piezokeramiky, lateralni sily
¢i chybovy signal. U vSech signdlti je mozno volit sbér obrazu pfi pohybu skeneru v
rastru vpied (forward) ¢i zpét (reverse) ¢i oba soucasng.

Po vybrani méteného signdlu je nezbytné nastavit ostatni parametry skenovani
(pocet tadkii v obraze, skenovaci rychlost, parametry zpétné vazby a hodnotu proudu,
kterou bude udrzovana zpétna vazba ) a samoziejmé rezim, ve kterém probéhne AFM
skenovani, C-AFM nebo NC-AFM (TP-AFM je realizovan volbou méfici frekvence na

opacné stran€ piku rezonancni frekvence nez v NC-AFM méfteni).
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5.2.1 Zobrazovani v suchém prostredi

Pti zobrazovani na vzduchu byl vzorek uchyceny na substratu umistén na drzak
vzorkil a shora priklopen AFM méficim systémem vybavenym malym skenerem pro
zobrazovani v suchém prostfedi. Nastaveni laserového paprsku, stejn¢ jako ostatnich
parametrii bylo provedeno pted piiklopenim AFM méficitho systému a poté znovu

zkontrolovano.

5.2.2 Zobrazovani v kapaliné

Pii zobrazovani v kapalném prostfedi byl substrat se vzorkem zespoda upevnén
oboustrannou izolepou na drzék vzorkt. Byl-li pfi ptipraveé vzorkl substrat osusen, bylo
do stfedu substratu naneseno malé mnozstvi kapaliny (pufru), cca 20-60 pl. Stejna
zobrazovaci kapalina byla napipetovana na nosnik s hrotem (upevnény na maly skener
pro kapalna prostiedi v AFM méficim systému) a byla ponechéna z né€j viset ve forme
kapky. M¢fici systém byl poté pfenesen na adaptér v jadru optického mikroskopu
Olympus IX-70 a bylo provedeno nastaveni laserového paprsku prochazejiciho visici
kapkou, stejné jako ostatnich parametrd pfistroje. Poté byl méfici systém opatrné
prenesen nad substrat a shora ptiklopen na substrat s kapalinou. Nedoslo-li ke spojeni
obou kapalin (kapky na nosniku s hrotem a kapky ve stfedu substratu) ani po ptiblizeni
sondy k substratu, bylo opatrné ptidano malé mnozstvi kapaliny.

Pfi zobrazovani v kapalinach je nezbytné precizné¢ kontrolovat mnoZzstvi pouzité
zobrazovaci kapaliny (pufru). Piebytek kapaliny se obvykle dostane mezi substrat a
izolepu a tim uvolni skenovany substrat, ¢imz znemozni dalsi skenovani. Nedostatek
zobrazovaci kapaliny obvykle zptsobi vychyleni laserového paprsku, ¢imz také
znemozni dal§i AFM zobrazovani. V nasem piipadé se osvédcilo napipetovat 20 pl
kapaliny na nosnik s hrotem (pro spravné nastaveni laserového svazku prostrednictvim
optického mikroskopu) a 10 pl na substrat v pripade, ze byl substrat po inkubaci vzorku
vysusen.

Pfi AFM zobrazovani je nezbytné dbat na dobrou tepelnou rovnovahu mezi
vzorkem, zobrazovaci kapalinou a AFM méficim systémem. Pii naSem zobrazovani
byla vzdy pouzita kapalina pokojové teploty, aby byla zajiSténa dobrd tepelna
rovnovaha mezi vzorkem, zobrazovaci kapalinou a AFM méficim systémem, ktera je
dialezitd pro stabilitu hrotu (Morris, Kirby, Gunning; Atomic force microscopy for

biologists, 2001).
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5.2.3 Analyza naméfenych dat

Pti méfeni je tieba rozliSovat dva sméry pohybu. Prvnim je skenovani v roviné
(x, v), kterym se sonda pohybuje po plose vzorku Teoreticky se sonda mize pohybovat
jakkoliv, v praxi se vyuziva fadkovéani. Sonda se pohybuje napied ve sméru osy +x
zleva doprava po jednom tadku (y=konst.) a pak se posune ve sméru y a pohybuje se ve
sméru —x. Tento zpisob sbéru dat je vyrazné¢ ovlivnén hysterezi skeneru a proto se pfi
méteni sestavuji nejCastéji dva obrazy, nezavisle na sob¢ jeden ve sméru +x (forward) a
druhy ve sméru —x (reverse). Druhy pohyb je realizovan jen tehdy, nemé&fime-li
v rezimu s konstantni vySkou. Pak je tieba pohybovat sondou i ve sméru osy z, a to
v zavislosti na hodnoté skenované veli¢iny. PouZivame-li oscila¢ni rezim (NC-AFM a

TP-AFM), slouzi skener zaroven k buzeni kmitd.

Jen malokdy se podafi umistit plochy vzorek tak, aby byl rovnobézny se
skenovaci rovinou. Proto je vhodné pokusit se namefenymi daty prolozit rovinu a tu
odecist. Tim ziskame pouze topograficky obraz. Software nabizi prolozeni dat vhodnou
rovinou, kterd je urCovana metodou nejmensich Ctvercii. ProtoZe substrat obecné také
nemusi byt rovny, software umoziuje proloZeni a odecteni i zakiivenych ploch (az do
trettho tadu). U vSech uvedenych snimkii byla namétfena data prolozena plochou
prvniho nebo druhého tadu.

Nékdy je také vhodné zasdhnout do naméfenych dat, pokud obsahuji ziejmé
Sumem), Smouhy ve smeéru skenovani (vzniklé zachycenim slabé vazané necistoty, u
biologickych aplikaci jde Casto o €asti vzorku) a skoky v intenzité¢ obrazu (jev vznika
nahlou zménou vlastnostni hrotu, naptiklad se kousek hrotu ulomi nebo vrchol hrotu
zméni tvar). Tyto vady lze s riznym efektem softwarové odstranit pomoci ptislusného
software. U naméfenych dat, ktera byla softwarové zpracovéna, je toto uvedeno
v popisu obrazku.

