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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva prostudovanim postupu méfeni a optimalizaci podminek méfeni
pomoci mikroskopu atomarnich sil (AFM) sbudoucim vyhledem na zobrazovani a méfeni
mechanickych vlastnosti (napi. adheze nebo tuhost materialu) hydrogelti a polotuhych materiald
na mikrourovni. Mikroskopie atomarnich sil nabyva vyznamu ve vyzkumech vzhledem k univerzéalnosti
metody, kdy je schopna zobrazovat vodivé i nevodivé vzorky, ale zarovenl méfit i jejich mechanické
vlastnosti, jako je adheze, elasticita nebo tuhost. Vyhodou oproti jinym metodam je, Ze AFM je schopné
meéfit mechanické vlastnosti nejen na makrotrovni, ale také na lokalni Grovni. Optimalizace méficich
maoda se provadéla na standardnim vzorku polystyrenovych nanoc¢astic 0 velikosti jeden mikrometr, kdy
byly proméfeny jednotlivé rezimy, jako jsou bezkontaktni metoda (noncontact mode, AC Mode
Imaging) a kvantitativnim rezimem méfeni (QI™ Advanced Imaging), kterymi lze méfit pomoci AFM.
Nasledovalo méteni PVA f6lii, méfeni se provadélo z ditvodu toho, Ze se jednalo o vysuSené hydrogely
(xerogely), coz bude zajmem dalsiho studovani. Byly vytvotfeny z polyvinylalkoholu a chitosanu.
Vnitini prosttedi hydrogelt bylo modifikovano tpravou pH (NaOH) nebo zménou iontové sily (NaCl).
Dale byl pozorovan vliv mrazeni na PVA folii, jedna se o jednu z moznosti pfipravy fyzikalné
sitovaného hydrogelu. Tato prace zkouma také vliv koncentrace fyzikalné sitovaného
termoreverzibilniho agarosového gelu na jeho porozitu.

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on atomic force microscopy (AFM), mainly on studying the measurement
procedure and optimalization of measurement conditions with future perspective on imaging hydrogels
and measuring mechanical properties (such as adhesion or stiffness) of hydrogels and semi-rigid
materials at the microlevel. Atomic force microscopy is gaining significant importance in research due
to its versatility, when it can provide topographical image of conductive and non-conductive samples
while measuring mechanical properties of the samples, such as adhesion, elasticity or stiffness.
Advantage of AFM method is that it can provide mechanical properties of the samples not only on macro
levels as we are used to, for example, from rheology, but also on local level. Optimalization was
performed on standard sample, one micrometre polystyrene nanoparticles , when the individual modes
were measured, such as non-contact (AC Mode Imaging) mode and quantitative mode (QI™ Advanced
Imaging). This was followed by the measurement of a PVA foils, the measurement was performed
because they are xerogels and will be studied more in the future. They were made with polyvinyl alcohol
and chitosan. The internal environment of the hydrogels has been modified by adjusting the pH (NaOH)
or by changing the ionic strength (NaCl). Furthermore, the effect of freezing on the PVA foils was
observed, it is one of the possible ways of preparation of physically linked hydrogels. This work also
examines the effect of porosity on concentration of physically linked thermoreversible agarose gels.

KLICOVA SLOVA

Mikroskopie atomarnich sil, bezkontaktni metoda, stfidava kontaktni metoda, hydrogely, mechanické
vlastnosti, adheze, optimalizace metod, polyvinylalkoholové folie (PVA), agarosové gely.
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Atomic force microscopy, non-contact mode, tapping mode, hydrogels, mechanical properties,
adhesion, method optimalization, polyvinyl alcohol foils (PVA), agarose gels.
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1 UVOD

Mikroskopie atomarnich sil (AFM) se v poslednich nékolika letech za¢ina nabyvat na dilezitosti a vice
se zatazovat do vyzkumd, jelikoz je schopna poskytnout jak snimek povrchu vzorku, tak i mechanické
vlastnosti (adheze nebo tuhost materialu) na mikrourovni. Jedna se o metodu fazenou do skupiny
tunelové mikroskopie, kterd se oproti ni lisi tim, Ze je schopna méfit vodivé i nevodivé vzorky, protoze
k méfeni nevyuziva elektricky proud, ale ptisobeni pfitazlivych a odpudivych sil mezi povrchem vzorku
ahrotem (probe) nosniku (cantilever). To se projevuje zménou vychyleni nosniku, ktera
se zaznamenava pomoci odrazeného laserového paprsku na fotodiodu (detektor), odkud se signal
prevede do pocitate. Muze se jednat jak o destruktivni metodu, pii pouziti kontaktniho rezimu,
tak i nedestruktivni pti pouziti bezkontaktniho a semikontaktniho rezimu, kdy nam nad vzorkem nosnik
osciluje a odpudivé sily udrzuji hrot nad povrchem vzorku coz je prednost techniky mikroskopie
atomarnich sil (AFM). Metoda poskytuje trojrozmérné snimky povrchil vzorkll a zaroven je mozné
ziskat informace o vlastnostech, jakymi jsou adheze, koeficient tuhosti, Youngtiv modul pruznosti, apod.

Tato prace se zamétuje piedevsim na prostudovani jednotlivych metod meéfeni na pfistroji
NanoWizard 4 od spole¢nosti Bruker, kterymi lze méfit. Jedna se piedevs§im o bezkontaktni metodu
(non-contact mode, AC Mode Imaging) anebo kvantitativni metodu (tzv. tapping mode, QI™ Advanced
Imaging), kdy je zde vénovana pozornost optimalizaci podminek méfeni pro zvolenou metodu. Méfeni
se provadi na standardnim vzorku polystyrenovych nanocastic 0 velikosti 1 um, které jsou ziedény
deionizovanou vodou v poméru 1:100.

Dalsim cilem této prace je méfeni a zobrazeni xerogelll na bazi polyvinylalkoholu a chitosanu
a zavislosti velikosti porti na pouzité koncentraci ¢inidla (NaOH, NaCl) a také jaky vliv ma mrazeni
na samotny PVA gel. Druhym gelem, u kterého se metodou mikroskopie atomarnich sil (AFM) sleduje
velikost porii, je agarosa. Sleduje se v zavislosti na koncentraci.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Mikroskopie atomarnich sil

Mikroskopie atomarnich sil (z anglického Atomic Force Microscopy, AFM) se fadi mezi metody
tunelové mikroskopie, ktera se standardné pouziva k zobrazeni vzorki na nano(mikro) arovni [1].
Od tunelové mikroskopie se 1i§i tim, Ze k detekci se nevyuziva elektricky proud, ale vzajemné
pfitazlivé/odpudivé sily mezi vzorkem a méfici sondou. Diky tomuto je schopna zobrazovat i nevodivé
vzorky. Aparatura se sklada z raménka (cantilever) s méficim hrotem (probe), ktery se v zavislosti
na méticim modu pohybuje bud’ nad povrchem vzorku (bezkontaktni metoda, non-contact mode, AC
Mode Imaging) nebo je s nim v kontaktu (kontaktni metoda, contact mode). Dalsi ¢asti je laser, ktery
slouzi k detekci polohy hrotu a fotodioda, ktera slouZi pro méteni signalu. Zobrazovaci schopnost tohoto
zatizena spociva v tom, ze AFM je schopné méfit i velmi malé sily, napt. pritazlivé a odpudivé sily
jednotlivych atomt a molekul, které se navzajem dostavaji do kontaktu a ovliviji se [2].

Princip skenovani je zaloZzeny na méfeni pfitazlivé anebo odpudivé sily mezi vzorkem a hrotem [1]
(probe), ktery se nachazi na ohebném nosniku (cantilever). Jedna se o pohyb po fadach, kdy se skenuji
jednotlivé body vzorku ve sméru osy X a y. Béhem skenovani se méfi a zaznamenava vychyleni nosniku,
ktery je vychylovan vlivem pfitazlivych nebo odpudivych sil vzorku a hrotu. Toto vychyleni
je detekovano a pievedeno na elektricky signal pomoci laserového paprsku, ktery dopada na zadni stranu
nosniku, zde se paprsek odrazi a dopada na detektor. Jedna se 0 princip tzv. optické paky [2] (Obrazek
1), kdy i mald zména Ghlu nosniku je pfevedena do méfitelné vychylky ze zmény polohy bodu
na fotodiodé. VétSina pouzivanych fotodiod, které se pouzivaji pro mikroskop atomarnich sil,
je rozdélena do ¢tyt kvadrantt, tudiz je mozné polohu laserového bodu vypocitat ve dvou smérech.

Fotodioda (detektor)

nosnik

hrot
Obrazek 1 — Princip optické pdky [2].

V praxi je AFM vyuzivdno zejména v biologii, jelikoz vzorky mohou byt zobrazovany
ve fyziologickych podminkach, neni potieba je nijak barvit, modifikovat a neni potieba, aby vzorek ved]
elektrony. Diky velkému rozliseni je mozné zobrazit bunky, ale 1 jednotlivé molekuly, jako jsou proteiny
a DNA. Mikroskopie atomarnich sil se pouziva k méfeni mechanickych nebo adheznich vlastnosti
a trojrozmérnému zobrazovani povrchu, pfipadné i k manipulaci se vzorkem. Manipulace vzorku [3]
je zalozena na vyméné jednotlivych atomid nebo molekul. Prvni zminka o manipulaci atom®i pomoci
mikroskopie atomarnich sil je o selektivnim odstranéni adatomu (atom lezici na povrchu krystalu)
ptiblizenim oscilujiciho hrotu k povrchu vzorku v konkrétnim bodé. Po odpoutani atomu z ptivodni
polohy vznikne na jeho misté vakance, kterou je mozné zaplnit jinym druhem atomu navazanym
na $picce hrotu z jiného vzorku. Takto byly napt. nahrazeny atomy germania (Ge) na povrchu vzorku
atomy cinu (Sn), kdy atomy cinu maji jiny vyskovy profil a na ziskaném trojrozmérném obrazu je mozné
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pozorovat rozdilnou vysku jednotlivych atomi (Obrazek 2) [3]. Tyto manipulace vzorkd je mozné
vyuzit napf. pro vytvoreni polovodi¢ovych povrchi pomoci vymény atomti nebo molekul, provadéet
atomové manipulace na povrchu izola¢nich materidld a méfit sily zapojené do manipulace
s atomy/molekulami s moznosti kvantifikace tieni v méfitku atomu.

Obrdazek 2 - Manipulace atomii vzorku, nahrazeni atomii germania (Ge) atomy cinu (Sn), ktery maji vyrazné
vetsi profil [3].

Pii méfeni sily se zaznamenava velikost pritazlivych/odpudivych sil mezi hrotem a povrchem vzorku.
To je vyuzito pro méteni mechanickych vlastnosti [2], kdy jednou z moznych informaci o mechanickych
vlastnostech vzorku mize byt napf. Youngiv modul pruznosti.

Trojrozmérné zobrazovani [2] je zajisténo skenovanim povrchu a méfenim vychyleni nosniku, coz
je zaznamenano zménou polohy laserového paprsku na fotodiodé. Zména velikosti vychyleni
je zpisobena zménou velikosti sil, které jsou mezi hrotem a povrchem vzorku (bezkontaktni metoda).
Kdyz je pouzita kontaktni metoda, kdy je hrot v kontaktu s povrchem vzorku, tak dochazi k vychyleni
nosniku vlivem sledovani topografie vzorku (reliéfu povrchu vzorku). Pii zobrazovani povrchil
se vyuziva zpétné vazby (feedback), kdy tato zpétna vazba nastavi vySku nosniku hrotu, aby se vychylka
nosniku obnovila na uzivatelem prednastavenou hodnotu.

Piezoelektricky efekt

Mikroskopie atomarnich sil mize zaznamenavat nejen vySkové rozdily v topografii, ale muze
zaznamenavat tzv. piezoelektricky efekt [4]. Projevuje se schopnosti krystalu generovat elektrické
napéti pii své deformaci. Vyhodou AFM je to, Ze je schopny méfit piezoelektricky efekt na trovni
jednotlivych atom@ a molekul. Takovyto druh méfeni mizeme nazvat jako piezoelektrickou silovou
mikroskopii [5] (z anglického Piezoelectric Force Microscopy, PFM).

Pouzivé se zde vodivy hrot, ktery se pfivede do kontaktu s feroelektrickym nebo piezoelektrickym
materialem, mezi povrch vzorku a hrot se vlozi nastavené napéti a diky tomu se vytvori vnéjsi elektrické
pole. Vlivem elektrostrikce nebo inverznim piezoelektrickym G¢inkim téchto materialll se vzorek
lokalné smrstuje nebo rozsifuje. Vzhledem k tomu, Ze je hrot v kontaktu s povrchem vzorku, takova
expanze nebo smrsténi zplsobi vychyleni nosniku, které se zaznamendva na fotodiodu pomoci
laserového paprsku a porovnava se s puvodnim stavem pied aplikaci elektrického pole [5].

Vysoké napéti odpovida nepatrnym zmeénam v Sifce krystalu. S touto Sitkou krystalu lze manipulovat
s lepSi nez mikrometrickou pfesnosti, proto je mozné je pouzit k polohovani pfedmétl s extrémni
presnosti, napt. k finalnimu pftiblizovani nosniku ke vzorku.



2.1.1 Zobrazovaci rezimy

Zobrazovani je mozné diky silam, které ptisobi mezi hrotem a povrchem vzorku. Mezi nejcastéjsi sily,
které ovliviiuji chovani hrotu viéi vzorku, jsou van der Waalsovy a kapilarni sily [2]. Tyto sily ptsobi
na dlouhé vzdalenosti (1 A az desitky nm) v ramci atom@ a molekul. Jak se k sobé dva objekty, atomy
nebo molekuly, pfiblizuji, zacinaji na sebe pusobit pfitazlivymi silami. Jakmile se dostanou do bodu,
kdy jsou u sebe atomy ¢i molekuly pfilis blizko, za¢nou se odpuzovat a vzdalovat. Odpudivé sily ptisobi
na kratkou vzdalenost (zhruba do 1 A), coz je vzdélenost, kdy se objekty dostanou do kontaktu a jejich
elektronové obaly se zacnou piekryvat. Toto chovani znazoriiuje diagram, kde je vynesena zavislost sily
na mezimolekularni vzdalenosti. Pod osou x se nachazi ptitazlivé sily, které dosahuji ur¢itého minima,
poté se sily stanou odpudivymi a kiivka strmé stoupa se zmensujici se vzdalenosti.

