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Abstrakt: Stdle se rozsirujici aplikace SPM ptistroji prinesly moznost zobrazovat bez vétsich problémai vzorky
primo v kapalnych prostredich. Oteviela se tak moznost minimalizovat povrchové sily na velmi jemngch vzorcich,
sledovat biologické prepardty v podminkdch korespondugjicich jejich prirozemgm prostiedim, provddét pozorovdni
v redlném case a sledovat vyvoj povrchovych procesi na bunikdch a jinych tkdnovych kulturdch. V neposledni radé se
vytvorily podminky pro sledovani vzorki pod vlivem elektrochemickych reakct. Jednou z odlisnosti oproti analyzdm
AFM na suchych vzorcich, je eliminace pritazlivych sil vlivem povrchového napéti. To umozriuje zobrazit povrch
vzorku s minimdlni silou mezi hrotem a povrchem a vyhnout se tak poskozeni povrchu biologického prepardtu.
Rezimy AFM pouzivané v aplikaci pro kapalné vzorky jsou prakticky totoiné s klasickymi analyzami AFM. Ve vétsi
mite se vsak vyuZivd poklepovy rezim. V clanku budou predstaveny aplikace prevzaté z jingch laboratori a aplikace,
na kterych laborator AFM prirodovédecké fakulty UP pribézné pracuje, a to: redukce dentinové hypersensitivity a
permeability a analyza povrchu kontaktnich cocek.

1. Pracovni prostredi mikroskopu se skenujici sondou.

Rastrovaci sondovy mikroskop mtze pracovat v riznych prostiedich. V této ¢asti zminime Ctyfi:

Ultravysoké vakuum (UHV)

Prvni STM pracovaly predevsim v ultravakuu s atomarné Cistymi povrchy. Nejéastéji studovanym
materidlem byl kfemik a rekonstrukce povrchu Si (111) byla brana jako standard STM zobrazeni povrchu.
Pfedni aplikaci ultravakuové STM je rastrovaci tunelovaci spektroskopie (STS). STM u atomérné ¢istych
povrcht poskytuje charakteristiku povrchu, jak po strance topografické, tak i elektronové struktury. Dalsi
aplikaci je studium materidlovych procest in—situ, tedy ve stejnych podminkach, pti jakych jsou materialy
pripravovany. Timto se mize zamezit kontaminaci vzorku.

Vzduch

Uzivatelsky jednodussim prostfedim a méné naro¢nym na obsluhu je vzduch. Prace STM ve vzduchu
je obtizna, protoze na vétsiné povrchi se vytvari vrstvy oxidt a dalsich necistot, které negativné ovliviuji
tunelové proudy a vedou ke zkresleni. Existuji vSak urc¢ité materialy, u kterych neni rozhodujici, Ze se
STM analyza provadi ve vzduchu. V grafitu, MoS;, NbsSe a nékterych dalsich vrstevnatych materialech
je mozné odlupovanim ziskat ,cerstvy“, nekontaminovany povrch. Mikroskopie atomérnich sil (AFM)
nezavisi na vodivosti vzorku, a proto mtize zobrazovat jakékoliv povrchy vodivych i nevodivych vzorki.

Elektrochemicka prostredi

Podobné jako ultravakuum i elektrochemicka komora poskytuje kontrolovatelné prostredi pro aplikace
SPM. Zpravidla umoziiuje zobrazit elektronové a strukturni vlastnosti elektrod, véetné zmén indukova-
nych chemickymi a elektrochemickymi procesy, fazovymi rozhranimi, adsorpci, korozi, stejné jako depozici
organickych a anorganickych molekul v elektrolytickych roztocich.

Kapalna prostredi

Speciédlni nastavce AFM mikroskopii umoziuji praci s kapalnymi vzorky a s raménky plné ponofenymi
do kapaliny. Bez vétsich problémi se mohou zobrazit ,,mokré“ vzorky. Prace v kapalném prostiedi bude
redukovat celkovou silu, kterou hrot ptisobi na vzorek. Proto je kapalné prostfedi vyhodné v fadé aplikaci,
zejména v téch, které umozinuji studium biologickych preparatt, geologickych materidlti, korozi nebo
studium povrchu prekrytého kapalnou vrstvou. V kapalném prostifedi mohou byt ziskdny obrazy LFM,
AFM, FMM, a PDM.



Biologické vzorky studované metodou AFM jsou ve srovnani s jinymi druhy vzorka vétSinou kiehké
a mékké. To zpisobuje obtize pfi jejich prichyceni pevné k povrchu, aniz by byly poskozeny nebo byla
zménéna jejich struktura. Z téchto divodi neni kontaktni rezim nejvhodnéjsi. Lateralni sily ptsobici
v kontaktnim rezimu mohou vzorek narusit, nebo jej dokonce znicit.