Vysledné snimky (at’ uz softwarové zpracovana, nebo origindlni data) lze
jednoduse exportovat v obrazkové podobé (nabidka formati TIF, JPG, WMF apod)
nebo v Cislicovém maticovém zadznamu. 2D a 3D AFM snimky (uvedené v kapitole 6
Vysledky méfeni, 7 Diskuze AFM snimki plazmidové DNA, 8 Diskuze AFM snimkt
thylakoidll) byly vytvofeny prostfednictvim software, dodanym s AFM vybavenim a
byly exportovany do WMF formatu.
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6 Vysledky méreni

vvvvvv

na vzduchu a velmi ¢asto jsou vysledné snimky také s hor§im rozliSenim, jsou na obr.

45 a 46 srovnany dva skeny té¢hoz pevného objektu, skenované v kapalin€ a na vzduchu.

100 pm

324.72 nm

Oum 50 um 100 um

Obr. 45: AFM sken kalibracni mrizky nasnimany velkym skenerem pro sucha
prostredi rezimem C-AFM.

Opm 50 um 100 pm

Obr. 46: AFM sken kalibracni mrizky porizeny velkym skenerem pro kapalna

prostredi. Sken byl porizen v uhlicitanovém pufru rezimem C-AFM. 89
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Obr. 47: Pro objektivni porovnani kvality povrchii je srovnavan radkovy profil skenu
kalibracni mrizky v suchém (a) a kapalném (b) prostredi.



Pti srovnani AFM snimk na obr. 45 a 46 je jiz ziejmé, Ze pii zobrazovani t€hoz
pevného objektu (v nasem piipad¢ kalibra¢ni miizky) je obraz potizeny v kapalin€ horsi
kvality ve srovnani se snimkem pofizenym v suchém prostiedi.

Pro objektivni zhodnoceni kvality zkoumanych povrchti je vSak nutné podivat se
na tadkovy profil skenu, s respektovanim odlisného métitka v ose z. Pokud bychom
srovnali pribéh kiivek ziskanych z dat sesbiranych pifi skenu jednoho radku, pak u
kalibra¢ni mtizky v suchém prosttedi, obr. 47a, je zfetelné vidét pravidelné se opakujici
ostry fadkovy profil (t¢éméf obdelnikové prohlubné). U skenu v kapalném prostredi, obr.
47b, je zfejmé, ze hrot poskytuje nepravdivy fadkovy profil, ktery jiz neodpovida plné
skute¢nosti (pyramidalni prohlubné). Tento jev byl vedle zobrazovani v kapalném
prostiedi zptisoben pouzitim star§iho hrotu.

Protoze je barevné skdlovani svétlych a tmavych odstinti u jednotlivych skenti
zavislé na mnozstvi povrchovych nerovnosti ve skenované oblasti, je nutno vzdy se
podivat na vySkové métitko uvedené u kazdého AFM snimku. Pokud bychom srovnali
vyskové hodnoty na obr. 45 a 46(1épe vSak z profili na obr. 47 a 48), zjistime, Ze se
vyskové hodnoty z v ramci téhoz zobrazovaného objektu lisi o stovky nm (hloubka
zafezl na zobrazované miizce je cca 245 nm pro sken v suchém prostiedi, kolem 800
nm pro sken v kapalin€). Tento jev je v tomto piipadé zptisoben pouzitim odlisnych
skenertl, kdy velky skener pro kapalna prostiedi jiz nutn¢ vyzaduje kalibraci.

Pfi zobrazovani v kapalindch je bézné, Ze jsou hrotem béhem skenovani
zachyceny necistoty (obsaZené v zobrazovacim roztoku, v naSem piipad¢ pufrovém
roztoku), které hrot pfi rastrovani povrchu tdhne sebou. Tyto necistoty byly pfi naSem
zobrazovani obsazeny v zobrazovaci kapalin¢ (uhli¢itanovy pufr, deionizovana voda o
mé&mém odporu 0,1 pS.cm™). Takto kvalitni voda byla pouzita také pii oplachovani
pouzitého nadobi. Pii uzkostlivém dodrzovani Cistoty sice byl zaznamenan urcity pokles
v mnozstvi necistot zobrazenych spolecné¢ se zobrazovanymi objekty v kapalném
prostiedi, pfesto se vSak jejich efekt nepodaftilo zcela eliminovat.

V disledku necistot obsazenych v kapalinach bylo v naSich experimentech
vysledné rozliSeni obrazu potizeného v kapalin€¢ obecné horsi, kontury zobrazovanych
objektl nejasné (rozmazan€) a snimek obvykle obsahoval vétsi mnozstvi svétlych car az
pruhll (napft. obr. 46, 51b, 57 nebo 58). Tyto Cary (aZ pruhy) jsou zplsobeny zejména
v dasledku vzrustu adheznich sil mezi hrotem s necistotou a zobrazovanym povrchem.

Dal$im velmi Castym jevem pii zobrazovadni v kapalindch bylo pferuSeni az ztrata
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kontaktu mezi hrotem a skenovanym povrchem.

Na dal$im AFM snimku je prezentovana kvalita Cerstvé odstipnutého slidového
substratu (obr. 48). Zméfena hodnota RMS drsnosti povrchu z uvedeného skenu je
0,09 nm. Tento Udaj je zcela srovnatelny s informacemi v odborné literatuie (napt
Ouerhi et al. 2002, RMS slidového povrchu zobrazeného na vzduchu 0,07 nm) a
dokazuje, ze slidové Stépy maji dostateéné hladky povrch, a proto jsou vhodné i pro

zobrazeni tak malych molekul, jako je plazmidova DNA.