Diky silam plsobicim mezi hrotem a povrchem vzorku mutzeme rozliSit nékolik moznosti
zobrazovacich rezima (Obrazek 3). Jedna se o kontaktni metody a rezim silové modulace (metoda force
modulation), stfidavou kontaktni metodu (metoda tapping), bezkontaktni metoda, kvantitativni
zobrazovani a vysokorychlostni AFM, coz je druh bezkontaktni metody méteni. Kazda z téchto metod
pracuje Vv jiné ¢asti diagramu. Kontaktni metoda a rezim modulace sily pracuje s odpudivymi silami,
tedy se nachazi nad osou x. Stfidava kontaktni metoda se pohybuje na rozhrani pfitazlivych
a odpudivych sil, jelikoz je schopna pracovat v obou podminkach. Bezkontaktni metoda se nachazi
na diagramu v ¢asti pfitazlivych sil. Stiidava kontaktni metoda a bezkontaktni metoda se fadi do skupiny
dynamickych metod, jedna se o metody, které misto statického vychylovani hrotu a nosniku vyuzivaji
vibrace nosniku a poté se detekuje jeho oscilace [2].

sila - reZimsilové modulace

Y=

kontaktni

odpudiva ..
rezim

.
—

pritazliva vzdalenost

Obrazek 3 — Diagram zavislosti sily na vzddlenosti dvou téles a oblasti, ve kterych pracuji jednotlivé metody [2].

Kontaktni metoda

Jedna se o nejjednodussi zptisob méfeni na mikroskopu atomarnich sil. Hrot je neustale v kontaktu
se vzorkem a méfi se vychyleni nosniku vlivem zmény vysky (reliéfu) povrchu vzorku [6]. Kontaktni
mod umoziuje vyuzivat dva zpusoby méfeni, a to tzv. rezim konstantni sily (constant force),
kdy mechanismus zpétné vazby je takovy, Ze prohnuti, a tedy i sila, nosniku je konstantni. Jakmile dojde
Kk prohnuti nosniku, je upravena vyska, aby doslo k navratu na pivodni nastavenou hodnotu vychyleni
(tzv. Setpoint). Druhym je rezim modulace sily (force modulation), kdy je mechanismus zpétné vazby
vypnuty a vyska ziistava konstantni a je méfeno prohnuti nosniku pro zisk topografického snimku. Tento
rezim je vhodny pro mekei vzorky, které maji relativné hladky povrch s malymi odchylkami, protoze
jinak dochazi k ponic¢eni nosniku [2].
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Kontaktni metoda se nej€astéji vyuzivad pro zobrazovani povrchll s vysokym rozliSenim, napf.
pro anorganické krystaly, podjednotky proteind apod. Boc¢ni sily poskytuji informaci o tfeci sile mezi
hrotem a vzorkem, coz muze ukazat oblasti, které maji stejnou vysku, ale zcela odlisné chemické
vlastnosti [2]. Jedna se o sily, které pisobi na hrot zménou soucinitele téeni na povrchu vzorku. Pouzivaji
se pro méfeni nehomogenity povrchovych materialt, ale také jsou schopné vylepsit kvalitu snimku
nehomogenniho materialu. Pro zobrazovani se pouZzivaji rizné typy nosnikd. V nékterych piipadech
tyto sily mohou ovliviiovat méteni, proto se jim v tomto piipadé¢ snazime zabranit, napt. pii méfeni
ve vodném prostedi pomoci kontaktni metody.

Dynamickd metoda

Dynamicka metoda vyuziva vibrace nosniku, kdy je méfena oscilace misto statického vychylovani hrotu
[2]. Existuje nékolik zpusobt, jak muze byt docileno oscilace nosniku. Jednou z nich je ptimé
rozvibrovani nosniku pomoci piezoelektrického efektu, kdy nosnik za¢ina vibrovat na budici frekvenci
a postupnym promeéfenim rozsahu frekvenci se najde vrchol ve frekvenénim spektru, ktery odpovida
rezonan¢ni frekvenci nosniku. Druhou moznosti je pouziti magnetického pole. Zde je podminkou,
Ze nosnik musi byt potazen feromagnetickou vrstvou. Musi zde byt nastavena oscilace, tedy amplituda
a frekvence, a podle téchto parametra se piizptsobi vyska pomoci zpétné vazby [7]. Jednou z moznosti
dynamické metody je stéidava kontaktni metoda (tapping mode), dale bezkontaktni metoda (non-contact
mode) a rezim silové modulace (force modulation mode).

Stiidava kontaktni metoda patii mezi nejvyuzivanéjsi, protoze je schopna poskytnout vyhody jinych
oscilace a bo¢ni vychyleni pak byva mensi nez pti kontaktni metodé [2]. Pfi stfidavé kontaktni metodé
nosnik osciluje blizko bodu rezonance. Amplituda oscilace je upravovana pomoci Vvelikosti
piezoelektrického efektu. Pokud se vyska vzorku zvysi, pak se amplituda snizi. Oscilace muze
poskytnout informaci o vzorku, napf. 0 tuhosti, mechanickych nebo adheznich vlastnostech. Rezonanéni
frekvence nosniku zavisi na hmotnosti i konstanté pruznosti (spring constant), nosniky s vétsi
konstantou pruznosti maji vy$si rezonan¢ni frekvenci [2]. Tato metoda je jednou z nejvice vyuzivanych
metod, protoze poskytuje jako topograficky snimek, ale zaroven i informace o vlastnostech vzorku, jako
je adheze nebo tfeba tuhost vzorku.

Fazovy obraz je jedna z nepouzivangjSich zobrazovacich metod, spadajicich do stfidavé kontaktni
metody, které poskytuji kontrastni snimky za pomoci materidlovych vlastnosti vzorkl. Nosnik osciluje
v blizkosti rezonanc¢ni frekvence a oscilacni amplituda je udrzovana pomoci piezoelektrického efektu.
Skenovanim povrchu se bude tlumit amplituda s rostouci vy$kou vzorku a zpétna vazba pievede
ptislusné napéti na piezoelektricky vertikalni pohyb nosniku, ¢imz dojde k obnoveni nastavené hodnoty
amplitudy. Fazovy signal je citlivy na vlastnosti interakci, které probihaji mezi hrotem a vzorkem,
poskytuje tedy informaci o mechanickych vlastnostech vzorku [2]. Tento rezim je schopny zobrazit
materidloveé odliSnosti vzorku, aniz by se mista S rozdilnymi vlastnostmi lisila ve vysce vzorku.

Pfi bezkontaktni metodé neni hrot nosniku v kontaktu se vzorkem, pouze osciluje v jeho blizkosti [2].
Jedna se o metodu, ktera je Setrna ke vzorku (na rozdil od kontaktni metody neni destruktivni).

Rezim silové modulace je kombinace kontaktniho a dynamického rezimu zobrazovani. Nosnik nebo
vzorek sinusové osciluje ve vertikalni ose z, zatimco sonda skenuje povrch vzorku apii tom
je v neustalém kontaktu se vzorkem. Béhem méfeni se ziskava zaroven topograficky snimek povrchu
vzorku, ale i amplituda a faze [6]. Ze znalosti tuhosti nosniku, tvaru hrotu sondy a plochy styku
se vzorkem je mozné ziskat kvantitativni informace o materiadlovych vlastnostech povrchu vzorku, jako
je napf. modul pruznosti.
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Kvantitativni metoda zobrazovani

Kvantitativni metoda (QI™ Advanced Imaging) poskytuje data jako napf. adheze a mechanické
vlastnosti vzorkd. Hrot zac¢ind v ose z daleko od vzorku a postupné se k nému pfiblizuje diky
piezoelektrickému efektu, dokud neni dosazeno nastavené hodnoty (Setpoint), po dosazeni této hodnoty
dojde k opétovnému vzdalovani hrotu od povrchu vzorku v ose z (vertikaln€). Kdyz je nosnik zcela
odtazen, nepusobi na n&j zadné boéni sily, které by méfeni ovliviiovaly [2]. Tato metoda je vhodna pro
jemné, mazlavé a volné lozené vzorky, ale i pro vzorky, které maji vyrazné vyskové rozdily. Mezi takové
vzorky se fadi zivé buiiky, jednotlivé molekuly v roztoku nebo slabé ptichycené mikroorganismy.
Metoda nejen ze sbira kiivky zavislosti sily na vzdalenosti pro kazdy jeden bod vzorku a poskytuje
snimky vzorku ve vysoké kvalité, ale zaroven i poskytuje informace o vysce vzorku, tuhosti povrchu
a adhezi v jednotlivych mistech vzorku [8].

Vysokorychlostni AFM

Vysokorychlostni mikroskopie atomarni sil byla vyvinuta za U¢elem umoznéni pfimého snimani
jednotlivych molekul proteinti, coz je dynamicky systém, tedy systém, ktery je v neustalém pohybu [9].
Klasické techniky nebyly schopny zachytit tyto dynamické biomolekularni procesy, protoze potizeni
bodu na snimku trvalo az 30 vtefin. Vysokorychlostni AFM snima molekuly proteinti rychlosti 10-
20 fps (frames per second) [9]. Tato metoda je b&zné provadéna stiidavou kontaktni metodou, kdy
nosnik osciluje ve sméru osy z (vertikaln€) nebo v blizkosti své rezonanc¢ni frekvence tak, aby Spicka
hrotu pieruSované poklepavala na povrch vzorku [10].

2.1.2 Silova spektroskopie

Silova spektroskopie, jakozto jeden z méticich modi v AFM, umoznuje méfit intermolekularni
a intramolekularni sily vzorku. AFM umoziiuje detekovat jedinou molekulu ze vzorku, pomoci
specifické vazby mezi proteinem nebo peptidem a jejich ligandem, ktery je umistén na hrotu [11].

Mgéfeni probiha tak, ze nosnik se pohybuje vertikdlné¢ smérem k povrchu vzorku (Obrazek 4).
Pii méfeni ve vzduchu jsou pocateéni sily natolik malé, Ze neovliviiuji vychyleni nosniku, jakmile
se v8ak nosnik s hrotem dostane do dostate¢né blizkosti, kde uz ptisobi pfitazlivé sily (van der Waalsovy
a kapilarni sily), zacne se projevovat vychyleni nosniku. Spole¢né s tim zacinaji stoupat i odpudivé sily.
Tyto odpudivé sily za¢nou zvedat hrot a nosnik od povrchu vzorku. Hrot ale stale zistava v kontaktu
se vzorkem, to je v dasledku adheznich sil. Jakmile se hrot od povrchu vzdali dostatecné daleko,
piestanou zde tyto interakce ptsobit a nosnik bude zmensovat svoje vychyleni [2]. Stejny princip méfeni
plati i ve vodném prostfedi, jen vysledné kiivky maji rozdilny profil.

4+
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Obrazek 4 - Diagram znazornujici pribéh pritazlivych a odpudivych sil mezi vzorkem a hrotem v reZimu silové
modulace [2].
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Metodou silové spektroskopie je mozné studovat jak ptitazlivé, tak i odpudivé sily vzorkt. Hlavnim
typem sily, ktera se ve vzorcich vyskytuje, jsou van der Waalsovy sily pfi ptiblizovani k povrchu.
Na vyslednych kiivkach mizeme odecitat i rizné vlastnosti materidlt ze zavislosti pouzité sily ku sile
odsazeni, jak je hrot tlaCen smérem k povrchu. Je tedy mozné stanovit viskoelasticitu biologickych
systémi, napf. Zelatinovych geli nebo epitelialnich bun¢k. Adhezni sila se stanovuje z odpudivé ¢asti
ktivky, adheze je zpusobena kapilarnimi silami mezi hrotem a povrchem vzorku [11].

2.1.3 Nosnik (cantilever) a hrot (probe)

Nosnik (cantilever) je umistény na ¢ipu (chip), jeho délka byva typicky zhruba 100 um, na samotném
konci se nachazi hrot (probe), ktery slouzi ke snimani povrchu vzorkd, jeho velikost byva zhruba
Vv jednotkach mikrometr (Obrazek 5). Nosniky pouzivané v mikroskopii atomarnich sil byvaji pokryty
reflexni vrstvou, ve vétSiné piipadi kovovou, na své zadni strané, to je z diivodu zvySeni odrazu
laserového paprsku na detektor. Bézné se pouziva napi. hlinikového povlaku, ale napf. pro méfeni
Vv kapalinach se pouzivaji pozlacené nosniky, protoze jsou chemicky inertni [2].

Vétsina nosnikl je vhodnd jak pro pouziti v kontaktni metodé, tak i ve stiidavé kontaktni metode¢.
Jedna se o velice kiehké casti, které je mozné zni¢it samotnym zachazenim pii instalaci do drzaku,
ale i pfi samotném méfeni, napf. vlivem nastaveni vysoké hodnoty setpoint v kontaktni metod¢,
ptipadné nizké hodnoty set-point ve stfidavé kontaktni metodé [2].

I e e S SR SRSy

Obrazek 5 - Snimek nosniku s hrotem, typ TESPA-V2 [12].