Jedno z nabizenych Feeni je pouZiti poklepového rezimu (tapping méd), kdy hrot osciluje nad skeno-
vanym povrchem a prerusované se obcas dotkne povrchu. V grafu zavislosti pusobicich sil na vzdéalenosti
hrotu od povrchu, viz. obr. 1, je vyznacena oblast ,tapping médu“. Doba, po kterou je hrot v kontaktu
s povrchem, je mnohem kratsi nez v pfipadé kontaktniho rezimu. V disledku toho je také snizena pri-
mérnd lateralni sila. U bunék je rozliSeni v obraze v poklepovém rezimu vyrazné lepsi nez v piipadé
rezimu kontaktniho, viz. obr. 2a, b, kde jsou zobrazeny endotelidlni buiiky. Raménka, ktera se pouzivaji
pro biologické aplikace jsou standardni, uréené pro frekvence 150 az 400 kHz (oblast LRF a HRF), viz.
obr.3. s kfemikovymi hroty s polomérem kfivosti hrotu < 10 nm.
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Obrazek 1: Graf ptsobicich sil v zavislosti na vzdalenosti s vymezenim poklepového médu

2. Prednosti AFM oproti EM

Elektronova mikroskopie (EM) je pro zobrazeni biologickych vzorki Siroce rozsifenou metodou. Bude
proto uzite¢né zminit se o prednostech AFM oproti EM.

Nejvétsi prednosti AFM aplikaci pro biology je moznost zobrazeni biologickych vzorki ,in wvivo“.
Tim se vyhneme celé fadé artefakti zpusobenych dehydrataci vzorku. Pres rozvoj ,environmentélnich“
elektronovych mikroskopt neni dosud mozné zobrazit vzorek zcela ponoreny do kapaliny. U AFM vy-
uzivajicich skener pro kapalné vzorky je mozné pracovat s roztoky sycenymi raznymi plyny (COq, Na,
Ar, ...). Stejné tak muZe byt regulovina teplota za tcelem sledovani vlivu teploty na vzorek (napf.
v souvislosti s enzymatickou aktivitou).

Protoze zobrazeni v.AFM je relativné nedestruktivni, mohou byt vzorky zobrazoviny opakované.
Napriklad je mozné sledovat pusobeni rtznych 1éka na tkamové kultury. Neni tfeba provadét fyzikalni

Obrazek 2: Endotelidlni buiiky a) kontaktni rezim b) nekontaktni poklepovy rezim



Obrazek 3: Raménko s kiemikovym hrotem (polomér kfivosti < 10 nm)

nebo chemickou fixaci preparati, ani jejich pokovovéani pro zajisténi lepSiho kontrastu nebo vodivosti.

AFM poskytuje vérny topograficky 3D obraz povrchu vzorku s vertikdlnim rozliSenim od 0,1 nm a
lateralnim rozliSenim 1 nm (v zdvislosti na typu vzorku). Vedle topografického obrazu mizeme ziskat
fadu uziteénych informaci o mechanickych vlastnostech biologického vzorku. Spojenim AFM s jinymi
optickymi zobrazovacimi metodami (fluorescenéni a jiné optické techniky) je mozné soucasné ziskat rtizné
druhy informaci o vzorku.

2.1. Hranice mozZnosti AFM aplikaci v biologii

Vétsim problémem badatelt, ktefi pouzivaji AFM, je uchyceni biologickych vzorka k povrchu. Velmi
Casto se pouziva slida, kterd poskytuje atomarné hladky povrch s perfektni ¢istotou (pokud je Cerstvé
roz§tipnuta). Ostatni povrchy neposkytuji dostateénou pfilnavost. Napfiklad k navdzéni molekul DNA na
povrch slidy v pfipadé, ze jsou oba povrchy nabity zaporné, je mozné na povrch slidy nanést pufr, ktery
zajisti vazebné mustky mezi molekulami DNA a slidy. K zobrazeni proteint je vyhodnéjsi pouzit pufr
s niz§im pH. Tim se vytvoii na povrchu proteint kladny naboj a zajisti se jejich pfipoutani k zaporné
nabitému povrchu slidy.
Casto jsou nutné dalsi tipravy povrcht. Silanizaci slidy je mozné na jejim povrchu vytvorit kladny
naboj. Dalsi moznosti je pouziti kfemiku nebo zlata. Zlato umoziuje kovalentni vazbu proteind.
Nasledujici pripominky se netykaji jen biologt, ale mohou byt rozhodujici pro dalsi aplikace:
Vertikélni rozsah (z—soufadnice) mize byt pro vyssi vzorky (napf. buiiky) nedostacujici.
Problematické je i kontaminace hrotu biologickym materidlem, kdy se poskozend tkan pochézejici ze
samotného vzorku uchyti na hrot. Pro rizné typy znecisténi je tfeba pouzit rizné zpusoby ocisty hrotu.
Interakce mezi mékkym vzorkem a hrotem se da jen obtizné popsat. Neni vzdy zfejmé, do jaké miry
hrot narusi povrch vzorku. Je vSak nezbytné zahrnout vlastnosti povrchu vzorku (stlaceni, zkrouceni
apod.) v dusledku sil ptsobicich na hrot a faktory, které neni zcela mozné ptredvidat, jako napt. tvorba
bublinek vzduchu, viry zptisobené kmitajicim raménkem apod.