Obr. 48: AFM sken cerstvé odstipnute, nemodifikované slidy. Méreno rezimem C-
AFM, malym skenerem pro sucha prostiedi. RMS slidy je 0,09 nm.
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6.1 AFM snimky slidy aktivované Mg?"

Na AFM snimcich na obr. 49 jsou prezentovany skeny slidy aktivované

hofe¢natymi kationty (postup viz 5.1.1 Uprava substratit). Povrch takto modifikované
slidy sice vykazoval pouzitelné hodnoty RMS, (0,8+0,4) nm, k zobrazeni plazmidové
DNA, avSak na snimcich byly opét velmi Casto patrné efekty souvisejici ziejmé se
znecisténim zobrazujici kapaliny (nebo pouzitého nadobi). Jak jiz bylo feceno diive, pti
peclivém dodrZovani Cistoty byl zaznamenan pokles v mnozstvi necistot zobrazenych
spolecné se zobrazovanymi objekty v kapalném prostiedi, presto se vsak jejich efekt
nepodatilo zcela eliminovat.

Na slidé modifikované Mg®" kationty nebyla Explorer AFM zobrazena
plazmidova DNA (pRW 3822, stanoveno pro osm nezavislych vzorki).

Protoze metoda upravy slidy kationty byla pfi zobrazovani DNA velmi
popularni a je v téchto aplikacich dosud pouzivana (viz resersSni ¢ast), predpokladam, ze
neuspéch pii uchyceni plazmidové DNA a jejim zobrazeni piistrojem Explorer AFM
nebyl zplsoben nezndmou chybou v metodice piipravy, ale nevhodnym vybérem
pufrového roztoku. V nasSich experimentech s Mg2+ modifikovanou slidou byla pouzita
plazmidovda DNA rozpusténa v uhli¢itanovém pufru o velmi vysokém pH (pH 9,0).
Domnivam se, ze hlavni pfi¢ina neuspéchu pii zobrazeni DNA byla volba tohoto
pufrového roztoku, ktery negativnd ovlivnil adsorpci plazmidové DNA na Mg
modifikovany substrat.

Jak bylo pozd¢ji zjisténo, tento typ pufrového roztoku je pouzivan pfi
zobrazovani plazmidové DNA jen ojedinéle a c¢lanek, ktery byl inspiraci k vybéru
tohoto pufrového roztoku (Tatte et al. 2003) je jedinym ze vSech citaci uvedenych v této

diplomové praci, ktery uhli¢itanovy pufr pouziva.

2000 nm|

0.70 nm

0.00 nm

1000 nm 2000 nm 1000 nm 2000 nm

Obr. 49: Skeny slidy aktivované horecnatymi kationty. Slida byla zobrazovana
v uhlicitanovém nufru malvm skenerem nro kanalnd nrostiedi rezimem C-AFM.
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6.2 AFM snimky silanizované slidy
V této casti diplomové prace jsou prezentovany AFM snimky slidového povrchu

silanizovaného metodami ,,liquid APTES*, ,,vapour APTES* a ,neat APTES*, postup
ptipravy viz 5.1.1 Uprava substrati.

Na obr. 50, 51, 52 a 53 jsou snimky slidy silanizované metodou ,liquid
APTES® o rtznych koncentracich silanu v rozpoustédle (zobrazeno v uhli¢itanovém
pufru). Srovnavame-li kvalitu takto silanizovanych povrchi prostfednictvim RMS
drsnosti povrchu, dojdeme ke shodé s odbornou literaturou (Sasou et al. 2003, Tatte et
al. 2003), tj. RMS silanizovanych povrchll klesa s klesajici koncentraci APTESu v
rozpoustédle.

Pro 1% v/v koncentraci APTESu byla naméfena RMS v rozmezi (13,3+4,6) nm
pro 0,1% v/v koncentraci byla naméfena RMS silanizovanych povrchii (2,6+1,8) nm,
pro koncentraci 0,01% v/v byla naméfena RMS vrozmezi (0,9+0,5) nm a pro
koncentraci 0,001% v/v byla naméfena RMS v rozmezi (0,8+0,4) nm (hodnoty byly
stanoveny pro pét nezavislych namétenych vzorki).

Z uvedenych vysledkli je ziejmé, Ze problémem ,liquid metody* je velka
variabilita v kvalit¢ silanizovanych povrchi vrdmci jedné koncentrace APTESu.
Predpokladam, ze tato riznorodost je zplsobena pifedevSsim nepfesnym dodrzenim
inkubace slidy (jedna minuta) v silanizacnim roztoku, svou roli mize hrat také stfedni
kvalita pouzitého rozpoustédla (98% aceton p.a.), kvalita vody a zptisob uskladnéni
silanizovaného povrchu do doby, nez byl zobrazovan.

K uchyceni plazmidové DNA byly pouzity pouze povrchy silanizované metodou

»liquid APTES* o koncentraci APTESu 0,1% a 0,01%.