Nosniky, které budou pouzivané v experimentalni c¢asti, jsou od spolecnosti Bruker, jedna
se 0 PEAKFORCE-HIRS-F-A, PEAKFORCE-F-B, MLCT, SNL SAMPLE, FESP-V2, TESP-V2.
Prvni jmenovany typ (PEAKFORCE-HIRS-F-A) ma ostry hrot a doporucuje se pro stfidavou kontaktni
metodu v kapalném prostiedi, nominalni konstanta tuhosti je 0,35 N-m™ a je vhodny pro zobrazovéni
bio-vzorkl (napt. proteinové miizky membran). Druhy typ (PEAKFORCE-HIRS-F-B) ma také ostry
hrot, pouziva se pro stfidavou kontaktni metodu v kapalném prostfedi, nominalni konstanta tuhosti
je 0,12 N'-m™, slouzi vsak pro zobrazovéni jednotlivych biomolekul, jako je molekula DNA. Typ
nosniku MLCT s nominalni konstantou tuhosti 0,07 N-m™, tento typ ma tedy nizkou konstantu tuhosti,
a proto je vhodny pro kontaktni rezim, rezim silové modulace v prostfedi kapaliny, a nejvic se hodi
pro méteni velmi mékkych vzorki jako jsou hydrogely. Dalsim typem nosniku je SNL SAMPLE,
nominalni konstanta tuhosti 0,35 N-m?, ktery je vhodny méfeni pomoci stiidavé kontaktni metody.
Jedna se 0 nejuniverzaln€jsi nosnik, protoze je mozné jej pouzit jak v kapalném prostiedi, tak
ve vzduchu. Nosnik FESP-V2, konstanta tuhosti 37 N-m™, se pouzivd pro méfeni pomoci st¥idavé
kontaktni metody a Vv reZimu silové modulace v prostifedi vzduchu. Poslednim typem nosniku, ktery
bude pouZivan v experimentalni ¢asti je typ TESP-V2, ktery méa nominalni konstantu tuhosti 37 N-m
a je vhodny pro stfidavou kontaktni metodu a bezkontaktni metodu méteni vzorku v prostiedi vzduchu.
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Kontaktni metoda

Obecné se jedna o nosniky s hroty, které maji nizkou konstantu sily, nizkou rezonanéni frekvenci a jsou
del3i a ten¢i. VétSina nosnikéi ma hodnotu konstanty pruznosti niz$i nez 0,5 N-m? [2]. Nosniky
pouzivané pro kontaktni metodu byvaji s povlakem z nitridu kiemiku, pfipadné s diamantovym
povlakem. Hroty z nitridu kiemiku poskytuji nejlepsi vysledky pro tzv. mékké vzorky, jakymi jsou
hydrogely nebo buiiky. Jedna se o tzv. mékké nosniky, protoze maji nizkou konstantu tuhosti. Pouzitim
ptili§ tuhych nosniki miize dojit k vynalozeni pfili§ velké sily na vzorek, coz by ho poskodilo.
Na tvrdych vzorcich, jako jsou krystaly nebo vysusené vzorky, mize dojit naopak k poniceni hrotu [2].

Stiridava kontaktni metoda

Zde se pouzivaji nosniky s vysokou konstantou sily, vysokou rezonanéni frekvenci, které jsou kratsi
a tlustsi. Jsou nazyvané jako tuhé nosniky, protoze jejich konstanta pruznosti je vyssi nez 10 N-m™ [2].

Pro méfeni v prostiedi vzduchu se pouZzivaji pravé tyto tuzsi nosniky s rezonanc¢ni frekvenci vyssi nez
100 kHz. Nejlepsi vysledky poskytuji pfi rezonanéni frekvenci v rozmezi od 200 do 300 kHz. Je mozné
stabilnich snimkl. To je zplsobeno tim, Ze vibrujici nosnik musi pfekonat tenkou vodni vrstvu na
povrchu vzorku zptisobenou vzdusnou vlhkosti [2]. Silna adheze vodni vrstvy na povrchu zpisobuje
zachyceni nosniku na povrchu vzorku, ¢imz zptsobuje nestabilni odezvu. Toto mlze byt vyfeSeno
snizenim vzdu$né vlhkosti prostiedi.

Pro stfidavou kontaktni metodu ve vodném prostiedi se Casto vyuzivaji mekéi nosniky urcéené
pro kontaktni metodu [2], protoze kdyZ jsou nosnik a vzorek ponofeny V kapalin€, nedochazi pak
K problému popsanému vyse.

Vysokorychlostni AFM

Nosniky pouzivané pro méfeni ve vodném prostfedi maji konstantu pruznosti 0,1-0,2 N-m, pti mé&feni
ve vzduchu je to 0,8-1,2 N-m™, rezonanéni frekvence téchto nosnikti je 100-170 kHz [9]. Velikostné
jsou daleko mensi nez bézné pouzivané nosniky (6-12 um) [10], aby bylo mozné dosahnout vysoké
rezonancni frekvence.

2.1.4 Priprava vzorku

Aby bylo mozné spravné zobrazovat vzorky pomoci mikroskopie atomarnich sil je dulezita ptiprava
vzorku a jejich ptipevnéni k podkladu [13]. Pro pozorovani biologickych struktur v jejich nativnim stavu
je potieba, aby byly pevné pfipoutany k hladkym povrchiim a nedochazelo k nezddoucim pohybim
vzorku ptisobenim hrotu.

Podklady

Prvnim diilezitym bodem je zvoleni vhodného podkladu, mezi nejéastéji pouzivané podklady se fadi
slida, sklo a oxid kfemicity. Slida je nevodivy vrstveny mineral sloZzeny z jednotlivych tenkych vrstev
(tloustka 1 nm). Lze je snadno od§tépit pomoci lepici pasky, diky tomu se vytvoii Cisté a rovné povrchy,
které jsou negativné nabité. Jedna se o nejpouzivanéjsi podkladovy material pouzivany pro zobrazovani
biologickych vzorkd, napt. dvouvlaknové DNA, komplexy DNA-protein, proteinové fady, lipidové
filmy a zivo¢isné bunky. Slidovy povrch muze byt modifikovan silany bud’ kvuli zlepseni adheze nebo
pro zlepseni kovalentnich vazeb biomolekul [13].

Sklo je dal$im vhodnym podkladem pro zobrazovani biologickych vzorkti pomoci AFM. Sklenéna
kryci skli¢ka jsou dostate¢né plocha pro zobrazovani bunék a vétsich struktur, ale na druhou stranu jsou
pfili§ drsna pro zobrazovani adsorbovanych molekul [13]. Sklenéné povrchy byvaji potazené
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organickymi kontaminanty a ¢asticemi, tudiz je potieba je pied pouzitim odstranit. Odstranéni neéistot
se provadi napf. promytim koncentrovanym roztokem kyselin a nasledné v ultrazvukové vodni lazni.

V nékterych piipadech jsou preferovany hydrofobni substraty. Znamym piikladem je tieba vysoce
orientovany pyrolicky grafit. Potazeni slidového povrchu uhlikem vytvoii hydrofobni povrch, ktery
je vhodny pro imobilizaci DNA. Zvlakiovani polymera (polystyrenu, polymethylmethakrylatu) je dalsi
vhodnou metodou pro vytvoteni plochého, hydrofobniho povrchu. Pro nékteré aplikace, které vyzaduji
specificky chemicky povrch, se pouzivaji zlaté povrchy. Tyto povrchy jsou pfipravovany termalnim
vypafovanim na slidovém, sklenéném podkladu a podkladu z oxidu kiemicitém. Typicky postupem
ptipravy takovéhoto povrchu je lepeni zlata na povrchy pomoci epoxidového lepidla. Vyhodou zlatych
povrcht je jejich inertnost viaéi plisobeni kysliku, jsou stabilni vii¢i radikalt, a mizou byt modifikovany
pomoci alkanthiolt, diky ¢emuz snadno adsorbuji/navazuji biomolekuly na sviij povrch [13].

Biomolekuly

Pro piipravu vzorkd biomolekul na méfeni v prostiedi vzduchu je nékolik moznosti. Prvni z nich
je jednoducha imobilizace, ktera se provede kapnutim kapky roztoku makromolekul na podklad
a nasleduje odpateni disperzniho prostiedi nebo vysuseni pomoci dusiku. Alternativné muize byt substrat
ponofen do roztoku, ¢imz se umozni adsorpce biomolekul po urcitou dobu. Nasledné je substrat
oplachnut a vysusen na vzduchu. Posledni moznosti je nastfikani vodného roztoku se vzorkem, ptipadné
Vv piitomnosti glycerolu, na substrat [13]. Adsorpce v pfitomnosti patfi¢nych elektrolytd také umoziuje
piimé méfeni a zobrazovani vzorkil ve vodném prostiedi bez nutnosti suSeni.

Siroka skupina biomolekul, zejména pak proteiny a DNA adsorbované na podkladu ze slidy, jiz byly
zkoumdany pomoci mikroskopie atomarnich sil. Pouzivaji se pro né€ nejriznéjsi techniky podporujici
ptichyceni k podkladu. Pro molekuly DNA dojde nejprve k piedc¢isténi substratu silany nesoucimi
aminoskupinu (napt. 3-aminopropyltriethoxysilan), ktery ptispiva k pfichyceni. Molekuly DNA se silné
vazi na slidu, kdyz roztok obsahuje ur¢ité dvojmocné kationty (Ni?*, Co?*, Zn?*, Mn?*) o koncentraci
1 mM. Roztoky jednomocnych kationtd (K*, Na*, Li*) prokazaly, ze brani v adsorpci proteint
(lysozymu, streptavidinu) na podklad ze slidy [13]. VétSinou se snazi dosahnout kovalentniho navazani
makromolekul na podklady. Imobilizace proteint na skle mize byt dosaZzeno pomoci foto-reaktivnich
sitovadel. Dalsi moznosti je vytvoreni N-hydroxysukcinimidovych monovrstev na zlatém povrchu
pomoci dithio-bis-sukcinimidylundekanoatu, na ktery se navaze protein kovalentni vazbou v prostiedi
vodného pufru za mirnych podminek [13]. Je dobré zminit, ze molekuly je mozné pfipevnit nejen
k podkladu, ale také na hroty pomoci kovalentni vazby, coz slouzi pro méfeni specifickych
biomolekularnich interakci mezi komplementarnimi molekulami (napf. antigen-protilatka) silové
spektroskopie. Pro tyto ucely se nejcastéji pouziva polyethylenglykol nebo karboxymethylamylosa.
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2.2 Hydrogely

Hydrogely jsou disperzni soustavy tvofené disperznim prostfedi v majoritnim mnozstvi vody, ve kterém
jsou rozpustény disperzni Castice (pevné Castice) [14, [16]. Z hlediska klasifikace disperznich soustav
se hydrogely tfadi mezi lyosoly. Velikost disperznich ¢astic, které jsou koloidniho charakteru,
je vrozmezi 1-1 000 nm. Pfi pohlcovani vody si zachovavaji svoji strukturu diky chemickému nebo
fyzikalnimu zesitovani jednotlivych fetézcti. Schopnost pohlcovat vodu je zpiisobena ptitomnosti
hydrofilnich skupin jako jsou NH»-, -COOH, -SOsH [15].

Podle toho, jak hydrogely piipravujeme, je mozné je rozd€lit na pfirodni a syntetické. Piirodni
hydrogely jsou skupinou, kam fadime tfeba kolagen, fibrin, kyselinu hyaluronovou a dalsi pfirodni
derivaty jako je chitosan nebo alginat. Hydrogely z této skupiny se tedy vyskytuji bézn¢ v lidském téle
nebo v piirodé. Syntetické hydrogely vznikaji riznymi syntézami v laboratofi a jedna se napf.
o0 polyakrylamid nebo polyvinylalkohol [17]. Je mozné je také rozdé€lit podle naboje, ktery maji na svém
povrchu, tedy na kationtové, aniontové, ¢i neutralni. Samotné hydrogely nemaji na povrchu naboj, ale
vystupuji podle toho, z ¢eho jsou pfipraveny, napi. chitosanové jsou kladné nabité, algindtové zaporné
nabité [15]. Dalsi moznosti, jak tiidit hydrogely, je podle zptsobu jejich vzniku. Fyzikalni hydrogely
(zelatina, karagen), které jsou drzeny pospolu pomoci elektrostatickych sil, vodikovych vazeb nebo
hydrofobnich interakcich, méni strukturu z kapaliny na gel zménou vnéjSich podminek prostfedi, napf.
teplota, iontova sila, pH [15]. Hydrogely chemického pivodu (polyakrylamid) vyuzivaji kovalentni
vazby pro vytvoreni gelové formy [14]. Tyto kovalentni vazby je daleko t€Z§i rozrusit, proto zména
vlastnosti hydrogeld chemického ptivodu neni tak jednoduché jako v piipadé fyzikalniho hydrogelu,
chemicky zesitované hydrogely je mozné degradovat hydrolyzou nebo tieba enzymatickou reakci.
Iontove zesitované gely vykazuji nekontrolované degrada¢ni chovani v disledku difuze dvojmocnych
iontil z gela za fyziologickych podminek [18].

Podle zptisobu pfipravy je mozné hydrogely klasifikovat jako hydrogely s polo-prostoupenou siti
(z anglického Semi-Interpenetrating Polymer Network, Semi-IPN) nebo hydrogely s prostupujici siti
(z anglického Interpenetrating Polymer Network, IPN) [19].

Hydrogely s polo-prostoupenou siti vznikaji, kdyz jeden linearni polymer pronikne do druhého jiz
zesitovaného polymeru bez dalSich chemickych vazeb mezi nimi [19], Semi-IPN je mozné pfipravit
kombinaci bramborového Skrobu a polyakrylamidu. Tento typ hydrogeli u¢inné uchovava rychlost
kinetické odezvy na pH nebo teplotu. To je diky absenci omezujici penetracni elastické siti, zatimco
si uchovavaji své vyhody, jako je modifikovana velikost porit nebo pomalé uvoliovani 1éCiva.

Tvorba hydrogelti s prostupujici siti probiha kombinaci dvou polymerd, napt. chitosanu a akrylamidu,
kdy jeden je pfitomny v roztoku a druhy je syntetizovan nebo zesitovan in situ [19]. Mezi témito
polymery se nevyskytuji kovalentni vazby, av§ak nelze je oddélit bez poruseni vazeb. Jedna se o systém,
ve kterém jsou zesitované dvé slozky, v piipadé hydrogeli s polo-prostupujici siti je zesitovana
jen jedina slozka [20].