3. Technicka realizace - liquid skener

V zésadé se pouzivaji klasické konstrukéni prvky, ale musi byt splnény nékteré zvlastni pozadavky:
Relativne velky skenovaci rozsah — u biologickych objektii je potfeba skenovat velké plochy, aby se
zjistilo v jakém misté se sonda nachazi. Navic byvaji objekty rozptyleny znacné nerovnomérné.
Snadnd vymeéna hrotu — u biologickych preparatt se hrot lehce kontaminuje skenovanim povrchu.
Specidlné upraveny skener — vlastni skener je ponofeny do kapaliny, proto je nutné, vytvorit komutrku
s okénky pro zajisténi optické drahy laserového paprsku, viz. obr. 4.



Obréazek 4: Skener pro kapalnd prostfedi a) skener trojnozka pro 100 ym b) skener trubic¢kovy 8 pm

Vybaveni pomocnym mikroskopem — obvykle optickym. Optimalni je mikroskop invertni, jehoz ob-
jektivy jsou na opacné strané nez skener se vzorkem, viz. obr. 5. Podlozka pak musi byt pruhledna.
Rozliseni optického a skenovaciho mikroskopu by se méla prekryvat. Vyjimeéné lze kombinovat i AFM
s elektronovym mikroskopem.

Kontrola prostiedi, predevsim vlhkosti a teploty (mtize snizit vibrace a bo¢ni pohyblivost makromo-
lekul, fazové ptfechody).

Obrazek 5: Kombinace svételného invertniho mikroskopu s AFM

4. Vybrané biologické aplikace AFM

Aplikace AFM v biologii jsou velmi Siroké. Nabizi se vyzkumy od jednotlivych molekul k celym tkanim
(v oboru humanni i veterindrni mediciny), véetné vyzkumu v oblasti biomateriala. Vedle zobrazeni povr-
chové topografie AFM piinasi informace o mechanickych vlastnostech molekul a povrchii. Vzorky mohou
byt statické, ale mohou byt i v podobé rostoucich krystalti nebo pulsujicich bunék (kardiomyocyty).
Priklady nékterych aplikaci jsou uvedeny dale.

4.1. Molekuly

AFM byl pouzit pro zobrazeni velkého mnozstvi izolovanych molekul, zejména se jedna o molekuly pro-
teintt a DNA. Pro zobrazeni se pouziva pfedevsim pferusovany kontakt [1].



a) Nukleové kyseliny Molekuly DNA patfily mezi prvni studované objekty v AFM, viz obr. 6. Duvo-
dem muze byt dulezitost DNA molekul v biologii i moZnost srovnani AFM analyz s jinymi analytickymi
technikami. Molekuly DNA jsou relativné odolné (ve srovnani napf. s proteiny) a vétSina druhit DNA
molekul je komeréné dostupné. Vyzkumy ukézaly, Ze pro pfipojeni DNA molekul (negativni naboj) k
povrchu (negativni naboj) je tfeba uzit vhodné kationty (Ni%*, Mg?*) piiddnim pufrovactho roztoku [2].

Obréazek 6: Shluk DNA molekul (sken 60 nm)

V AFM byly zobrazeny spirdlovité molekuly, napf. RNA [3]. V pfitomnosti propanolu bylo odhaleno
stoupani §roubovice DNA 3,4 nm [4], pfi¢emZ molekuly byly naneseny na lipidovou vrstvu. Zaznam DNA
muze byt zobrazen i v realném cCase. Bylo zjisténo, zZe se vytvaii 0,5 az 2 baze za sekundu.

AFM je rovnéZz vhodny pro studium interakci DNA molekul s proteiny. Data AFM pfinesla pfesnéjsi
informaci v 3D usporadani struktury chromatinovych vladken. Zavérem badateld bylo zjisténi nepravidel-
ného fazeni nukleosomu [5].