V ramci AFM aplikace bylo ovéfeno, ze povrchy silanizované metodou ,,liquid
APTES* 1ze uspés$né pouzit jako substrat k uchyceni DNA, a to dokonce i pro zobrazeni
plazmidové DNA in situ (tj. bez pifedchoziho vysuseni vzorku, napt. obr. 57, 58, 63 a
64).
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Obr. 50: AFM snimek slidového povrchu silanizovaného metodou ,,liquid APTES",
varianta 1. Koncentrace APTESu v silanizacnim roztoku byla 0,001% v/v, snimek byl
zobrazen malym skenerem v uhlicitanovém pufiru pri pouziti TP-AFM. RMS snimku je

0,51 nm (a) a 0,39 nm (b).
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Obr. 51: AFM snimky slidy silanizované metodou ,, liquid APTES*®, varianta 1.
Koncentrace APTESového roztoku byla 0,01% v/v, snimek byl zobrazen malym
skenerem v uhlicitanovém pufru reZimem TP-AFM. RMS silanizovaného povrchu ma

hodnotu 0,86 nm (a), 0,38 nm (b).
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Obr. 52: AFM snimky slidy silanizované metodou ,, liquid APTES*, varianta 1.
Koncentrace APTESového roztoku byla 0,1% v/v, snimek byl zobrazen malym skenerem
v uhlicitanovém pufru. RMS silanizovaného povrchu ma hodnotu 1,26 nm (a) a 0,92 nm

(b).
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Obr. 53: AFM snimek slidy silanizované metodou ,, liquid APTES*, varianta 1.
Koncentrace APTESu v silanizacnim roztoku byla 1% v/v, snimek byl zobrazen malym
skenerem v uhlicitanovém pufru. RMS silanizovaného povrchu ma hodnotu 9,6 nm.
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U povrcht silanizovanych metodou ,,neat APTES* bylo casto zfejmé (okem
nebo prostfednictvim kamery zabudované v AFM méficim systému), ze by pii
pfipadném zobrazovani zna¢né vyskové heterogenniho povrchu byl s velkou
pravdépodobnosti poskozen hrot. Proto byly slidové substraty silanizované metodou
,nheat APTES* pfed AFM skenovanim oplachnuty acetonem (cca 10 ml), deionizovanou
vodou (cca 10 ml) a uhli¢itanovym pufrem a jejich kvalita byla pfed AFM métfenim
opét kontrolovana (prostfednictvim kamery, ptipadné pouzitim svételného mikroskopu).

Ptesto u metody ,,neat APTES® ¢inila velka variabilita v drsnosti povrchu slidy
silanizované koncentrovanym APTESem (RMS se u snimkd pohybovala v rozsahu
dvou tfadi — jednotky az sto nm) tyto povrchy naprosto nevhodnymi k zobrazovani
plazmidové DNA a povrchy silanizované metodou ,neat APTES® nebyly pouzity
k uchyceni plazmidové DNA. Tento zavér se sice shoduje snepsanou informaci
v odborné literatuie (nebot’ silanizace Cistym roztokem silanu neni a nebyla prakticky
kuchyceni DNA pouzivéna, viz reSerSni cast), nicméné tato metoda modifikace

slidového substratu byla doporucena k uchyceni DNA v Tatte et al. (2003).

2000 nm

8.97 nm

0nm 1000 nm 2000 nm

Obr. 54: AFM snimek slidového povrchu silanizovaného metodou ,,neat APTES“. Snimek
byl zobrazen malym skenerem v uhlicitanovem pufiu v TP-AFM po predchozim
oplachovani v acetonu, deionizované vodé a uhlicitanovém pufru. RMS tohoto snimku je
5,2 nm.

99



Silanizace metodou ,,vapour APTES“, poskytovala pomémé hladké povrchy
(obr. 55) s RMS v rozmezi (0,5+0,2) nm (stanoveno pro pét nezavislych vzorki), avSak
vzhledem k poruse AFM pfistroje jiz nebylo oveéfeno uchyceni DNA na takto
silanizovanych povrsich. Dle informaci publikovanych v odborné literatuie se
domnivam, ze slidovy povrch silanizovany metodou ,,vapour APTES* je mozno bez
problémi pouzit jako substrat k uchyceni DNA, a to dokonce i pro zobrazovani in situ
(. bez ptedchoziho vysuseni vzorku). K inkubaci DNA bych vSak misto uhli¢itanového
pufru doporucila pouzit napt. HEPES nebo TRIS pufrovy roztok, ve kterém je
rozptylena DNA a provedeno AFM zobrazovani.

Tato metoda silanizace byla aplikovéana také na sklenény povrch (kryci sklicka),
avsak o vhodnosti tohoto substratu k uchyceni DNA nelze zatim rozhodnout z divodu

malého poctu experimetli (porucha AFM pfistroje).

Na vytezu slidy silanizované metodou ,,vapour APTES® (obr. 56) je ziejma
porovita struktura silanizovaného filmu, coz je ve shod¢ s literaturou citovanou

v reSer$ni ¢asti (Tang et al. 2000). Podobnou strukturu Ize vidét také na obr. 51b.

0nm 1000 nm 2000 nm

Obr. 55: AFM snimek slidy silanizované metodou ,,vapour APTES“. Sken byl ziskan v
rezimu TP-AFM, skenerem pro suchda prostiedi. RMS 0,41 nm.
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Obr. 56: Sken vyrezu z predchoziho AFM snimku slidy silanizované metodou ,, vapour
APTES*. Snimek byl ziskan v rezimu TP-AFM, skenerem pro sucha prostiedi. Na
tomto snimku je v ndaznacich videt porovita struktura silanizovaného povrchu.
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7 Diskuze AFM snimku plazmidové DNA

Na obr. 57 je vidét typicky AFM snimek oblasti s plazmidovou DNA. Takovéto

AFM snimky byly ziskavany v pocatcich méfeni této diplomové prace. Naskenovana
data na obr. 57 jsou pouze prolozena plochou prvniho fadu pro korekci zakitiveni
skenujiciho piezomaterialu.