2.2.1 Mechanické vlastnosti hydrogeli

Mechanické vlastnosti hydrogelti se odviji od jejich slozeni a struktury, jsou zévislé predevsim
na koncentraci a pevnosti uzli, protoze i pies vysoky podil vody vykazuji viskoelastické chovani
s prevahou elastické slozky. Mezi faktory, které ovliviiuji mechanické vlastnosti patii napt. hustota
zesiténi, podminky polymerace nebo stupenn pohlceni vody [21, [22]. Chovani hydrogelt se da popsat
jako viskoelastické [19]. Pro pochopeni mechanickych vlastnosti hydrogelt slouZi elasticita
a viskoelasticita, viz nasledujici kapitola. Jedna se 0 teorie, kdy obnoveni orientace fetézce a struktury
je bud’ Casove zavislé nebo nezavislé.
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Elasticita a viskoelasticita

Hydrogely jsou materialy, které maji kapalné disperzni prostiedi, ale i tak vykazuji mechanické
vlastnosti typické pro pevné latky, i kdyz obsahuji az 99,9 % kapaliny. Jejich chovani Ize tedy oznacit
za viskoelastické. Elasticita materidlu je diky vytvofené hydrogelové siti (uzlim — zesitovanym
polymernim fetézciim) a viskozni slozka diky pfitomnosti velkého mnozstvi disperzniho prostiedi
(vody) [22]. Elasticitu je mozné vypocitat pomoci Hookova zakona, ktery popisuje zavislost mezi
napétim a deformaci:

_9 1
e=+ 1)
kdy ¢ je pomérné prodlouzeni [-], o je te¢né napéti [Pa] a E je Youngiv modul pruznosti v tahu [Pa].
Hooktiv zakon plati pro hydrogely a biologické vzorky, kdyz splituje dvé podminky. Musi byt splnéno,
Ze jde o elastické neboli vratné deformace a zavislost mezi prodlouzenim a napétim je linearni [19]. Pfi
nizkych teplotich mohou tyto hydrogely ztratit elastické vlastnosti a zaCnou tak vykazovat
viskoelastické chovani. Viskoelasticka teorie posuzuje vztah mezi elasticitou, tokem a molekularnim
pohybem v polymernich materialech. Zatimco kazdy material projevuje elasticitu a tok, je to obvykle
velikost polymernich molekul, kterd vede k viskoelastickému chovani. Hydrogely obecné nejsou
elastické materialy, ale viskoelastické. Aplikované napéti vede ke sledovani pohybu segmentt
polymernich fetézcii na ase. Tento pohyb vyvolé vnitini odezvu, kterd ma za nasledek casove zavislé
vraceni do pivodniho stavu, jakmile je vn&jsi stimul odstranén. Pokud dojde k navraceni do ptivodniho
stavu po delsi dobé, jedna se 0 viskoelastické chovani, jestlize v§ak nedojde k navraceni do ptivodniho
stavu, jedna se o chovani viskoplastické [23].

Adheze a koheze

Adheze (pfilnavost) je vlastnost povrchovych molekul latek pritahovat se navzajem pomoci
mezimolekularnich vazeb (van der Waalsovy sily, Londonovy sily, vodikové mustky aj.) na fazovém
rozhrani latek, se kterymi jsou v kontaktu. Adheze je schopnost odli$nych ¢astic nebo povrchi pfilnout
nebo spojit se navzajem a je mozné ji rozdélit na tfi typy: chemicka adheze, disperzni adheze a diftizni
adheze [26]. Kromé& mezimolekularnich a chemickych adheznich sil mize byt do celkového jevu adheze
zahrnuta také mikro-mechanicka adheze.

Chemicka adheze nastava v pripadé, kdyz podklad s latkou na svém fazovém rozhrani vytvari
slouceninu pomoci iontové, kovalentni nebo vodikové vazby. Vodikova vazba se vytvoii v ptipadé, kdy
je atom vodiku z jedné molekuly pfitahovan k atomu donoru elektront, jakym je kyslik nebo dusik v jiné
molekule. V piipadé disperzni adheze ¢ili fyzisorpce, drzi dva povrchy pospolu pomoci van der
Waalsovych sil nebo vodikovych miustkd. Nékteré materialy se mohou na fazovém rozhrani spojit
pomoci diftize, poté hovofime o tzv. difuzni adhezi (typ adheze), ta vznikd pfedevS§im u polymeri
a je zavisla na Case, teploté a relativni molekulové hmotnosti [27]. Toto obvykle nastava, kdyz jsou
molekuly obou materialti mobilni a/nebo navzajem rozpustné, to je vétSinou Vv pripadé polymernich
fetézci, kdy jeden konec molekuly mize difundovat do druhého fetézce. V piipadé, kdy hydrogely tecou
po podkladu a vypliuji dutiny a péry povrchu a mechanicky se do sebe lepi, tak tento déj nazyvame
jako mikro-mechanicka adheze. Na adhezi je potieba se divat jak z mikroskopického hlediska, tak
i z makroskopického. Mikroskopicky pohled na adhezi zkouma pevnost spojeni dvou latek na urovni
chemickych vlastnosti, jako jsou vazebné interakce, které nastavaji mezi témito latkami. Mezi tyto sily
patii nejcastéji iontové, kovalentni, kovové vazby, vodikové mistky a van der Waalsovy sily. Dalsi
chemické vlastnosti, které ovliviiuji adhezi na mikroskopické tirovni jsou chemické slozeni, polarita
a volna povrchova energie. Proto mizeme zvysit adhezi napt. vytvofenim novych funk¢nich skupin na
rozhrani. V makroskopickém méfitku je potfeba se zaméfit na mnozstvi, hrubost a homogenitu
studovaného materialu [29].
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Koheze je naopak vnitini soudrznost latek, udava tedy silu, jakou se k sob¢ pfitahuji stejné molekuly.
Koheze je tvofena mezimolekularnimi silami, jako jsou vodikové mustky, Londonovy avan der
Waalsovy sily. Mohou byt také tvofeny pomoci chemickych vazeb, které drzi latku pospolu, zatimco
adheze je spojeni jednoho materidlu s druhym pomoci interakci mezi povrchem a hydrogelem. Kohezni
sila také souvisi se vzdalenosti mezi molekulami, jednd se o nepfimou uméru, kdy s narlistem
vzdalenosti klesa kohezni sila [29].

Schopnost hydrogelu pfilnout k povrchu ndm udava smacivost, kdy smaceni je schopnost kapaliny
vytvaret rozhrani s pevnym povrchem a hodnoti se zde tzv. kontaktni uhel (6) mezi kapalinou
a povrchem podkladu. Kontaktni thel je funkci jak disperznich adheznich sil, tedy interakci mezi
molekulami hydrogelu a podkladu, tak soudrznosti samotného hydrogelu. Jestlize je kontaktni uhel
mensi nez 90° (0 < 90°), pak podklad ma vysokou povrchovou energii a adhezni sily mezi podkladem
a hydrogelem jsou vétsi nez kohezni uvnitt hydrogelu a ten se tak miize rozprostfit po povrchu podkladu
(Obrazek 6). V pripadé, Ze je kontaktni tihel vetsi nez 90° (6 > 90°), ptisobi zde nizka povrchova energie
a kohezni sily v hydrogelu jsou vétsi nez adhezni, které ptisobi mezi hydrogelem a podkladem. Dochazi
tak ke Spatnému smaceni a na povrchu se vytvori kapka (Obrazek 6) [28].

Hydrofilni Hydrofobni
0<90° 0>90°

Yl
Obrazek 6 - Smacivost hydrogelu k pevnému povrchu a vyznaceni kontakiniho vihlu [28].

2.2.2 Propustnost (permeabilita)

Propustnost Cili permeabilita je schopnost latek nebo membran propoustét ¢astice vlivem
koncentracniho gradientu nebo vlivem rozdilnych chemickych potencialti. Permeabilita se fidi
Fickovymi zakony difize a maze ji ovliviiovat napf. velikost a polarita prostupujici molekuly,
koncentracni gradient, tloustka a plocha membrany. Diftizni propustnost urcuje, jak tyto castice
rozpusténé latky mohou difundovat pfes membranu, a tedy snizovat koncentrani gradient béhem
hromadného pohybu tekutiny [24].

Permeabilita nam napft. urcuje, jak rychle skrz gel prostupuje nebo vystupuje inkorporovana aktivni
latka (1éCiva), a to slouzi k cilenému uvoliovani 1é¢iv v organismu. Lze ji ovlivnit napf. stupném
zesitovani, dal tieba kopolymeraci s hydrofilni nebo hydrofobnim monomerem [21]. Dal$im dilezitym
odvétvim, kde je dulezité sledovat propustnost je u kontaktnich cocek, kdy se v poslednich letech
pouzivaji silikon hydrogelové, kde se sleduje schopnost tohoto hydrogelu propoustét kyslik [25, [28].

2.2.3 Absorpce a stupei pohlceni vody

Dalsi vlastnosti hydrogehi je schopnost pohlcovat vodu (absorpce). Polymerni fetézce hydrogelu reaguji
s rozpoustédlem a maji tendenci se rozpinat v pln€ rozpusténém stavu, zatimco zesitovana struktura
tahne fetézce dovnitt. Pro hydrogely miizeme vypocitat obsah vody a pohlcovaci pomér [21].

m
obsah vody = —voda 100 (2)
Mgel
m
pohlcovaci pomér = m—NG 3)
VG

Kde mvoga je hmotnost vody [g], mger je hmotnost gelu [g], mMne je hmotnost nabobtnalého gelu [g] a mve
je hmotnost vysuseného gelu [g].
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Pro pouziti v biochemickych a farmaceutickych aplikacich je dalezité mit urCeny charakteristiky
bobtnani, protoze pomér rovnovazného bobtnani ovliviiuje difuzni koeficient rozpusténé latky,
smacitelnost a pohyblivost povrchu, dale také optické a mechanické vlastnosti hydrogelu [21]. ZvySenim
poctu iontovych skupin v hydrogelu dojde ke zvySeni kapacity stupn€ pohlceni vody, coz se déje diky
souCasnému zvySeni protiiontli uvnitt hydrogelu. To ma za nasledek zvyseni osmotického tlaku. Dal$im
ukazem v ptipadé neiontovych hydrogeld muzeme stupenn pohlceni naopak potlacit zvySenim
koncentrace soli v roztoku, coz zptisobi snizeni rozdili koncentrace uvniti gelu a mimo né&j [30].

2.2.4 Typy a pouziti hydrogelu

Hydrogely, které se nejcasteji pouzivaji v praxi (biomedicina, biotechnologie, farmacie) jsou tzv. chytré
hydrogely [15]. Tyto hydrogely zméni své vlastnosti vyrazné i jen diky malé zméné fyzikalniho
nebo chemického podnétu. Reakci mize byt tieba zména tvaru. Vlastnosti hydrogelt je mozné ménit
pomoci pH, teploty, iontové sily, tlaku, elektrického potencialu nebo tfeba chemickym a biochemickym
pusobenim.

Typy hydrogelit

Prvni skupinou jsou tzv. pH citlivé hydrogely [15, [16], které ve své struktufe obsahuji kyselou
(karboxylovou) nebo bazickou skupinu (amoniové soli) a bud’ dochazi k protonizaci nebo naopak
deprotonizaci. Velikost hydrogelu se méni v zavislosti na pH prostiedi, ve kterém se vyskytuji. Tyto
hydrogely je mozné vyuzivat pro cilenou lécbu nadorovych bunék, protoze extracelularni pH
nadorovych bungk je siln¢ kyselé [16]. Hydrogely citlivé na teplotu [15, [16], téZ nazyvané termogely,
jsou schopny svoji strukturu ze stavu soli na gel ménit v zavislosti na teploté (sol-gel proces). Pouzivaji
se pro distribuci 1é¢iv v téle. Do této skupiny hydrogelti fadime napf. kolagen, agarosu, kyselinu
hyaluronovou a chitosan. Dalsim druhem jsou hydrogely citlivé na elektricky impulz [15, [16]. Jedna
se 0 hydrogely které se bud smr§ti nebo naplni vodou v pfitomnosti elektrického pole.
Nejpouzivangjsimi pfirodnimi latkami pro pfipravu tohoto typu hydrogeld jsou kyselina hyaluronova
nebo alginat, ze skupiny syntetickych latek se zde fadi vinylalkohol nebo kyselina methakrylova.
Ctvrtym typem jsou hydrogely citlivé na svétlo [15, [16], které méni své vlastnosti, pokud jsou vystaveny
svétlu s konkrétni vinovou délkou. Jednim z hydrogelt citlivych na svétlo jsou hydrogely kyseliny
hyaluronové. Hydrogely reagujici na glukosu [16] maji schopnost iniciovat sekreci endokrinniho
hormonu insulinu. Zaslouzily si pozornost diky jejich pouziti jak pro rozvod insulinu, tak pro méteni
glukosy.

PouZiti hydrogelii

Hydrogely jsou dobré pro distribuci 1é¢iv [15], pravé diky svym vlastnostem, které mohou byt
ovlivilovany pfi vyrobé. Diky porovité struktufe jsou hydrogely vysoce propustné pro nejriznéjsi typy
1é¢iv, tyto 1éCiva se dostanou do hydrogelu a za urcitych podminek z n€j mohou byt uvoliiovany.
Hydrogel chrani 1é¢ivo pied podminkami v lidském téle, jako je napt. pH. Hydrogelovy obal se rozpadne
pouze za jasn¢ danych podminek, které jsou v misté, kde je potfeba aby latka ptisobila. Dal§i moznosti
vyuziti hydrogelt jsou kontaktni ¢ocky [15, [25]. Tkanové inzenyrstvi [15] se snazi najit pfesny typ
bunék a vykultivovat je ve vhodném systému scaffold (,,leSeni*) za pfesné danych podminek. Hydrogely
se pouzivaji, protoze jejich struktura je podobna extracelularni matrix mnoha tkani, v tkanovém
inzenyrstvi pouZzivat tfeba pro vyplnéni prazdnych mist, jako nosice pro bioaktivni molekuly nebo také
jako podpora bunék pfi jejich regeneraci.

Motivaci pro méfeni hydrogelit metodou mikroskopie atoméarnich sil je zejména to, Zze metoda AFM
je schopna nejen zobrazit povrch vzorkd (reliéf), ale zaroven je napf. kvantitativnim zobrazovanim
mozné ziskat informace o mechanickych vlastnostech vzorku, jako je adheze nebo tuhost vzorku.
Zaroven je mozné pozorovat strukturalni zmény povrchli gelti, napt. v zavislosti na koncentraci nebo
i dalsich podnétech.
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3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU RESENE PROBLEMATIKY

Béhem poslednich let dochazi k vyvoji metod, které zkoumaji Castice hmoty a jejich interakce
s biomolekulami. Tyto interakce se dale vyuzivaji v systémech jako biologické snimani, katalyza, cilena
doprava a selektivni rozpoznavani. Pozorovanim vazeb mezi ¢asticemi a biomolekulami mizeme dojit
k optimalizaci doby vystaveni ¢astic v jejich prostiedi. Proto dochazi k vyvoji kvantitativnich postupti
pro studium materialovych vlastnosti s velkym rozliSenim. Postupem ¢asu se ukazalo, Ze AFM
poskytuje dostateéné vysledky, které se daji pouzit jako nahrada jinych technik, napt. elektronové
mikroskopie. Jednou ze zajimavych moznosti je moznost pozorovani ¢astic spojenych s biologickymi
makromolekulami pomoci AFM [31]. Skenovani metodou AFM poskytuje dobré vysledky s velkou
piesnosti pro dispergované vzorky.