Rozsifené je rovnéZ studium chromozomu (lidskych i rostlinnych) metodou AFM. Zavéry jsou dilezité
pro genetické studie [6]. Vétsina stavajicich metod (SM a EM) vyzadovala jejich fixaci.

b) Proteiny Vétsina proteinii je zobrazovana na vzduchu nebo v kapaling, s teplotou okolniho prostiedi
60 °C — kolagenové molekuly, lysozomy, protilatky, protedza, albumin, globuliny IgG, viz. obr. 7., myosin,
aktin, fibronektin, fibrinogen [7].

Proteiny jsou nandSeny z roztoku na podlozky (zpravidla slida). Inkubaéni doba se pohybuje od 1,5
az do 24 hodin. Ponékud komplikovany je zptisob jejich pfipoutani k povrchu. Pouziva se zpravidla zlato,
které vaze proteiny jejich thiolovymi skupinami. Vhodna je napf. fosfolipidova dvojvrstva. V soucasné
dobé se dari s dobrym rozliSenim zobrazovat i dva globularni proteiny rtznych velikosti v tésné blizkosti.

Obrazek 7: Proteiny IgG (sken 250 nm)



c) Polysacharidy Polysacharidy se v médiu zobrazuji obtiZzné. V pufru blizkém fyziologickym hodno-
tam byla studovéna struktura o¢niho slizu [8]. Vét$ina autor vSak uzivad ke srézeni polysacharidovych
molekul pfed jejich zobrazenim alkohol. Obecné lze konstatovat, ze uziti alkoholu pro zobrazeni vzorkt
v AFM pfinési lepsi rozliSeni. Vzorky jsou tuzsi, stabilnéjsi a na vzduchu je redukovan jejich hydratacéni
obal. Tyto techniky vSak postradaji vyhody préace za podminek blizkych pfirozenym podminkam.

4.2. Biopolymery

AFM je velmi uziteénym nastrojem pro zobrazeni biopolymeru. Jde zejména o jejich vytvareni v readlném
case. Ideélni je ponechat je riist v kapalném prostiedi uvniti mikroskopu a zobrazovat polymery v pra-
videlnych intervalech. Nartsta vSak problém s tvorbou artefakt zptisobenych kontaminovanym hrotem
a interpretaci takto zobrazeného povrchu. Proto je nutné pred kazdou sekvenci snimku hrot cistit.

Typickym piikladem intenzivné studovanych vlaken je kolagen, protoze rfada procesu je spojovana
s patologii postihujici pojivové tkané, kostni tkané, cévni systém, kizi, zuby, klouby apod. Déle popsanou
aplikaci je i studium polymernich materidlt mékkych kontaktnich ¢ocek.

([—amyloidni proteiny, viz. obr. 8, formujici fibrily jsou intenzivné studoviny zejména proto, zZe jsou
spojovany s Alzheimerovou nemoci. Mechanismus fibrilizace je vyjimecné dilezity pro vysvétleni patoge-
neze této nemoci a pravé AFM muze pfinést zajimavé udaje s nanometrovym rozliSenim [9].

Data type
Z range

amyloid. 003

Obrazek 8: f—amyloidni vlakna

4.3. Usporadané molekuly

a) Podpurné rovinné dvojvrstvy Podptlirné rovinné dvojvrstvy je mozné ziskat Langmuir-Blodgett-
ovou technikou nebo vesikularni fazi. V obou pfipadech jsou vrstvy spontanné adsorbované na slidé a
jsou pii skenovani v kapaliné stabilni. AFM zobrazuje G¢inek sméSovani lipida ve dvojvrstvé, zvlnéni a
puchyfe na asymetrické dvojvrstvé (phosphatidylcholine/phosphatidylglycerol) [10].

b) Vesikuly V AFM bylo zobrazeno nékolik typt vacki (vesikul). Nékteré typy vesikul maji tendenci
sluGovat se v pfipadé, Ze jsou naneseny na povrch slidy. Autofi vyzkumt ukézali, Ze existuji rozdily mezi
reorganizaci lipida fosfatidyletanolaminu a fosfatidylcholinu, viz obr. 9. Liposomy DPPC/cholesterolu
imobilizované protilatkami jsou pripojeny k povrchu zlata a bylo zjisténo, ze limit stlaceni liposomu je
40 % objemu a nemély by byt zobrazeny silami, které jsou vyssi nez 1 nN [11].



Obréazek 9: Lipidy na slidé (sken 1500 nm)

¢) Membrany

Izolované membrény:

Bunécéné membrany nebo membrany jidra mohou byt izolovany a naneseny na slidu. Na cytoplasma-
tické strané bunééné membrany je mozné identifikovat vldknitou strukturu danou vldkny aktinu a miiz-
kovou strukturu. V membranach byly zobrazeny proteiny s primeérem od 8 do 40 nm a rovnéz pory.