O tom, Ze uzaviené vlaknité struktury na zminéném skenu opravdu reprezentuji
plazmidovou DNA se mizeme presvédCit naptiklad analyzou vyskovych dat
sesbiranych v jednom tadku rastru. Z profilu fadkti rizné vybranych znasnimaného
obrazu (software umoznuje vybér z horizontalniho, vertikalniho ¢i ru¢né vedeného
prolozeni tadku) bylo ovéfeno, ze vyska vldken se pohybuje zhruba kolem tii
nanometri. V tomto skenu jde vSak o velmi neostré vyskové prechody a obraz je
celkové velmi zaSumény, coz mize byt zpisobeno nekvalitné pfipravenym substratem,
tepelnym driftem AFM meéficiho zafizeni, zejména vSak pouzitim starSiho, otupeného
hrotu. V dolni ¢asti snimku je navic patrné, ze hrotem byly zachyceny necistoty, coz
vyrazn¢ zhorsilo kvalitu vysledného obrazu.

Abychom mohli kvalitné odecitat vyskové hodnoty zobrazenych objektu, je
zapotiebi, aby sken vykazoval kvalitu obrazkt srovnatelnou napf. s obr. 58.

2000 nm
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Obr. 57: AFM snimek oblasti s plazmidovou DNA. Silanizace slidy metodou ,, liquid
APTES* (0,01% APTESu), zobrazovano TP-AFM v uhlicitanovém pufiu.



Na obr. 58 je jiz mnohem zietelnéjsi struktura prevazné uzavienych molekul
plazmidové DNA. Data prezentovana na tomto snimku jsou opét prolozena pouze
plochou prvniho fadu. Na skenu je zfetelné zachytavani necistot hrotem a jejich tahnuti
ve smeéru skenovani (zejména pravy horni roh), v dolni casti opét dochazelo k
preskokitim mezi hrotem a zobrazovanym povrchem.

Na nasledujicich obrazcich (obr. 59) jsou prezentovany tadkové profily, ze
kterych je jiz zcela ziejmé, ze vySkovy profil plazmida odpovida teoretickym hodnotam
(prumér DNA vldkna pro formu B je 2 nm, méfené hodnoty z profilu fadku jsou
oramovany). Vyska zobrazenych molekul na tomto snimku byla stanovena na
(2,1+£0,2) nm (pro Ctyfi rizné plazmidy, celkem 16 méfenych hodnot), Sitka vlakna
DNA (2945) nm byla stanovena v polovi¢ni vySce. Oba tyto udaje velmi dobie
koresponduji s hodnotami prezentovanymi v odborné literatufe (napf. Hansma et al.
1993, DNA zobrazena ve vodném roztoku vykazovala vysku (2,5+0,5) nm a Sitku

mé&fenou v poloviéni vyice (19+4) nm’”).

%7 Jak bylo fegeno dfive, rozliseni v roving (x y) je dano zejména polomérem zakf¥iveni hrotu R., a proto se
domnivam, Ze stejné jako vyska, tak i Sitka molekuly DNA méfend z AFM snimkd je zcela srovnatelna
s udaji v odborné literatuie.
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zachytavani necistot (zfejme slabé uchycenych ¢asti plazmidové DNA)

0nm 1000 nm 2000 nm

ztrata kontaktu mezi hrotem a zobrazovanym povrchem (cely svétly pruh)

Obr. 58: Na tomto AFM snimku jsou jiz zietelné uzaviené struktury plazmidové DNA. Data
na tomto snimku jsou pouze prolozena plochou prvniho vadu a proto jsou struktury jen
lehce zretelné. Po softwarové uprave jsou vsak plazmidy DNA zietelné (viz obr. 57 a 59).

104



rFile Information:
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Obr. 59: Ukdzka vyskovych profilu radku predchoziho skenu.
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Pro lep$i vizualni ptfehled naskenované oblasti je mozno softwarové zjemnit
nerovnosti pozadi a zvyraznit naskenované struktury. Na obr. 60 a 62 jsou jiz velmi
pekné zietelné uzaviené kruhové molekuly DNA. Tyto snimky jsou softwarové
upraveny, jde vSak o tentyZ sken jako na obr. 58. Tento reprezentujici snimek byl ziskan
inkubaci plazmidové DNA na slidovém substratu upraveném modifikaci metodou
»liquid APTES* koncentrace APTESu 0,1% (na modifikovaném neoplachnutém
substratu byla dvé hodiny ponechdna DNA v uhli¢itanovém pufru a po oplachnuti
(uhlicitanovym pufrem) byl vzorek s DNA ihned zobrazovan vtomtéz pufrovém

roztoku).

2000 nm

13.77 nm

0.00 nm

0nm ‘
0nm 1000 nm 2000 nm

Obr. 60: AFM snimek molekul plazmidové DNA zobrazenych na povrchu slidy
modifikované metodou ,,liquid APTES*, varianta 1. Zobrazeno malym kapalnym
skenerem v uhlicitanovém pufru rezimem TP-AFM.
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Obr. 61: Softwarové vytvorené riizné vyrezy z oblasti naskenované na obr. 60.
a) 2D varianta
b) 3D varianta

V oramovanych oblastech na obr. 61%® jsou zvyraznéna mista, kde hrot zachytil
cast plazmidové DNA a dale ji tdh s sebou pii skenovani. Pti dalsim kontaktu s vlaknem
DNA se hrot ziejmé od necistoty oprostil. Na snimku se zvétSeni hrotu o velikost
necistoty projevilo naskenovanim plochy o stejné vySce mezi vlakny plazmidové
molekuly (obr. 61b).