3.1 Méreni ¢astic a jejich interakci s biologickymi makromolekulami metodou
AFM

Ptiprava koloidnich ¢astic je nyni zamétena na to, aby byly schopné pracovat v laboratorné dostupnych
podminkach (teplota do 100 °C a atmosféricky tlak) [31]. Za téchto podminek mohou byt koloidni
Castice charakterizovany polydisperzni distribuci velikosti a nehomogennimi tvary. Zobrazovani
pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM) poskytuje rychlé pozorovani nano¢astic bez nutnosti znat
predem velikost distribuce a tvaru.

Zobrazovani topografie vzorku pomoci AFM pomohlo ziskat informaci o0 mechanismu rustu nano
krystali sulfidu kademnatého (CdS) ptipravenych ve vodném prostifedi termolyzou. Méteni bylo
provedeno po 30 minutach a 5 hodinach [31]. Analyza distribuce velikosti potvrdila, Ze velikost nano
krystalt se zvySovala s dobou.

V ptipadé kovovych nanocasticovych suspenzi je mozné vidét rozdily v topografii a fazovém obrazu.
To umoznilo vytvofit hypotézu, ze stabilizaéni vrstva (obal chranici Castice pred pusobenim dalSich
chemickych latek) nemuze byt zanedbana. Jednim z takovych piikladt jsou zlaté nano¢astice pfipravené
ve vodném prostiedi pomoci redukce s citratovymi anionty, které zde hraji roli redukéniho ¢inidla i
stabilizatoru. Snimek AFM (Obrazek 7) zobrazuje nanocastice (a) a zaroven i kontrast jednotlivych
¢astic (b) [31]. Béhem fazového zobrazovani se pozorovala vétsi frekvence oscilace v kazdém zrné
(svétlejsi body). Podle toho se uvazovalo, zZe zrno je vlastné nanokompozitni material, ktery ma Castice,
které interaguji s hrotem AFM, diky kterému reaguji jinym zptsobem.

1 b 5 4 S é 1 : L] 4

Obrazek 7 - Topografie Au nanocdstic (a) a fazovy obraz Au nanocastic (b) zobrazenych pomoci AFM [31].
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Dale byl pozorovan efekt koncentrace citratovych iontti na velikosti ¢astic. Piiprava probihala
za stejné koncentrace zlatitych (Au®') iontl a tentokrat byla pouzita poloviéni koncentrace citratu
sodného [31]. Obraz ziskany pomoci AFM ukazal, Ze primérna velikost ¢astic je mensi a distribuce
jeuzsi. Toto pozorovani umoznilo uréit, ze se zvySujici koncentraci citratu se zvySuje nukleace
a je umoznéna lepsi kontrola riistu ¢astice.

Interakce mezi koloidni ¢astici a biomolekulou byly studovany diky AFM analyze kdy se porovnavaji
data z méteni vzorki, které obsahovaly biomolekuly a témi, které neobsahovaly molekuly. Pro v§echny
méfené vzorky se ukazal prudky nartst v rozméru zrna, jakmile se dostanou do kontaktu s proteinem
nebo bakterialni DNA (Obrazek 8) [31]. Zmény struktury mohou byt vizualni v pfipadé zlatych
nanocastic, kdy se intenzivni Cervena barva zlaté suspenze zméni na modrou po piidavku DNA
(koncentrace fadoveé 10* M) [31]. AFM zaznam komplexu Au®* nanocastic s DNA ukazuje, Ze koloidni
Castice nejsou detekovany samostatné, ale jako shluky castic v podobé agregatii. Ukézalo se tedy,
ze DNA vlakna maji tendenci se akumulovat kolem kovovych ¢astic, které ¢aste¢né nahradi citratové
anionty, coz vede k tvorb¢ agregat.
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Obrazek 8 - Topografie komplexu Au* nanocdstic s DNA (e) a fazovy obraz tohoto komplexu (f) [31].

3.2 Pouziti AFM pro identifikaci u€¢inku CdCl2 na membranach krevnich bunék

Pfi tomto vyzkumu se studovala zména struktury krevni bunky po vystaveni chloridu kademnatému
(CdCly) pomoci trojrozmérného zobrazovani jejich povrchu [32], sledovala se tedy modifikace povrchu
membrany buiiky. Vzorek krevnich bunék byl z 50 ml suspenze, byl centrifugovan a po separaci bylo
inkuba¢ni médium promyto a byl pfidan 1 ml 2,5% roztoku glutaraldehydu s 0,1 M pufrem HEPES
(pH 7). K ochrané vyslednych tvart ¢ervenych krvinek pied poskozenim byla zvolena metoda srazeni
ze suspenze na krycich sklech, které byly predem oSetfeny 1% glutaraldehydem. Méfeni se provedlo
pomoci stfidavé kontaktni metody s frekvenci 153 kHz, skenovana oblast méla rozméry 9,2x9,2 um.
Pouzity nosnik HA_NC mél konstantu pruznosti 12 N-m™ [32].

Autofi dosli k zavéru, Ze se zvySujici se koncentraci CdCl; se zvySuje pocet vyskytu abnormalit
a poskozeni krevnich bunék. Pro srovnani se zde métily i normalni krevni buniky (Obrazek 9), které
nebyly vystaveny vlivu CdCl., z toho jen 8 % z nich mélo abnormalni tvar, coZz odpovida normalnim
parametrim. KdyZ byla pouzita koncentrace 1 pg-dm™ (Obrazek 10), abnormalitu vykazovalo 67 %
bunék, pii koncentraci 10 pg-dm™ to bylo 80 %, pii koncentraci 100 pg:dm™ to bylo 98 % a pii
koncentraci 1 000 pg-dm™ vykazovalo abnormality 98 % krevnich bungk [32].
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Obrdzek 9 - 3D obraz a priiez zdravou krevni burikou [32].
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Obrdzek 10 - 3D obraz a privez krevni buiikou, kterd byla vystavena piisobeni 1 ug-dm™ CdCl; [32].

Takto byly zméteny morfologické zmény v membrané krevnich bunék pfi riznych koncentracich
CdCl,. Pii nejnizsi pouzité koncentraci CdCl, (1 ug'dm?) je vidét vznik vychlipeniny v mist&, kde
Vv normélnim vzorku je dutina. Pfi zvySeni koncentrace na 10 ug-dm™ uz zde vznikaji dvé vychlipeniny.
Jakmile se zvysi koncentrace CdCl, na 100 pg-dm™ dojde k vytvoreni vysokych okrajii buiiky. Krevni
butika pak ztraci sviij pivodni tvar pii koncentraci 1 000 pg-dm™ [32].

Dale v tomto experimentu byl méfen koeficient tuhosti a Youngv modul pruznosti krevnich bunék
(Obrazek 11) pomoci silové spektroskopie, pouzity typ nosniku byl NSGO1 s kuzelovym tvarem hrotu
a konstantou pruznosti 12 N-m™ [32]. Opét se zde porovnéavaly hodnoty u zdravych bunék s témi, které
byly vystaveny jiz zminénym koncentracim CdCly. V obou ptfipadech se opét ukazala zavislost,
Ze se zvysujici koncentraci se zvySuje jak koeficient tuhosti i Youngtv modul pruznosti krevnich bunék.
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Obrazek 11 - Porovnadni hodnot Youngova modulu pruznosti (A) a koeficientu tuhosti (B) krevnich bunék
U zdravych krevnich bunék a téch, které byly vystaveny piisobeni koncentraci CdCl, [32].
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3.3 Aplikace AFM Kk posouzeni morfologickych zmén erytrocyta u diabetu

Diabetes druhého druhu (diabetes mellitus) je jednou z nejrozsitengjSich civiliza¢nich chorob dne$ni
doby, toto onemocnéni je nejen omezujici samo o sob€, ale také mtze zpiisobit fadu dalSich problémd,
jako je selhani ledvin, riziko infarktu nebo mrtvice.

Tento ¢lanek se zamétuje na pozorovani morfologickych zmén erytrocytti. Tyto zmény mohou nastat
kvili n€kolika mechanismim, které v téle probihaji: (1) fosfolipidova translokace, odhaleni
fosfatidylserinu (normaln¢ se nachazi ve vnitini membrang) do vn&jsi membrany, (2) degradace proteinii
obsazenych v cytoskeletu, aktivaci calpeinu, (3) translokaci fosfatidylserinu [33]. Tyto zmény mohou
vést napt. ke smrsténi buiiky erytrocytu, nebo ke zméné tvaru buiiky. VysSe zminéné zmény je mozné
pozorovat pomoci AFM, kdy se zobrazuji 3D povrchy erytrocyta.

Pro tuto studii se utvorily Ctyfi skupiny, prvni znich byli zdravi jedinci, druhou tvofili lidé
se zvySenou hladinou cukru v krvi, ve tfeti skupiné byli lidé s metabolickym syndromem a ¢tvrtou
skupinu tvofili diabetici. Zucastnéni lidé byli muzi i zeny ve véku od 18 do 57 let [33].

Atomova mikroskopie byla doplnéna jesté skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM) pro ptesnéjsi
zobrazovani jednotlivych bunék. Na obrazku (Obrazek 12) je mozné vidét obrazy erytrocytt od vSech
skupin. Erytrocyty zdravych lidi jsou na obrazcich A, B, C. Jedna se o normocyty (zdravé buiky), které
maji kulaty, konkavni tvar. Obrazky D, E, F patii skuping lidi se zvy$enou hladinou cukru v krvi, je zde
mozné pozorovat nepravidelnost tvaru buiiky a to, ze konkdvnost se nevyskytuje uprostied erytrocytu.
Pro skupinu lidi s metabolickym syndromem je mozné pozorovat podobnou morfologii jako maji
stomatocyty (bunky pfipominaji tvar oteviené pusy), jedna se o obrazky G, H, 1. Posledni fadek obrazk
(J, K, L) patii lidem s onemocnénim diabetes mellitus, zde je mozné pozorovat nepravidelnost bufiky
erytrocytu [33].

Obrazek 12 - Obrazy z AFM a SEM erytrocytii pro ctyri sledované skupiny [33].

Diky 3D obraziim vzorkd bylo také mozné pozorovat rozdil tloustky u zdravych bunék (normocytir)
a bunék, které maji morfologické zmény povrchu. Autofi do$li k zavéru, Ze normocyty tvoii mnohem
tenci vrstvu nez buniky nemocnych lidi. V zavéru dale diskutuji, Ze nejde fict, Ze by u jedné skupiny
jedinct nastaly jedny konkrétni morfologické zmény a kazda butika by tak vypadala stejné, ale jde fict,
ze U nemocnych bunék je mozné pozorovat morfologické zmény struktury [33].
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3.4 Vlastnosti polyethylenglykolového hydrogelu méireného mikroskopii
atomarnich sil

Polyethylenglykol (PEG) je ve vodé rozpustny polymer, ktery ma Siroké vyuziti v biomedicing
a biologii diky své biokompabilité, hydrofilnim vlastnostem a netoxicité. Diky svym viskoelastickym
vlastnostem, které miizeme lehce ménit, je schopny pienaset plyny a Ziviny a ulehcuje stavbu — proto
se hojné pouziva v tkanovém inzenyrstvi [34].

Pro piipravy hydrogelu byly v tomto experimentu pouzity diakrylaty polyethylenglykolu (PEG-DA)
s molekulovymi hmotnostmi 258, 575 a 700 Da. Aby doslo k tvorbé gelu, byl pfiddn fotoiniciator
Darocur 1173 a samotnd fotoionizace probéhla v UV-komoie pii vinové délce 360 nm. 2 ml
polymerniho prekurzoru byly smichany s 10 pl fotoionizdtoru Darocur 1173 (0,5%) a nasledné
vortexovany (20 s), aby byla vytvofena dokonala smés. Stejnym postupem byly ptipraveny dalsi dva
roztoky, jediny rozdil byl v koncentraci pouzitého fotoionizatoru (1% a 1,5%). Nasledovalo fotoionizace
UV svétlem po dobu 1-5 s, nasledné byly roztoky prelity do formy, kde byla smés ponechana tuhnout,
vysledkem byly platy o tloust'ce pfiblizné 1,5 mm [34].

Nastaveni  mikroskopu atomarnich sil bylo nasledujici: méfeni bylo provedeno
v bezkontaktnim rezimu, nosniky byly pouzity dva typy, prvnim byl typ AC160 TS (konstanta pruznosti
30-40 N-m?) a druhym byl typ PPP-ZEIHR (konstanta pruznosti 15-27 N-m™). Na povrchu vzorku
bylo vybrano 25 mist, kde nosnik aplikoval silu a méfil vlastnosti materialu se zatizenim 150 nN
a 20 nN, dale pak s vytlakem 10 nm a 100 nm [34].

V prvni Casti experimentu byly studovany vlastnosti vzorku, elasticita a tuhost, u tii typl
ptipravenych polyethylenglykolovych hydrogeld, Které se lisily v molekulové hmotnosti (258, 575
a 700 Da). Tyto typy hydrogeli byly méfeny v suchém stavu. Nasledujici graf ukazuje zavislost
elasticity a tuhosti materialu na molekulové hmotnosti (Obrazek 13). Je zde mozné pozorovat,
7e mechanické vlastnosti polymeru se zvySuji s rostouci molekulovou hmotnosti, ackoliv maji
tendenci se vyrovnavat se zvySujici se molekulovou hmotnosti. Pro dalsi méfeni byl vybran
polyethylenglykolovy hydrogel s molekulovou hmotnosti 575 Da, ktery se bézné pouziva
v biomedicinskych aplikacich [34].
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Obradzek 13 - Zavislost elasticity a tuhosti na molekulové hmotnosti polyethylenglykolového hydrogelu [34].
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Zde byly ptipraveny vzorky polyethylenglykolu o molekulové hmotnosti 575 Da, lisily se vSak
koncentrace pouzitého iniciatoru (0,5%; 1%; 1,5%), je zde mozné pozorovat, Ze se zvysSujici
se koncentraci stoupa jak hodnota elasticity, tak i tuhosti (Obrazek 14). To ukazuje, Ze koncentrace
iniciatoru ovliviiuje stupen zesiténi a s vyssi koncentraci nam vznika tuzsi hydrogelova struktura [34].
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Obrazek 14 - Zavislost mechanickych vlastnosti, elasticity a tuhosti, polyethylenglykolového hydrogelu na
koncentraci pouzitého inicidtoru [34].