Touto cestou je mozné vyhodnotit piisobeni 1€k, iontd, hormond nebo zareni in-vivo. Jako priklad
muze byt uveden vliv lanthanoidovych kationtd na membrany lidskych erytrocyti, které v nich vytvari
domény a pory. Nékteri autori popisuji techniky pro studium elektrickych pfipadné transportnich mem-
branovych déja [12].

Vyuzitim AFM a dokonalejsim topografickjm zobrazenim membranovych komplexa byly rovnéz stu-
dovéany interakce proteini s membranou. To p¥ispiva napiiklad k vyvoji biosenzort [13].

Reorganizace membran

Po rozpusténi a izolaci mohou membranové proteiny vytvaret dvojrozmérné krystaly, které mohou byt
zobrazeny s vysokym rozliSenim. Tésné usporadani molekul redukuje jejich laterdlni pohyb a je dosazeno
submolekularni rozliSeni. Specidlnimi technikami bylo mozné zobrazit jak extracelularni, tak cytoplasma-
tickou stranu membrany, viz. obr. 10. Peptidové fetizky je mozné zobrazit s lateralnim rozliSenim okolo
0,5 nm a vertikalnim 0,1 nm. Nabizi se moznost provadét konformacni zmény proteini silovym ptisobenim
hrotu na proteiny [14].

Obrazek 10: Vnéjsi strana cytoplasmatické membrany



d) Krystaly Rada poznatki ukazuje, ze AFM miize zobrazit krystaly s velkym rozlisenim a vysledky
vykazuji dobrou shodu s rentgenovou analjzou, NMR nebo elektronovou mikroskopii. Jedna se napiiklad
o mikrokrystalky celuldzy, krystaly lysosomu, proteinti, katalazy apod. [15].

Metodou AFM byl rovnéz studovan inzulin, kdy byly zobrazeny inzulin—protaminové krystaly. Tyto
komplexy jsou vhodné pro fizeni kinetiky uvoliiovani inzulinu v pfipadé, ze komplexy jsou injektovany
do krve [16].

Jednim z typt krystald rostoucich na podlozce a vytvarejicich dendritické struktury, jsou krystaly
NaCl (obr. 11.).

Obréazek 11: Dendritické krystaly na povrchu slidy (sken 40 pm)

4.4. Bunky

AFM miuze poskytnout informace o struktufe bunék, které jsou adherentni, tj. uchycené k povrchu.
Zv14sté je zobrazovan jejich cytoskelet a submembranové struktury [17]. Mohou byt studovany i vysusené
a fixované bunky. Tim se ale ztraci informace o jejich chovani v pfirozeném stavu.

V pfipadé, ze jsou studovany bunky v kapaling, je nutné je vazat k povrchu vhodného substratu. Ve
vétsiné pripadl jsou buriky v kultufe ¢inné piilepené ke dnu Petriho misky. P¥idanim kolagenu, lamininu
apod. je mozné adhezi podporit. Néktefi autofi pouzivaji originalni zptisob jak imobilizovat kvasnicové
buriky, a to jejich uchyceni v pérech celulézového filtru.

Na ledvinovych burikich bylo dosazeno lateralni rozliseni 10 nm. P¥itom bylo pracovano v kontaktnim
rezimu s nizkymi hodnotami sil (20-50 pN). Detaily membrany odhalily rozdily v drsnosti povrchu, jejich
vléknity vzhled korespondujici se submembranovou strukturou. Malé éastice (10-30 nm), vystupujici nad
povrch membrany koresponduji s membranovymi proteiny nebo protein-lipidovymi komplexy [18].

AFM napiiklad odhalil Gé¢inek protildtek na bakteridlni membranu (splynuti bunék, ztrata ptivodniho
tvaru, zména ¢lenitosti povrchu) [19].

Erytrocyty mohou byt jednoduse zobrazeny na vzduchu, ale jiz po vytazeni z kapaliny maji tendenci
k resorpci [20].

V AFM je mozné zobrazit viry, jak na vzduchu, tak i v kapaliné. V kapaliné byl zobrazen virus chfipky,
ktery byl uchycen na slidé, viz. obr. 12. Jako kalibra¢ni referen¢ni vzorek pro AFM se pouzivé tabdkovy
mozaikovy virus, vzhledem k tomu, Ze jejich velikost je stala [21].