% Je nutno upozornit na rozdil, mezi softwarovym vyiezem z jiz naskenovaného obrazku (napf. obr. 61) a
naskenovanym vyiezem (tj. byla skenovana mensi oblast zkoumaného vzorku, napf. obr. 66).
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Obr. 62: Detailni pohled na vyrez ze snimku na obr. 58. Na snimku je zretelna kruhova
struktura plazmidové molekuly.
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Na nasledujicim snimku (obr. 63) je prezentovan méné vydafeny sken

plazmidové DNA, kdy ,,pruhy“ na AFM obrazku jsou opét zplsobeny Spatnym

kontaktem mezi hrotem a vzorkem. Jak bylo vySe feCeno, mize byt ztrata kontaktu

zplsobena bud’ slabym uchycenim vzorku, $§patnym nastavenim parametri skenovani

nebo obecné nestabilitou AFM méficiho pfistroje. I z takto nekvalitnich AFM snimk

lze vyc€ist vysSku pozorovanych objekti a usoudit, zda opravdu jde o molekuly

plazmidové DNA ;..
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1000 nm
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Obr. 63: AFM sken plazmidove DNA rezimem TP-AFM (a) a Fadkova analyza

(®).
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Domnivam se, Ze nestabilni interakce mezi hrotem a zobrazovanym vzorkem je
u obr. 63 (stejné jako u obr. 64) zplisobena piedevsim slabym uchycenim zobrazované
DNA. V obou piipadech byla plazmidovda DNA byla inkubovana 15 minut na slidé
silanizované metodou ,,liquid APTES®, varianta 1 a oba AFM snimky byly ziskany
v uhli¢itanovém pufru rezimem TP-AFM bez piedchoziho vysuseni (opachovaci krok
byl vzdy dodrzen). Ve srovnani se snimkem na obr. 58 byl vSak k silanizaci pouzit
APTES odlisného stari.

U snimku na obr. 60 (resp. 58 az 62) byl pouzit APTES o staii cca jeden tyden.
Tato frakce APTESu vSak nebyla od svého prvniho otevieni uchovana v inertni
atmosférie a proto predpokladam, ze slabé uchyceni DNA (obr. 63 a 64) bylo zpiisobeno
pravé nedokonalou silanizaci slidového povrchu, v disledku pouziti cCasteéné
zpolymerizovaného APTESu (stafi cca 4 mésice).

I pres nedokonalou silanizaci je na AFM snimku (obr. 64) zietelna porovita
struktura silanizovaného filmu a v levém dolnim rohu (ordmovano) je mozno tusit
strukturu plazmidové DNA. Jak bylo feceno vyse, jde pravdépodobné o velmi slabé
uchycenou DNA, kterd svym pohybem béhem skenovani vyrazné zhorSila rozliSeni

ziskaného snimku.
2000 nm

1000 nm 2000 nm

Obr. 64: AFM snimek slidy silanizované metodou ,,liquid APTES", varianta 1.
0,01% koncentrace APTESu, zobrazeno TP-AFM v uhlicitanovém pufiu.
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Z dalSich AFM experimentl vyplynulo, Ze nedokonalé¢ uchyceni DNA molekul
bylo opravdu zptsobeno polymeraci zasobniho roztoku APTESu. Po zakoupeni nového
silaniza¢niho roztoku jiz byly snadno ziskany snimky plazmidové DNA uchycené na
silanizovaném substratu (DNA byla dispergovana v HEPES-Mg nebo TRIS-HCI pufru).
Pii silanizacnich procedurach byl vsak pouzit 98% aceton (tj. bez pfidani vody).
V téchto experimentech bylo dale ovéteno, ze krok, pii kterém je slida po silanizaci
upravena inkubaci na vzduchu pii pokojové teploté a inkubaci pii teplot¢ 90 °C, neni
nezbytny, stejné jako predchozi Uprava slidy v roztoku NaOH (varianta 4).

Dale byly pro zjednoduSeni zobrazovani vzorky po inkubaci (a oplachnuti
deionizovanou vodou) vysuSeny proudem argonu. Vlastni zobrazovéani probéhlo ve
vzduchu rezimem NC-AFM. Po ovéfeni vhodnosti této metodiky k uchyceni
plazmidové DNA byla na téchto vzorcich dale zkoumana moznost uchovani vzorkd.
Bylo ovéteno, ze vzorky plazmidové DNA uchycené na silanizované slidé 1ze uchovat
v argonové atmosfére cca 1 mésic od piipravy bez zietelného poskozeni (podobné
zavery lze najit napt. v Bezanilla et al. (1995)). AFM snimky uvedené na obr. 69 az 71
byly uchovany v exsikatoru plnéném argonem cca 4 tydny od své piipravy a poté
zobrazeny NC-AFM.

Na obr. 65 az 71 je ukazka a analyza vybranych AFM snimka ptipravenych
metodou ,liquid APTES®, varianta 4. Pro lepsi pifehlednost je zobrazena DNA

oramovana.

1000 nm 2000 nm

Obr. 65: AFM snimek plazmidové DNA uchycené na slidé silanizované metodou
,liquid APTES“, varianta 4. Zobrazeno na vzduchu rezimem NC-AFM. 111
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Obr. 66: AFM snimek plazmidové DNA, naskenovany vyrez z oblasti naskenované na
obr. 65.

a) Topograficky 2D snimek ziskany pii primém posunu AFM sondy po rastru

b) Topograficky 2D snimek ziskany pri zpétném posunu AFM sondy po rastru

523 nn
/[2.62 nm
0nm

940 nm

940 nm

Obr. 67: 3D snimek plazmidové DNA, softwarova uprava predchoziho skenu
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K urceni vysky a sitky vlakna méfeného AFM hrotem byla pouzita opét fadkova

analyza, kdy byla vyhodnocena vyska DNA naméfena z tohoto snimku 0,9+0,2 nm a

Sitka stanovend v polovi¢ni vysce (22+4) nm (data byla vyhodnocena z profilu 15

radkovych prolozeni).

Obdobné vyskové hodnoty pro DNA lze najit napt. v praci Schaper et al. (1994),

(0,83-0,90) nm pro vysku molekuly DNA, zobrazovano na vzduchu.
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Obr. 68: Obrazovd analyza AFM snimku plazmidové DNA (obr. 66). Vyska DNA
namérend z tohoto snimku je (0,9+0,2) nm, Sirka stanovena v polovicni vysce(22+4) nm
(data byla vyhodnocena z profilu 15 radkovych prolozeni).
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Obr. 69: AFM snimek plazmidové DNA uchycené na slide silanizované metodou
,liquid APTES“, varianta 4. Zobrazeno na vzduchu rezimem NC-AFM.