Pro posledni méteni byly piipraveny vzorky hydrogelu z polyethylenglykolu o molekulové hmotnosti
575 Da, ktery byl smichan s 1% roztokem iniciatoru. V téchto vzorcich byly méfeny mechanické
vlastnosti pfi rizném obsahu vody (Obrazek 15). Méfeni se nasledné provedlo se suchym vzorkem, dale
s obsahem vody 63, 83 a 100 % vody. Je mozné pozorovat, Ze se zvySujicim se obsahem vody klesa
elasticita vzorku. Tuhost vzorku prvné mirné stoupa, pti 83% obsahu vody vykazuje nejvétsi tuhost,
poté znovu klesa. Tyto nepiesnosti mohou byt zplsobeny pritomnosti vody ve vzorku, kdy se zde
zacinaji objevovat piitazlivé sily mezi vodou a hrotem, ktery vzorek skenuje [34].
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Obrazek 15 - Zavislost mechanickych viastnosti polyethylenglykolového hydrogelu, elasticity a tuhosti,
na procentudlnim zastoupeni vody [34].
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3.5 Méreni elastickych vlastnosti biologickych hydrogeli metodou AFM

Mechanické vlastnosti hydrogeltt mohou ovlivnit funkci bunék, transdukci a bunéné chovani, jako
je rist, migrace, adheze a morfologie. Cilem této studie [35] bylo zkoumani elasticity dvou hydrogeld,
prvnim znich je agarosovy hydrogel, druhym typem je Zelatinovy methakrylat (GelMA) pomoci
mikroskopie atomarnich sil.

Agarosovy gel byl ptipraven s 1% a 2% hmotnostni koncentraci, tedy agarosovy prasek o hmotnosti
1g a 2 g byl rozpustén ve 100 ml deionizované vody a povaten 2 minuty v mikrovinné troub¢. Pro
vytvofeni GelMA o koncentraci 10a 20 % byl pouzit roztok prekurzoru, ktery byl piipraven
rozpusténim lyofilizovaného GelMA v deionizované vodé pii 40 °C. Pro méfeni elasticity byl na AFM
nastaven rezim silové modulace, nosnik mél konstantu pruznosti 0,06 N-m™. Mgéfeni vlastnosti
se provedlo tfikrat na kazdém vzorku, ale pokazdé¢ v jiném misté. Teplota, pfi které se méteni provadelo,
byla 25 °C [35].

Na nasledujicim obrazku je mozné vidét vysledky méfeni, kdy na levém grafu je zavislost elasticity
na koncentraci agarosového hydrogelu (Obrazek 16), kdy primérna elasticita byla 168 kPa (1% gel)
a 230 kPa (2% gel). Podobné chovani gelu je mozné vidét i u GelMA, kdy primérna elasticita u 10%
gelu byla 133 kPa a u 20% gelu 171 kPa. V piipad¢ agorosového gelu byl pfiristek elasticity 35 %,
v piipadé GelMA to bylo 38 % [35].
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Obrdazek 16 - Grafy zavislosti elasticity na koncentraci pripravenych hydrogelii: agarosovy (vievo), Zelatinovy
methakrylat (vpravo) [35].

3.6 Souhrn ziskanych poznatkii

Mikroskopie atomarnich sil mize slouzit pro pozorovani nejriznéjsich struktur a k ur€ovani jejich
vlastnosti. Jedna se o pomérné novou metodu, ktera si své misto teprve ziskava. Vyhodou je jeji pouziti
pro nevodivé vzorky, je schopna zachytit i ty nejmensi detaily v fadech nanometrd. MiZe se jednat jak
o destruktivni, tak i nedestruktivni metodu, protoze je mozné méfit ve tfech rezimech, t€émi jsou
kontaktni, bezkontaktni a stfidava metoda. Vybrané studie zkoumaji pfedevsim povrchy vzorku, ale také
jejich vlastnosti (napt. Youngiv modul pruznosti).

V prvnim popsaném experimentu se autofi nejprve zaméfili na pozorovani nartstu krystald sulfidu
kademnatého v ¢ase [31], kdy jim pofizené snimky potvrdily, Ze s dobou krystaly dortstaji do vétsich
velikosti. Druhou ¢ast vénovali pozorovani zlatych nanocastic [31], nejprve vliv koncentrace citratovych
iontl na jejich velikost, kdy se zjistilo, Ze se zvySujici se koncentraci citratu sodného dojde k nukleaci
a vznikaji vétsi shluky. Dale se zde pozorovala interakce zlatych nanocastic s biomolekulami [31], jako
je DNA, kdy doslo k agregaci.
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Nésledujici dva experimenty sleduji struktury krevnich bunék a jejich zmény pomoci trojrozmérnych
snimkti. Prvni experiment se zamétuje na zmény struktury krevni buiiky po pfidani riiznych koncentraci
chloridu kademnatého [32], kdy se zjistilo, Ze se zvySujici koncentraci se ni¢i struktura buniky. Zaroven
se méfily i mechanické vlastnosti jako Youngliv modul pruznosti a tuhost. Bylo zjisténo, Ze i tyto
hodnoty se s rostouci koncentraci soli zvySuji. Druhy experiment se zaméfuje na sledovani morfologické
zmény krevnich bunék [33] u ¢tyt skupin jedinct. Prvni skupinou jsou zdravi lidé, druhou lidé se
zvySenou hladinou cukru v krvi, tfeti lidé trpici metabolickym syndromem a ctvrtou lidé trpici
onemocnénim diabetes mellitus.

Mikroskopie atomarnich sil je mozné vyuzit nejen pro zobrazovani povrchi, ale také k méteni
vlastnosti studovanych vzorku, jako je elasticita, tuhost materialu. Jeden z experimenti se zaméfil
na studiu polyethylenglykolu [34], kdy v prvni &asti se zkoumala elasticita a tuhost v zavislosti
na molekulové hmotnosti (258, 575 a 700 Da). Poté byl vybran hydrogel o molekulové hmotnosti
575 Da, ktery se nejCastéji vyuziva v praxi a u n¢j se pozorovala zavislost elasticity a tuhosti
na koncentraci pouzitého inicidtoru. V neposledni tfad¢ se sledovala zéavislost elasticity a tuhosti
na procentualnim zastoupeni vody. Pfedchozi méteni se provadéla v bezvodém stavu, tedy hydrogel byl
zcela vysusen.

Posledni zminény experiment studoval zavislost elasticity na koncentraci pouzitého gelu (agarosovy
a zelatinového methakrylatu) [35].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této prace se zaméfuje na postup méfeni na mikroskopu atomarnich sil (AFM),
ptipravou agarosového gelu a pfipravou vzorku polystyrenovych nanocastic.

4.1 Chemikalie

Polystyrenové nanocastice

Polystyrenové monodisperzni ¢astice o velikosti 1 pm.

Micro particle size standard based on polystyrene monodisperse (size: 1,0 um)

Fluka Analytical

72938-10ML-F

Agarosa

Agarosa pro molekularni biologii (Agarose for molecular biology)

Sigma Aldrich

CAS: 9012-36-6

Cislo 3arze: 05066-50G

MR: 306,264

Deionizovana voda

4.2 Pracovni postup nastaveni pristroje

Kazdy rezim méfeni mikroskopem atomarnich sil ma své konkrétni zplisoby nastaveni. Obecné
se postupuje nasledovné:

1)

2)
3)

4)
5)

6)

7)

8)

9

Prvnim krokem je zapnuti pocitace, kamery, ktera slouzi ke sledovani a upravovani laseru
na povrchu nosniku, a ovlada¢e mikroskopu atomarnich sil (viz pfiloha — Obrazek 43).

Nasleduje spusténi programu JPK SPM Desktop.

Pro kazdé méreni je potfeba zvolit spravny nosnik, aby nedoslo ke zniCeni vzorku, piipadné
i samotného nosniku (viz kapitola 2.1.3).

Pro upevnéni nebo naopak vyndani nosniku slouzi drzak nosniku, ktery se umisti do podstavce
pro vyménu (viz ptiloha — Obrazek 44).

Drzak nosniku se umisti do podstavce a pootoci se o 90° proti sméru a tato poloha se uzamkne
(viz ptiloha — Obrazek 44).

Vybrany nosnik se umisti do drzaku a Sroubem se upevni. Pro manipulaci s nosnikem se pouziva
pinzeta, pti vkladani do drzaku je dilezité, aby nedoslo k poskrabani prihledné ¢asti, protoze pres
tuto ¢ast prochazi laserovy paprsek a méfeni by mohlo byt nasledné ovlivnéno systematickou
chybou (viz ptiloha — Obrazek 45).

Po upevnéni nosniku do drzéku je nésledné cely drzak umistén do hlavice mikroskopu atomarnich
sil, kde se zde opét po vlozeni oto¢i 0 90° proti sméru hodinovych ru¢iéek a tato poloha se uzamkne
(viz ptiloha — Obrazek 46). Hrot nosniku musi pokazdé smétovat doprava, aby bylo mozné dostat
laser na hrot.

Vzorek uréeny ke snimani je umistén do svorek, aby nedoslo kjeho posunuti pfi méfeni
¢i manipulaci (viz ptiloha — Obrazek 47).

Hlavice AFM je umisténa nad vzorek (viz piiloha — Obrazek 48).
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10) V méficim programu se vybere pozadovany rezim méfeni (napt. AC Mode Imaging, QI™ Advanced
Imaging).

11) Nasledné se pomoci poziénich Sroubti upravi poloha vzorku, aby se nosnik nad nim nenachazel nad
rozhranim kde kon¢i vzorek a zacina podlozni sklo. Po nalezeni spravné pozice se polohovy Sroub
otoCi o pul otacky zpét, aby doslo k uzamceni této polohy a nedochazelo k nechténym vibracim a
posunuti.

12) V tomto kroku se zaroven upravi pozice laseru na hrotu nosniku pomoci Sroubd, které upravi polohu
vertikaln¢ a horizontalné (viz ptiloha — Obrazek 49) spravna pozice laserového paprsku se projevi
nejveétsim moznym signalem [V]. Pokud se odrazeny paprsek nenachazi ve stfedu fotodiody
(detektoru), upravi se poloha detektoru dvéma Srouby, aby paprsek byl piesné ve stfedu
ctytkvadrantového pole. Laserovy paprsek je dobré nechat svitit na hrot nosniku minimalné po dobu
15 minut, protoze dochazi vlivem zahtivani hrotu k posunu signalu na detektoru mimo povolenou
vyse¢ (po 15 minutové temperaci je nutné pozici laserového paprsku na detektoru upravit tak,
aby byl opét ve stiedu ¢tyfkvadrantového pole).

13) Dale se zde nastavi podminky méfeni a provede se kalibrace nosniku. Diky této kalibraci se ziska
doporucené nastaveni pro méfeni pomoci stiidavé kontaktni metody (QI™ Advanced Imaging),
predevsim doporucena hodnota Setpoint.

14) Po provedené kalibraci se piejde k hrubému piiblizovani nosniku ke vzorku, které se provadi
manualné pomoci kroka o velikosti 1 000, 500, 100, 50 a 10 um, toto pozoruje operator S veskerou
obezietnosti tak, aby nedoslo k ponic¢eni nosniku a hrotu.

15) Jakmile dojde k dostateénému pfiblizeni nosniku ke vzorku, je na fadé doostfeni pomoci
piezoelektrického efektu. Ten nam hrot pfesné piiblizi k povrchu vzorku konstantni rychlosti
(constant velocity). Aby doslo k pfibliZzeni, je potieba mit nastavenou hodnotu Setpoint. Nasledné
je mozné zadit méteni. Na hlavici mikroskopu atomarnich sil sviti kontrolka pfiblizeni (anglicky
Approached) (viz ptiloha — Obrazek 50).

16) M¢éfeni se zapne pomoci velkého zeleného tla¢itka start v méficim programu, timto se i méfeni
vypina (viz ptiloha — Obrazek 51).

Kvantitativni zobrazovani (QI™ Advanced Imaging)

Pracovni postup nastaveni kvantitativného zobrazovani se provede podle bodu 1) — 9) v obecném
postupu a v bodé 10) obecného postupu se vybere rezim QI™ Advanced Imaging a pokracuje se dale
podle bodt 11) — 13). V tomto méficim rezimu je mozné nastavit pfedpokladanou vysku a adhezi
vzorku, stejné tak jaky je pouZit nosnik, Vv jakém prostiedi se méteni provadi a teplota. Po tomto
nastaveni je mozné provést kalibraci nosniku. A dale se jiz postupuje podle bodu 14) — 16). Po pfibliZeni
k povrchu vzorku je mozné spustit méfeni s pfednastavenymi hodnotami, které se ziskaji kalibraci
nosniku, nebo si je miizeme upravit podle potieby.

Jako prvni je zde hodnota Setpoint, kterd udava, jakou silou bude hrot ptisobit na povrch vzorku. Pfi
kvantitativnim zobrazovani je vyhodné zvySovat hodnotu Setpoint, protoze dochazi ke zlepseni kvality
snimku. Nemusi to vSak byt podminkou, vétSinou je dobré ponechat ptivodni doporucenou hodnotu
ziskanou kalibraci nosniku, protoze pfili§ velkym zvySenim hodnoty Setpoint mize dojit ke zniceni
hrotu nosniku.

Druhou hodnotou je Z Length, jedna se o vzdalenost, kterou hrot urazi béhem kiivky sily. Tuto
hodnotu je dobré ponechat na nastavené hodnoté 150 nm, protoze zvySenim ¢i sniZzenim dochézi
K ovlivnéni doby méfeni a tato hodnota byla experimentalné stanovena jako idedlni na pomeér
kvalita/doba méteni.