4.5. Tkané

Obecné je mozné konstatovat, ze tkané se v. AFM zobrazuji obtizné. Jsou obvykle velmi mékké a ¢lenité
a kterdkoliv fibrilarn{ struktura (nervova tkén, extraceluldrni matrix, apod.) mtze zachytit hrot.
Uspésné se podafilo zobrazit usporadani kolagenovych vldken rohovky a sklivce. To je uziteéné pro
analyzu povrchu rohovky po laserové keratektomii [22].
AFM poskytuje dilezité informace o zubni tkani. Naptiklad proces demineralizace, ptisobeni bélicich
past na sklovinu, struktura povrchi vypliiovych materiala (obr.13) apod. [23]. Zajimavy vyzkum je pro-



Obrazek 12: Virus chiipky (skenovaci rozsah 1500 nm)

vadén v souvislosti s desenzibilizaci odhalenych krékd. SniZeni citlivosti je mozné dosahnout zatavenim
dentinovych tubuli laserovym svazkem, viz. obrazky v Sesté kapitole.

S pomoci AFM muzeme studovat strukturu vlasi. Vlas mtize byt imobilizovan na povrchu epoxidové
pryskyfice a zobrazen v kapaliné. Takto mize byt sledovan vliv prostredkt vlasové kosmetiky, stejné tak
jako vliv pocasi a atmosférickych vlivii za definovanych hodnot vlihkosti vzduchu [24].

Rostlinné tkané, prestoze jsou ¢lenité, maji vyhodu ve své relativni tvrdosti. Muzeme tak ziskat
informaci o bunéénych sténéach, povrchu listu (starsi list je ¢lenitéjsi nez mladsi) apod. [25].

Obrazek 13: Struktura povrchu kompozitnich vypliiovych materidla
1144 mm
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Obrazek 14: Profil povrchu kompozitniho materidlu



5. Aplikace AFM v biologii jako nezobrazujici techniky

AFM je vSak vice nez mikroskop, ktery poskytuje topografickd data o vzorku. Pohyb raménka s hrotem
mize byt vyuzit k méfeni sil s vysokou citlivosti. Existuje siroky rozsah aplikaci, zahrnujici méfeni intra—
a inter—molekulovych sil, méfeni viskoelastickych vlastnosti povrchu atd. Raménko s hrotem mize byt
rovnéz citlivym detektorem pohybu vzorki, ktery je zajimavy pro detekci molekularniho nebo bunééného
pohybu.

5.1. Mé&freni sil

Myslenka pouzit AFM k méfeni sil v biologii se objevila v roce 1989, ale intenzivnéji je rozpracovavana od
roku 1995. Jsou aplikovany nésledujici zakladni zptisoby méfenti sil: intermolekularni sily, intramolekularni
sily a odhady tvrdosti povrchu.

a) Inter— a intra— molekuldrni sily Jak vyplyva z principu AFM, nabizi se vyuziti silového pi-
sobeni hrotu na povrch k spektroskopickym tucelim. K tomu je zapotiebi specialné upraveny hrot, na
ktery musi byt navazany molekuly, ptisobici jako ligandy véazajici se k receptoriim povrchu. Po pfiblizeni
hrotu k povrchu dojde k interakci mezi molekulami a jejich navazani. P¥i oddalovani hrotu se molekuly
budou postupné natahovat a zptsobovat ohyb raménka az do okamziku pfetrzeni vazby. To se projevi
skokovou zménou na kiivce F—d. Ackoliv méfeni samotné je relativné jednoduché, jeho interpretace je
pomérné slozita, podle toho jak sily zavisi napfiklad na tazné rychlosti. Méfeni téchto sil bylo jednou z
prvnich aplikaci podobného druhu. V roce 1992 to byl napiiklad odhad vazby streptavidinu k lipidové
dvojvrstveé. Vazebné sily mezi vodikovymi atomy byly méfeny rovnéz napf. mezi molekulami avidinu a
biotinu (obr. 15.). V soucasné dobé se intenzivné studuji interakce mezi jednotlivym stavebnimi prvky
DNA. Autofi pfipojuji na hrot a povrch molekuly oligonukleotidi. Byla zméfena adhezni sila 0,83 nIN
mezi 12 bazovymi pary molekul [26].

Force cures Far
Recoptor-Ligand Adbesion

Obrazek 15: Méteni vazebnych sil mezi molekulami avidinu a biotinu

Prikladem intermolekuldrnich méfeni je interakce mezi acetylcholinesterdzou a acetylcholinem a sub-
stratovymi proteiny, véetné stability kovalentni vazby. Byly vytipovany molekuly k pfesnéjsimu studiu
specifickych domén uvnitf proteint.