201 nm
[1.01 nm
Onm

840 rm

240 nm

Obr. 70: 3D projekce naskenovaného vyrezu z oblasti, uvedené na predchozim
obrazku.
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Obr. 71: Obrazova analyza AFM snimku plazmidové DNA zobrazené na obr. 70. Vyska
DNA namérenda ztohoto snimku je (0,8+0,1) nm, Sirka stanovena v polovicni vysce
(2146) nm (data byla vyhodnocena z profilu 15 radkovych prolozeni).
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8 Diskuze AFM snimku thylakoidu

Oddéleni biofyziky na PfF UP se zaméfuje na studium fotosyntézy, proto jsem
se v ramci biologickych aplikaci pokusila zobrazit také thylakoidni membrany.

Thylakoidni membrana se vyskytuje v chloroplastech (viz obr. 72) a odehrava se
vni svételna faze fotosyntézy. Dochdzi zde k preméné svételné energie na energii

chemickou ve formeé ATP, ktera je dale vyuzitelnd v metabolickych procesech..

vnéjs$i membrana
mezimembranovy prostor

vnitini membrana

thylakoid

stroma

Obr. 72: Struktura chloroplastu.

Pii ptipravé vzorka thylakoidnich membran byl zasobni roztok thylakoidi
rozfedén resuspendaCnim pufrem na pracovni roztoky o koncentraci chlorofylu
5,11 pg/ml, 0,51 pg/ml a 0,05 pg/ml a kapka cca 20 pl pracovniho roztoku byla
napipetovana na cCerstvé odStipnuty slidovy substrat. Po vysuSeni slabym proudem
argonu byly vzorky AFM zobrazovany rezimem TP-AFM na vzduchu.

Z obrazkl 73 az 75 je ziejmé, ze vhodna pracovni koncentrace chlorofylu je
0,05 pg/ml, kdy na AFM snimcich o rozméru 2um x 2um bylo zobrazeno jen jeden ¢i
dva thylakoidy. Pro vyssi koncentraci (0,51 pg/ml) je na AFM snimcich patrné vrstveni
thylakoidt. Pro koncentraci chlorofylu 5,11 pg/ml jiz nebyly AFM snimky méfeny.
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Obr. 73: AFM snimky thylakoidni membrany, zobrazeno TP-AFM ve vzduchu.
Koncentrace chlorofylu 0,05 ug/ml (a) 0,51 ug/ml (b).
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Obr. 74: 3D AFM snimek thylakoidni membrany, skenovino na vzduchu TP-
AFM. Koncentrace chlorofylu 0,05 ug/ml (a) 0,51 ug/ml (b).
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Obr. 75: 3D AFM snimek thylakoidni membrany, skenovano na vzduchu TP-AFM.
Koncentrace chlorofylu 0,05 ug/ml (a) 0,51 ug/ml (b).
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9 Zaveér

Po zpracovani problematiky zobrazovani biologickych vzorki metodou AFM
byla jako vhodny biologicky objekt k AFM zobrazovani vybrana plazmidova DNA.
Divodem preference plazmidové DNA (pRW 3822) je znalost parametrdi, jasné
definujicich zobrazovany pfedmét. Z parametri je to vyska vlakna (danid primérem
konkrétni konformace DNA), jeho délka, pripadné i Sitka (Sitka vlakna méfeného
v polovi¢ni vysce je dana konvoluci tvaru hrotu a zobrazovaného predmétu, proto pfi
srovnani s vysledky v odborné literatuie byl bran v potaz typ hrotu). Svou roli pfi
vybéru vhodného biologického vzorku hral také fakt, ze pravé DNA byla viibec prvni
biologicky objekt zobrazeny metodou AFM.

V ramci vhodnych metodik k uchyceni DNA ke slidovému substratu byla
vybrana  metoda  aktivace slidy kationty a metoda @ silanizace  3-

aminopropyltriethoxysilanem.

e Pfi pouziti metody ,,drop evaporation® nebyla na AFM snimcich zobrazena DNA
adsorbovand z HEPES-Mg pufrového roztoku na cistou, nemodifikovanou slidu.
Tento zavér byl vSak stanoven pouze ze dvou experimentl (porucha AFM pfistroje).
Dle idaji v oborné literatuie se domnivam, ze DNA adsorbovana z téchto
pufrovych roztokli by méla byt metodou ,,drop evaporation dostate¢né uchycena na
nemodifikovaném slidovém povrchu a nasledn¢ AFM zobrazena (Bezanilla et al.
1995). To, Ze plazmidovd DNA (v HEPES-Mg pufrovém roztoku) nebyla zatim
zobrazena pristrojem Explorer AFM miiZze byt zptsobeno nadmérnym oplachnutim
adsorbovanych substratii béhem piipravy vzorku, nebo nevhodnou inkubacni dobou
(béhem inkubace prevladla desorpce). V ptipadé plazmidové DNA dispergované
pufrového roztoku (uhli¢itanovy pufr neobsahuje vhodné multivalentni kationty a
ma vysoké pH, stanoveno pro osm nezavislych vzorku).

e Prii aktivaci slidy hofeCnatymi kationty nebyla na AFM snimcich pozorovana
uchycena DNA, coz bylo zfejmé zplsobeno nevhodnym vybérem pufrového
roztoku o vysokém pH (uhli¢itanovy pufr, pH 9,0, stanoveno pro osm nezavislych
vzorkd).

eV ramci metod silanizace se jako vyhovujici jevi metoda ,,liquid APTES* a metoda

,vapour APTES“. U metody ,neat APTES* nebyly potvrzeny vhodné parametry
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silanizované slidy (RMS se u snimkid pohybovala v rozsahu dvou tadi (cca 5 az
100 nm), a proto takto modifikovana slida nebyla dale pouzita k uchyceni DNA.