Naopak hodnotu Z Speed je dobré obcas pozmeénit, protoze mize dojit k vylepseni kvality snimku,
napf. kdyz snimek vychazi neostry a nebo hrot nestihd zobrazovat detaily na povrchu vzorku.
To je proto, ze se hrot nestiha pfizpisobovat povrchu. Jedna se o rychlost méfeni.
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Hodnota Pixel Time souvisi s rychlosti méfeni. Udava, jakou dobu bude hrot skenovat jeden pixel.

Scan Size urcuje velikost vysece, kterou budeme méfit. Maximalni plocha, kterou 1ze mozné zmétit
je 100x100 pm. Obecné je dobré zacit méfit prvni snimek s vétsi velikosti a mensim rozlisenim, kdy
prvn¢ ziskame velky, ovSem relativné nekvalitni snimek, a postupné velikost méfeni sniZovat, zvySovat
kvalitu a zamétovat se tedy jen na konkrétni detaily. Jestlize se méfeni po chvilce zastavi a snimek
se nedoméfi, je dobré snizit velikost skenu. Toto je zplsobeno tim, ze hrot na velké ploSe neni schopen
zaznamenat piili§ malé detaily.

Posledni, co je mozné zménit v nastaveni, jsou Pixels, které udavaji rozliseni vysledného snimku. Pro
kvantitativni zobrazovani je dobré tuto hodnotu nechat na 256x256, jelikoz dava pomérné kvalitni
snimky a zaroven méfeni netrva pfili§ dlouhou dobu. Zvysenim kvality snimku se vyrazné prodluzuje
doba méfeni snimku.

Bezkontaktni reZim (AC Mode Imaging)

Pro bezkontaktni rezim méfeni se postupuje podle bodu 1) — 9) a v bodé 10) se vybere bezkontaktni
rezim méfeni, tedy AC Mode Imaging. Nasleduje upraveni polohy vzorku a laseru na hrot nosniku, body
11) — 12). Pied samotnou kalibraci hrotu nosniku se nastavi podminky méfeni (prostiedi a teplota) a typ
nosniku. V bezkontaktnim rezimu se nenastavuje pfedpokladana vyska vzorku a adheze, jelikoz tato
metoda slouzi pouze pro zobrazovani povrchu. Pied pfiblizenim nosniku ke vzorku je nejprve nutné
provést automatické ladéni nosniku, aby se dosahlo nastavené hodnoty kone¢né amplitudy (Target
Amplitude) 1V, coz je nejbézn&jsi hodnota pro vétsinu méfeni. V nastaveni tohoto ladéni se necha
nosnik s hrotem chvili oscilovat, po chvilce se zastavi a najde se rezonanéni pik. Z n&j se ur¢i relativni
hodnota Setpoint nizsi nez je Target Amplitude v rozmezi od 70 do 80 % (viz ptiloha — Obrazek 52).
Jakmile je tato hodnota nastavena, je mozné piiblizit nosnik k povrchu vzorku pomoci hrubého
piiblizovani a piezoelektrického efektu. Kdyz dojde k pfiblizeni, mize se za¢it méfeni nebo je mozné
pozménit pfednastavené hodnoty, které byly ziskany kalibraci nosniku.

Prvni hodnotou je Gain, neboli piiristek a jedna se o silu zpétné vazby ptisobici na vzorek. Pro tuto
metodu je idedlni ponechat pfednastavenou hodnotu 150,0. Tato hodnota zarovenn redukuje Sum
Vv ziskaném snimku a pro pouzita méfeni byla tato prednastavena hodnota optimalni a ziskané snimky
byly velice kvalitni.

Setpoint je hodnota udavajici silu, ktera ptsobi na vzorek. Béhem bezkontaktniho reZimu je pro zisk
kvalitn&j§iho snimku lepsi sniZzovat tuto hodnotu. P¥ili§ vysoka hodnota Setpoint mtize zni¢it jak vzorek,
tak i hrot. Pfi bezkontaktni metodé, ¢im je nizs$i hodnota Setpoint, tim je vétsi tlumeni a sila aplikovana
na povrch vzorku.

Relativni setpoint (Relative Setpoint) je hodnota Setpoint vyjadiena v procentech.
Velikost snimku udava tzv. Scan Size. Maximalni rozsah je 100x100 pm.

Pixels udava kvalitu ziskaného snimku, pro tuto metodu je vyhodné ponechat ptfednastavenou
hodnotu 512x512.

Hodnota rychlosti méteni (Line Rate) nejvice ovliviiuje kvalitu méfeni, se snizenim rychlosti dochazi
ke zlepSeni snimku.

4.3 Priprava vzorku polystyrenovych ¢&astic

Optimalizace méficich rezimi (QI™ Advanced Imaging a AC Mode Imaging) byly provedeny
na standardnim vzorku polystyrenovych nanocastic o velikosti 1 um. Jako prvni byl méfen
koncentrovany vzorek polystyrenovych nanocastic, ale dochazelo ke shlukovani jednotlivych castic
do velkych agregati, proto byl zvolen pomér 1:100 a tento koncentrovany vzorek byl nafedén
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deionizovanou vodou. K 0,1 ml roztoku nanocastic bylo nafedéno 10 ml deionizované vody. Tento
ziedény roztok byl nasledné nakapan na podlozni sklicko a voda byla odpafena Vv susarné pii teploté
ptiblizné 60 °C.

4.4 PVA folie

PVA fo6lie byly pfipraveny Bc. Zuzanou Bayerovou v ramci jeji diplomové prace. Tyto folie byly
ptipraveny smichanim polyvinylalkoholu (PVA) a chitosanu, rozdil v jednotlivych typech spocival
v pfidavku rozdilnych koncentracich hydroxidu sodného (NaOH) nebo chloridu sodného (NaCl).
Ptidavky téchto latek zpiisobily zménu pH a naslednou velikost pora folii, kterd nasledné ovlivnila
distribuci velikosti pora ve findlni hydrogelu (xerogelu). Takto popsané folie byly zesitované chemicky,
jeden vzorek byl pripraven fyzikalnim zesitovanim, definovanym zmrazovanim a rozmrazovanim
reakéni smési. Kompletni postup ptipravy vcetné navazek je uveden v publikaci zde
(DOI: 10.1080/09205063.2013.833441).

Jednotlivé vytezy o velikosti 7x7 mm byly nalepeny na podlozi sklicka pomoci oboustranné lepici
pasky, aby nedochazelo k nechténému pohybu folie béhem méfeni a aby byly vyhlazeny nerovnosti,
které by znehodnotily méfeni.

4.5 Priprava vzorki agarosovych hydrogeli

Pro ptipravu 0,5% roztoku agarosy bylo navazeno 0,05 g, ktera byla rozpusténa v 10 ml deionizované
vody. Tato smés byla umisténa na magnetickou michac¢ku s ohfevem a smes byla ohfivana na teplotu
80 °C za konstantniho michani (RPM 250). Po rozpusténi byl 0,5% roztok agarosy kapatkem nakapan
na podlozni sklicko a gel byl ponechan ztuhnout. Pro zbylé gely se postupovalo stejné, jen s rozdilnymi
navazkami, aby byly vytvoreny gely o koncentracich 1%, 2% a 4%.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Cilem této bakalaiské prace bylo prostudovani navodu mikroskopie atomarnich sil anasledné
optimalizaci dvou méficich rezimd, konkrétné kvantitativniho zobrazovani (QI™ Advanced Imaging),
coz je stiidava kontaktni metoda, a bezkontaktni rezim zobrazovani (AC Advanced Imaging).
Optimalizace méfeni byla provadéna na standardnim vzorku polystyrenovych nanocastic 0 velikosti
1 pm, které byly nafedény deionizovanou vodou v poméru 1:100. Po provedeni optimalizace méfeni
byly zméfeny PVA folie, kde se sledovala jejich porovitost v zavislosti na pouzitych ¢inidlech, jako
je chlorid sodny (NaCl) a koncentra¢ni fada hydroxidu sodného (NaOH). Byl také sledovan vliv
fyzikalnich vlastnosti, konkrétn¢ definované mrazeni arozmrazovani, na porozitu smési
polyvinylalkoholu s chitosanem. Nasledovalo méfeni velikosti port pro koncentra¢ni fadu agarosy
a méfeni velikosti pora kolagenového xerogelu.

5.1 Optimalizace kvantitativniho zobrazovani (QI™ Advanced Imaging)

Optimalizace tohoto méficiho rezimu se provadéla na vzorku polystyrenovych nanocastic, ktery byl
ziedén v poméru 1:100. Redéni bylo provedeno aby doglo k distribuci jednotlivych polystyrenovych
nanocastic a nedochazelo k agregaci. Pro méfeni byl vybran nosnik model FESP-V2.. Jedna se o typ
nosniku, ktery je optimalni pro méfeni kvantitativni metodou. Byly vyzkouSeny celkem dva modely
nosnikti, TESP-V2 a FESP-V2, po proméfeni obou byl vybran pravé model FESP-V2 s mensi
konstantou tuhosti, protoze podaval kvalitngj$i snimky. Po nalezeni samostatné polystyrenové
nanocastice bylo provedeno meéfeni s prednastavenymi hodnotami (zékladni nastaveni), které byly
ziskany kalibraci pouzitého nosniku (Obrazek 17). Zakladni nastavena hodnota Setpoint byla 49,397 nN,
hodnota Z length 150 nm, rychlost mé&feni (Z speed) byla 62,5 um-s?, a s tim souvisejici Pixel Time
na 6,0 ms, velikost skenu (Scan Size) byla 3,0 umx3,0 um, hodnota kvality snimku (Pixels) byla
nastavena na 256x256. Jednim z cild této bakalaiské prace bylo proméfit zmény snimku Vv zavislostech
na zmeénach jednotlivych hodnot nastaveni oproti prednastavenym hodnotam. Byly piedevs§im testovany
hodnoty Setpoint, Pixel Time a Pixels, protoze nejvice ovliviiovaly kvalitu vysledného snimku.

Je zde mozné vidét snimek jedné polystyrenové nanocastice, ktery zobrazuje vysku (levy snimek)
a tzv. Slope fit (pravy snimek).

Diky kvantitativni metod¢ zobrazovani je mozné ziskat zaroven topograficky snimek (reliéf) vzorku,
ale i snimek elastickych vlastnosti. Systém generuje snimek zmény sily (force modulation image,
FMM), to je dano v hodnoté Slope fit a vysledny snimek je tedy mapa elastickych vlastnosti vzorku.
Tato hodnota Slope fit se ziskda z ménici se hodnoty amplitudy nosniku podle vlastnosti vzorku
(elasticity) [36]. Slope fit je hodnota, ktera byla ziskana méfenim a jedna se o hodnotu, ktera vyjadiuje
mechanické vlastnosti vzorku (tuhost materialu nebo viskoelastické vlastnosti) [37]. Tuto hodnotu
je mozné ziskat s pomoci kiivky zavislosti sily na vzdalenosti (Obrazek 4). Diky hodnotam ziskanych
pfi kalibraci nosniku (konstanta tuhosti a citlivosti detektoru) a s pomoci Hookova zakona:

F=-k-x 4)

kde F je sila [N], k je konstanta tuhosti [N-m™] a x je vzdalenost [m], mohla byt softwarem dopog&itana
hodnota Slope fit, ktera vyjadiuje tuhost materialu. Informace o vychyleni nosniku tak byla pifevedena
na silu [37].
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Obrdazek 17 — Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanocdstice s piivodnim nastavenim.

5.1.1 ZvySeni kvality snimku (Pixels)

Po prvnim méfeni se zakladnim nastavenim bylo provedeno méfeni, kdy byla zvysena hodnota Pixels
(Obrazek 18) z256x256 na 512x512. Kvalita vysledného snimku se nepatrné zvysila, ale ne moc
vyrazné, doslo k ¢aste¢nému zaostien.
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Obrdzek 18 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanoddstice - zvyseni hodnoty Pixels.

Meéfeni s prednastavenymi hodnotami trvalo pfiblizné 6 minut, se zvySenou hodnotou Pixels doslo
k prodlouzeni doby méfeni na necelych 30 minut, tudiz v porovnani kvality snimku a rychlosti méfeni
bylo zjisténo, ze zvyseni této hodnoty neudéla velky rozdil vysledného snimku. Pro dal$i meéfeni
metodou kvantitativniho zobrazovani byla ponechana hodnota rozliseni Pixels na 256x256.

5.1.2 SniZovani rychlosti méreni

Hodnota Pixels byla nastavena opét na piivodnich 256x256, ale byla sniZzena rychlost méfeni o 20 %
(Obrazek 19), v8echny ostatni hodnoty byly ponechany nezménéné, tedy bylo ponechano nastaveni dané
kalibraci nosniku. Cas méfeni byl tedy prodlouzen z 6 minut na 8 minut a doslo k mirnému zlep3eni
obrazu vysky. Nasledn¢ byla rychlost méfeni opét snizena, konkrétn€ o 52 % z ptivodni rychlosti, doba
trvani byla tedy posunuta na zhruba 13 minut (Obrazek 20). Posledni sniZeni rychlosti méfeni o 68 %
zpusobilo prodlouzeni doby méteni na 20 minut (Obrazek 21).
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Snizovanim rychlosti méfeni bylo mozné pozorovat malé zlepseni kvality ziskaného snimku, jelikoz
se hrot nosniku Iépe piizptisoboval povrchu vzorku a na snimku se tim padem nevytvarely rozmazané
stopy za Casticemi. Jelikoz snizeni rychlosti méfeni o 68 % neposkytnulo o moc lepsi kvalitu snimku,
nez snimek se snizenou rychlosti o 52 %, tak pro dal§i méfeni bylo vyuzivano spiSe sniZeni rychlosti
052 % i z ¢asovych divodi. Bylo mozné pozorovat rozdil ve snimcich se sniZzenim rychlosti o 20 %
a 68 %, kdy ve sméru osy X dochazelo k pohybu polystyrenové nanocastice vlivem pusobeni hrotu
nosniku.