Z méFeni intramolekulérnich sil uvedme piiklad dlouhych svalovych proteind (titinu), které byly upev-
nény jednim koncem k povrchu zlata a druhym koncem molekuly k raménku s hrotem, viz. obr. 16. Sila
zmeérend pri riznych rychlostech natahovani molekuly se ménila od 150 do 300 pN. Data podobného
charakteru byla ziskdna z méfeni DNA mezi vazbami G-C (20+3 pN), A-T(9+3 pN). Z dalsich piikladia
je mozno uvést syntetizované polymery lysosomt, molekuly spektrinu a protein G-£ [27]. Nabizi se rovnéz
mapovani funkénich skupin na povrchu organickych latek.

b) Mechanické vlastnosti vzorku Vertikdlni sila na hrot pf¥i méfeni vztahu ,sila—vzdalenost“ se
projevi pfi pritlaceni vznikem prohlubné (v zavislosti na mechanickych vlastnostech povrchu). V biologii
je mozné tuto skuteCnost vyuzit pro kvantifikaci viskoelastickych vlastnosti vzorkd, zejména bunék ,in
vivo“. Dilezity vysledek je urcéeni okamziku, kdy dojde ke kontaktu hrotu a povrchu mékkého vzorku. V
pripadé kontaktu hrotu s povrchem tvrdého vzorku, se v zavislosti F'—d projevi charakteristickou smyckou,
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Obrazek 16: Princip méfeni intramolekularnich sil na svalovych proteinech
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ktera se u mékkého vzorku neobjevi. Pro stanoveni tohoto okamziku existuji matematické fitovaci metody
[28].

5.2. Molekularni a bunéény pohyb

Sonda AFM muize byt rovnéz situovana nad povrchem bunék nebo molekul a ze zdznamu pohybu raménka
miize byt vyhodnocen jejich spontanni pohyb. Objevily se prace detekujici aktivitu molekul lysosomu,
pohyb uredzy, IgG, mikrotubulii a aktivity draslikovych kanéld [29]. Byl rovnéz zachycen entropicky
pohyb vlasovych nervovych vldken [30]. Pro tato méfeni je nezbytné potlaceni veskerych vibraci a kontrola
tepelného driftu vnéjsimi c¢idly.

Neékter! autori zjistovali pulsaci kardiomyocyti, kdy byly vyhodnoceny rizné amplitudy a frekvence
pro rizné kontrahujici se membrany [31].

6. Aplikace AFM Explorer v laboratori KEF PrF UP v Olomouci

Studium redukce dentinové hypersensibility a permitivity
Dentinova hypersensitivita je stav bolesti, kdy je exponovany povrch dentinu citlivy k intraoralnim
stimulim. Znaméjsi oznaceni je ,.citlivé zubni kréky“. Mikroskopickd vysSetfeni hypersensitivniho dentinu

ukazuji oteviené dentinové tubuly do vnéjsiho prosttfedi, viz. obr. 17. Jejich pramér se pohybuje od 3 do
4 pm.

Obrazek 17: Povrch dentinu s tubuly (skenovana oblast 80 pm)
Podle hydrodynamické teorie je prenos bolestivého stimulu pfes dentin zprostfedkovan pohybem te-

kutiny v dentinovych tubulech. Vétsina desensibilizacnich postupti a prostiedki je v soucasné dobé za-
méfena na peceténi dentinovych tubult pecetivy nebo alteraci obsahu tubuli prostfednictvim koagulace,
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proteinové precipitace apod. Tyto techniky vSak maji pouze docasny efekt a jejich aplikace musi byt
po urcité dobé opakovana. K dosazeni dlouhodobého efektu se nabizi postupy, které vedou ke zmenseni
priuméru dentinovych tubulti [32-34]. Kratkd expozice laserem, nejéastéji Nd:YAG vede k roztaveni po-
vrchové vrstvy této tkdné. Roztaveny dentin se méni v pevnou hmotu s hladkym neporéznim povrchem
umoznujici dalsi aplikaci dentalnich vypliovych materialu.

Pro nase vyzkumy byl pouzit Nd:YAG laser od firmy LASAG. Laser s emisi zafeni o A = 1,064 um
pracuje v pulsnim rezimu s rozsahem frekvenci 1 az 1000 Hz s maximalnim primeérnym vykonem 150 W.
Doba trvéani pulsu od 0,1 do 20 ms. Laserovy svazek je mozné nechat vystupovat z optické hlavy o ohnisku
f = 10 cm pfi pruméru svazku 0,3 az 0,4 mm, nebo z optického vldkna o priméru d = 0,4 mm. Pro lepsi
absorpci laserového zafeni v povrchové vrstvé je povrch natien ernym inkoustem (indocyaninova zeler,
karminové indigo, apod.). Divodem je snaha zabranit hlubsi penetraci laserového zafeni a tim prohfati
zubni dfené (povoleno je zvySeni max. 5 °C nad pulpélni teplotu). Vzhledem k pulsnimu rezimu je vykon
uvadén v mJ/puls.