U metody ,,vapour APTES® byla vyhodnocena RMS silanizovanych slidovych
substrat v rozmezi (0,5+0,2) nm (stanoveno pro pét nezavislych vzorki). Tento
udaj velmi dobfe odpovidd tdajim v odborné literatufe (napt. Lyubchenko et al.
2003, RMS silanizovaného povrchu metodou ,,vapour APTES* (0,3140,06) nm).
Bohuzel vhodnost takto pripravenych povrchi pro uchyceni DNA jiz nebyla
z diivodu poruchy AFM méficiho pfistroje stanovena

U metody ,liquid APTES“ byly nejprve srovnavany povrchy silanizované
v roztocich o riizné koncentraci APTESu v rozpoustédle. Pti srovnani kvality takto
silanizovanych povrchli prostiednictvim RMS drsnosti povrchu bylo zjisténo, ze
RMS silanizovanych povrch klesa s klesajici koncentraci APTESu v rozpoustédle,
coz je ve shodé s odbornou literaturou (napt. Sasou et al. 2003, Tatte et al. 2003).
Pro 1% v/v koncentraci APTESu byla namétena RMS v rozmezi (13,3+4,6) nm pro
0,1% v/v koncentraci byla naméfena RMS silanizovanych povrcht (2,6+1,8) nm,
pro koncentraci 0,01% v/v byla naméfena RMS v rozmezi (0,9+0,5) nm a pro
koncentraci 0,001% v/v byla naméfena RMS v rozmezi (0,8+0,4) nm (hodnoty byly
stanoveny vzdy pro péet nezavislych vzorki).

K uchyceni plazmidové DNA byly otestovany povrchy silanizované metodou
,liquid APTES®, o koncentraci APTESu 0,1% a 0,01%. Bylo ovéfeno, ze takto
ptipravené povrchy lze uspésné€ pouzit jako substrat k uchyceni DNA, a to dokonce 1
pro zobrazeni plazmidové DNA in situ (tj. bez predchoziho vysuSeni vzorku).
V ramci jednotlivych metod bylo vyzkouseno nékolik variant a bylo ovéreno, zZe
predchozi upraveni slidy inkubaci v roztoku NaOH, stejn¢ jako doupraveni slidy
inkubaci na vzduchu pfi pokojové teplote (12 h) a pti 90 °C (12 h) neni nezbytnym
krokem pfi ptipravé silanizovanych substrati.

Pti zobrazeni plazmidové DNA (pRW 3288) bylo zarovenn ovéfeno, ze Explorer
AFM je vhodny pro zobrazovani plazmidové DNA, a to jak v suchém prostredi tak
v kapaling.

Z analyzy AFM snimkil plazmidové DNA vyplynulo, Ze pfi zobrazeni v kapaliné
(uhli¢itanovy pufr) je méfena vyska vlakna DNA (2,1+0,2) nm (stanoveno pro Ctyfi
ruzné plazmidy, celkem 12 méfenych hodnot), zatimco Sitka méfend v polovicni

vysce vykazovala hodnoty (29+5) nm. Pfi zobrazovani na vzduchu byla pozorovana
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redukovana vySka DNA, (0,940,2) nm, Sitka méfena v poloviéni vysce (21£6) nm.
Tyto udaje jsou zcela v souladu s citovanou literaturou (napf. Yang et al. 1993,

Schaper et al. 1994, Lyubchenko et al. 1997a).

Pfi dalsim studiu plazmidové DNA ptistrojem Explorer AFM by mohly byt
AFM experimenty zaméfeny na srovnani UspéS$nosti adsorpce plazmidové DNA na
povrchy silanizované metodou ,,liquid APTES* a metodou ,,vapour APTES®. Dale bych
navrhla srovnat miru adsorpce DNA na silanizované substraty pro DNA rozpusténou
v riznych pufrovych roztocich.

Po zakoupeni vhodného piidavného software by mohla byt také métena délka
zobrazovanych plazmidd a pfi zobrazeni v kapaliné a ve vzduchu by mohla byt
porovnana délka plazmidové DNA v konformaci B (tj. zobrazovéano v kapaling) a délka

téze plazmidové DNA v konformaci A (tj. zobrazeno po vysuSeni na vzduchu).

Explorer AFM bych vSak nedoporucila k pozorovani dynamickych jevl
zkoumanych v souvislosti s DNA (napf. posun enzymu po vlakné DNA), nebot’ pfi
opakovaném skenovani stejné oblasti (minuty) byl na AFM snimcich velmi vyrazny

posun skenovaného mista.

V ramci biologickych aplikaci Explorer AFM zkoumanych v této diplomové
praci byly zobrazeny také thylakoidy. Vzorky thylakoidd byly piipraveny metodou
»drop evaporation“, kdy suspenze thylakoidnich membran o vhodné koncentraci byla
napipetovana na cerstvy slidovy substrat a osuSena proudem argonu. Vhodna
koncentrace chlorofylu v naneseném roztoku pro pfipravu AFM vzorkd byla
0,05 pg/ml.

Pii zobrazovani thylakoidni membrany bych navrhla vyzkouset zobrazeni
thylakoidti v kapalin€¢ a posléze prejit na zobrazeni in situ (tj. bez ptredchoziho
vysuSeni). U takto pfipravenych vzorkii zobrazovanych v kapaliné by mohla byt
metodou AFM vizualizovana napf. zména velikosti zobrazovaného thylakoidu pod

vlivem nartstajici iontové sily zobrazujiciho roztoku.
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