6.27um
34um
Opm
100 prm

Obréazek 18: Redukce priimeéru dentinovych tubult (skenovana oblast 100 pm)

Na snimcich z AFM na obr. 18 a 19, jsou uvedeny piiklady redukce priuméru dentinovych tubuli
pfi pouziti vykonu 150 mJ/puls a jejich zataveni vykonem 200 mJ/puls. Analyzy AFM byly provadény
kontaktné s hroty z nitridu kifemiku.

634 pm
317 m
Opm
80 pm

Obrazek 19: Zataveni dentinovych tubult (skenovand oblast 80 um)
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Vyuziti AFM prFi studiu povrchovych vlastnosti mékkych kontaktnich ¢odek

Vyvoj materidld pro vyrobu ,modernich“ kontaknich ¢ocek mtzeme datovat k roku 1936, kdy byl
pouzit materidl polymetylmetakryldt (PMMA) vyznacujici se vybornou prizracnosti. V té dobé nahradil
dosud pouzivané sklo. Je ziejmé, Ze materidly byly nejen tvrdé, ale piedevsim nepropustné pro vzdusné
plyny a to vedlo k drazdéni rohovky.

V roce 1976 nechal patentovat akademik Wichterle hydrofilni gel, poly-hydroxyetylmetakrylat (p-
HEMA), ktery se vyznacoval mékkosti a prostupnosti vzdusného kysliku. Od této doby muZeme registro-
vat vyvoj meékkych polymernich materidl pro vyrobu kontaktnich ¢ocek. V soucasné dobé se pouzivaji
polysiloxanové hydrogely (PDMS) v kombinaci s hydrofilickymi monomery (NVP, p-HEMA). Tyto mékké
kontaktni ¢ocky maji viybornou propustnost kysliku a pomérné vysoky obsah vody > 50%. Pfi spravné
aplikaci a osetfovani vhodnymi desinfekénimi roztoky jsou tyto kontaktni ¢ocky urcéené pro dlouhodobé
noseni [35].

Vyzkumy jsou zaméfené na permeabilitu vody a iontd v souvislosti s pohybem kontaktni ¢ocky v oku,
chovéani kontaktnich ¢ocek v solnych roztocich, zejména v souvislosti s tfenim a adhezi a studium morfo-
logie siloxanovych hydrogelu [36].
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0pm 7.03 pm 14.07 pm Opm 267 um 5.33um
Obrazek 20: Zmény povrchu hydrofilniho gelu pfi vysychéani

Vzhledem k vysokému obsahu vody neni mozné pozorovat kontaktni ¢ocky v suchém stavu. Pfi vysu-
Seni dochézi ke smrtovani gelu a k naruseni struktury (obr.20.). Bylo tedy nutné pouzit AFM skener pro
kapalné vzorky se specidlni komiirkou, kterd zajistovala smaceni kontaktni ¢ocky v oSetfovacim roztoku,
viz. obr. 21. Tim bylo dosazeno kvalitnich snimkt, viz. obr. 22, které potvrdily o¢ekdvanou uspoirddanou
strukturu s cylindrickymi pory.

detektor , okénko
- /
' /
‘
' kryt s otvorem
H\ - %:yfz—_( ry

kontaktni . — = oy
cocka 7 kulovy po'.' oSetfovaci
[=2mm roztok

Obréazek 21: Komurka pro analyzu kontaktnich ¢ocek

7. Zavér

7Z predlozeného textu vyplyva, ze mikroskopie atomarnich sil poskytuje biologickym obortim fadu apli-
kacnich moznosti. Pouziti skeneru pro kapalné vzorky umoznuje zobrazit struktury in-vivo v rozmérech
desitek az stovek nanometru pfimo v pfirozeném fyziologickém prostiedi vybranych bunék a tkani.

Na zakladé naSich zkuSenosti je mozné konstatovat, Zze kvalitnich reprodukovatelnych vysledkt jsme
dosahli u tuzsich vzorkl jako jsou dentin nebo materidly mékkych kontaktnich ¢ocek.
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Obrazek 22: Kvalitné zobrazeny povrch kontaktni ¢ocky z materidlu p-HEMA (sken 20 pm)

Skener pro kapalné vzorky piinadsi sice nové analytické moznosti, avsak ty jsou spojené s obtizemi
pfi nastaveni mikroskopu, se kterymi se naSe pracovisté teprve vyrovnava. Poznatky, bohuzel zejména
negativni, zjiSténé na nasem pracovisti mohou byt cenné pro zacinajici operatory u AFM vyuzivajicich
skener pro kapalné vzorky.
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