) ™
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Obrdazek 19 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanodcdstice - snizeni rychlosti méreni o 20 %.
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Obrdazek 20 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanodastice - snizeni rychlosti o 52 %.
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Obrazek 21 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanoddstice - snizent rychlosti o 68 %.
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5.1.3 Zvysovani hodnoty Setpoint

Druha ¢ast optimalizace kvantitativného zobrazovani byla zaméfena na zvySovani hodnoty Setpoint,
tedy sily ptisobici na povrch vzorku. Pfi tomto ukonu bylo tfeba dbat, aby hodnota nebyla zvySena pfilis,
jelikoz hrozilo poni¢eni hrotu nosniku nebo i samotného vzorku. Pro prvni méfeni byla hodnota Setpoint
oproti doporuc¢ené hodnoté zvysena o 1,2 % (Obrazek 22). Dale byl zvysen Setpoint, konkrétné o 3,3 %
(Obrazek 23) a 0 9,3 % oproti pivodni hodnoté Setpoint (Obrazek 24). V ziskaném snimku bylo mozné
pozorovat zlepSeni rozdilu hranice mezi polystyrenovou nanocéstici a podloznim sklickem, ale také byla
Iépe zobrazena struktura polystyrenové nanocastice.
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Obrazek 22 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanocdstice - zvyseni Setpoint 0 1,2 %.
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Obrazek 23 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanoédstice - zvyseni Setpoint o 3,3 %.
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Obrazek 24 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenové nanocastice - zvyseni Setpoint 0 9,3 %.
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5.1.4 Zvyseni hodnoty Setpoint a sniZeni rychlosti méfeni

Pro vétsinu nasledujicich méteni stfidavou kontaktni metodou bylo vyhodné, kdyz byl zvysen Setpoint
a byla snizena rychlost méfeni. Protoze vlivem zvySeni hodnoty Setpoint doslo ke zvyraznéni detailt
na povrchu vzorku a snizenim rychlosti se 1épe piizptisoboval hrot nosniku povrchu vzorku. V tomhle
ptipadé byl Setpoint zvysen 0 9,3 % a rychlost byla snizena o 20 % (Obrazek 25).

ZvySovani hodnoty Setpoint a snizeni rychlosti méfeni (Z Speed) bylo nejcastéji vyuzivano
pro tpravu snimku pfi méfeni kvantitativnim rezimem zobrazovani (QI™ Advanced Imaging), protoze
hrot dokazal na vzorek ptisobit vétsi silou a zobrazit jeho povrch preciznéji. Snizenim rychlosti se hrot
dokazal 1épe ptizplisobovat povrchu, na ktery ptisobil.
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Obrazek 25 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenovou nanoddstice - zvysSeni Setpoint 0 9,3 %
a snizeni rychlosti 0 20 %.

5.1.5 Snizovani hodnoty Setpoint

V piipadé kvantitativni zobrazovaci metody snizovani hodnoty Setpoint nedochazelo ke zlepsSeni kvality
ziskaného snimku. Snimek v zakladnim stavu (Obrézek 26), tedy prométeny s hodnotami doporucenymi
po kalibraci nosniku, zobrazil polystyrenové nanocastice s pomérn€¢ dobrym kulatym tvarem.
Na ziskanych snimcich bylo mozné pozorovat, ze kraje nanocastic jsou zplostélé, to bylo zptisobeno
ptichycenim k podloznému sklicku vlivem vysu$eni. Postupnym snizovani hodnoty Setpoint 05 %
(Obrazek 27), 10 % (Obrazek 28), 20 % (Obrazek 29) a 25 % (Obrazek 30) bylo pozorovano, ze hranice
mezi nanocastici a podloznim sklickem byla se snizujici se hodnotou Setpoint vice rozmazana.
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Obrazek 26 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenovych nanoddstic - zdakladni nastaveni.
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Obrdazek 28 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenovych nanoddstic - snizeni Setpoint 0 10 %.
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Obrazek 29 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenovych nanocastic - snizeni Setpoint 0 20 %.
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Obrdazek 30 - Snimek zobrazujici vysku a Slope fit polystyrenovych nanoddstic - snizeni Setpoint 0 25 %.

5.2 Optimalizace bezkontaktniho reZimu zobrazovani (AC Mode Imaging)

Bezkontaktnim rezimem byly snimany polystyrenové nanocastice, které byly nafedény deionizovanou
vodou v poméru 1:100. Pro tuto metodu byl pouzit nosnik typu TESPA V2 z divodu, Ze ma vyssi
rezonan¢ni frekvenci (cca 320 kHz), coz bylo pro tento typ méfeni vyzadovano. Béhem této
optimalizace byl pozorovan vliv rychlosti méfeni (Line Rate) a zména nastavené hodnoty Setpoint, ktery
byl nastaven nejprve na 75 % a nasledné na 70 a 80 %.

7

5.2.1 SniZovani rychlosti méreni

Relativni hodnota Setpoint byla nastavena na 75 %. Pavodni rychlost méfeni (Line Rate), ktera byla
nastavena kalibraci na hodnoté 1 Hz, tato automaticky nastavend hodnota byva pfiliS vysoka
a mikroskop atomarnich sil neni schopen zmétit polystyrenovou nanoc¢astici.

Proto hned pro prvni méfeni byla rychlost upravena na hodnotu 0,3 Hz a potizeny snimek zobrazil
dvé polystyrenové nanocastice. Na snimku je patrné rozmazani za polystyrenovymi nanoc¢asticemi, které
vzniklo v disledku pfili§ vysoké rychlosti (Obrazek 31). Hrot se nebyl schopny pii velké rychlosti
ptizptisobovat povrchu vzorku a muselo dojit k op€tovnému snizeni rychlosti méteni.

w0
h 1um
)
~
- O um
o

0 1 2 3 4 5

[pm]

[um])

Obrazek 31 - Snimek zobrazujici polystyrenove nanocdstice - rychlost méreni 0,3 Hz.
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Dalsi méteni bylo nastaveno na hodnotu 0,2 Hz (Obrazek 32), kdy v ziskaném snimku bylo mozné
pozorovat zmenseni rozmazané ¢asti za polystyrenovymi ¢asticemi. Je tedy mozné pozorovat, ze vlivem
snizeni rychlosti pro bezkontaktni rezim se zlepSuje kvalita snimku. Nejlépe to bylo mozné pozorovat
na rozdilu rychlosti 0,3 Hz a 0,15 Hz (Obrazek 33).
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Obrazek 32 - Snimek zobrazujici polystyrenové nanocdstice - rychlost méreni 0,2 Hz.
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Obrazek 33 - Snimek zobrazujici polystyrenové nanocdstice - rychlost méreni 0,15 Hz
5.2.2 Zména relativni hodnoty Setpoint

Druhym faktorem, ktery ovliviiuje kvalitu snimku u bezkontaktniho rezimu méteni (AC Mode Imaging)
je relativni hodnota Setpoint, ktera pii tomto rezimu musi byt nastavena v rozmezi od 70 do 80 %: pfi
nizsich relativnich hodnotach Setpoint, pokud by doslo k piekroceni povolené hranice by mohlo dojit
k poni¢eni nosniku ¢i vzorku. Pii zvySeni relativni hodnoty Setpoint by naopak byla pouzita
nedostatecna sila, tudiz by nedoslo k zobrazeni detailti vzorku. Piivodni hodnota byla nastavena na 75 %
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(Obrazek 31) aje mozné pozorovat rozmazani za polystyrenovymi nanocasticemi. Nasledné byla
hodnota této sily hrotu, ktery ptisobi na vzorek, zvy$ena na 80 % (Obrazek 34) a poté sniZzena na 70 %
(Obrazek 35) a byly sledovany zmény ve vyslednych snimcich.

Na snimcich polystyrenovych nanocastic bylo mozné vidét, ze i kdyz rychlost byla pofad stejna
(0,3 Hz), tak snizenim relativni hodnoty Setpoint doslo ke zlepSeni kvality snimku a zvySenim se naopak
kvalita zhors$i. Pro dalSi méfeni touto metodou je tedy nejlepsim feSenim kombinace snizeni rychlosti
meéfeni a relativni hodnotu Setpoint nastavit zhruba na 70 %. Pti bezkontaktnim rezimu méteni doslo
snizenim rychlosti k vyraznému nardstu ¢asu meéteni.

Bezkontaktni metoda méfeni byla proméfena tak, Ze hrot na nosniku se pohyboval tésné¢
nad povrchem vzorku azaznamenaval velikost sily pusobici mezi vzorkem a hrotem
(napt. van der Waalsovy, kapilarni). Pfi bezkontaktni metodé¢ méfeni bylo lepsi, kdyz hodnota Setpoint
byla snizovana. U této metody platilo, Ze ¢im byla pouzita nizsi hodnota Setpoint, tim byla aplikovana
sila na povrch vzorku veétsi.
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Obrazek 34 - Snimek zobrazujici polystyrenové nanocdstice - zvySeni hodnoty Setpoint na 80 %.
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Obrdzek 35 - Snimek zobrazujici polystyrenové nanoddstice - snizeni hodnoty Setpoint na 70 %.
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5.3 Shrnuti optimalizace metod kvantitativniho zobrazovani (Q1™ Advanced
Imaging) a bezkontaktniho reZimu zobrazovani (AC Mode Imaging)

Pii optimalizaci kvantitativniho rezimu zobrazovani (QI™ Advanced Imaging) byl zkoumén vliv
hodnoty rozliSeni (Pixels), snizovani rychlosti (Z speed), zvySovani a snizovani hodnoty Setpoint
na vysledny snimek.

Zménou hodnoty Pixels, neboli rozliseni, z 256x256 na 512x512 doslo pouze k vylepSeni kontrastu
mezi podloznim sklickem a polystyrenovou ¢astici. Doba méteni touto zménou hodnoty byla z 6 minut
prodlouzena na 30 minut, a proto bylo rozhodnuto, Ze pfednastavend kvalita 256x256 je dostacujici,
protoze ¢im déle pusobil hrot na vzorek, tim bylo zvyseno riziko zni¢eni bud’ hrotu nosniku anebo
samotného vzorku. Druhou hodnotou, ktera byla ménéna, byla rychlost méteni, konkrétné dochazelo
ke snizovani. Bylo mozné pozorovat, ze dochazelo ke zvySeni kvality snimku, protoze hrot mél vice
¢asu na zaznamenani detaild povrchu vzorku. Zaroven byla urcena optimalni hodnota snizeni rychlosti
méfeni, to bylo 0 52 % méné, nez byla pfednastavena hodnota, doba méfeni tak byla posunuta z 6 minut
na 13 minut. Zvysenim hodnoty Setpoint dochazelo k lepsimu zobrazovani detailti na povrchu vzorku.
Zaroven bylo zjisténo, Ze prekrocenim hodnoty o vice nez 10 % oproti doporucené hodnoté dochézi
k vétsimu riziku poniceni hrotu nosniku nebo i vzorku. Naopak sniZenim hodnoty Setpoint dochazelo
ke zhorseni kvality snimku a pro kvantitativni metodu zobrazovani jiz dale nebylo vyuzivano.

Béhem optimalizace bezkontaktniho rezimu (AC Mode Imaging) byl sledovan vliv snizovani
rychlosti méfeni (Line Rate) a zména relativni hodnoty Setpoint na kvalitu vysledného snimku.

Snizeni rychlosti mélo na kvalitu ziskanych snimku velky vliv, pokazdé bylo potfeba uz ze zacatku
upravit rychlost méfeni z piivodni hodnoty 1 Hz alespon na 0,3 Hz, aby doslo ke spravnému zobrazeni
¢astic. Zaroven ale bylo dulezité myslet na to, Ze sniZzenim rychlosti méfeni dochazelo k vyraznému
narustu doby méfeni, klidné az na 90 minut. Zména relativni hodnoty Setpoint z ptivodné nastavenych
75 % na 70% ukazala, Ze snizenim dojde ke zlepSeni kvality ziskaného snimku a zvysenim na 80 %
dojde naopak ke zhorseni kvality snimku.

V obou ptipadech méfeni, jak pti kvantitativnim i bezkontaktnim rezimu zobrazovani, je vétSinou
Zadouci Gprava rychlosti snimku a zaroven i zména hodnoty Setpoint (pfipadné relativni hodnoty
Setpoint).

5.4 Méreni povrchu a velikosti péra PVA folii

Folie vzniklé z polyvinylakoholu, chitosanu a riznych koncentraci hydroxidu sodné (NaOH) a chloridu
sodného (NaCl) byly méfeny rezimem kvantitativného zobrazovani (QI™ Advanced Imaging)
a nosnikem TESPA V2, ktery mél vy$s$i hodnotu tuhosti a ziskané snimky byly kvalitn€jsi, nez
s nosnikem typu FESP-V2. Rozdil koncentraci téchto latek zptsobil zménu pH a tim padem doslo
K vytvoteni port riznych velikosti, pravé v zavislosti na vnitinim pH xerogelu. V minulych kapitolach
bylo studovéano, co provadi zmény jednotlivych parametrti na ziskané snimky. Ziskané poznatky byly
dale pouzity pro Gpravu nastaveni méfeni kvantitativnim zobrazovanim. Pro méfeni PVA folii byla
V nastaveni ménéna pouze rychlost méfeni, protoze hodnota Setpoint ziskana kalibraci nosniku
poskytovala dobré vysledky.

Prvnim méfenym vzorkem byla smés polyvinylalkoholu, chitosanu a 0,15M NaCl (Obrazek 36),
kdy bylo méfeni zapnuto a nastaveni bylo ponechano na hodnotach ziskanych kalibraci nosniku. Méteni
se nejprve provadélo na skenu 0 velikosti 50x50 um, nasledovalo zmenseni velikosti snimku
na 20x20 um. Pomoci funkce zméfit délku bylo zjisténo, ze velikost porl byla v rozmezi 5 + 2 um.
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Obrazek 36 - PVA folie pripravena chemickym zesiténim s 0,15M NaCl.

Nésledovalo méfeni zesitovanych folii polyvinylalkoholu s chitosanem bez jakéhokoliv pridavku
dalsi latky (Obrazek 37). Na ziskanych snimcich o velikosti 30x30 um, oproti prvnimu zminénému
vzorku mikroskop atomarnich sil nebyl schopen dométit snimek o velikosti 50x50 um, proto byla jeho
velikost upravena na 30x30 um, a 20x20 um bylo vidét, ze se zde vyskytovaly pory o velikosti
2,5 + 0,3 um. Nemély vSak dostatecny kontrast, protoze se ve vzorku nejspise vyskytovaly nerozpustné
Castice, kvili kterym nebylo mozné ziskat lepsi kontrast porti a samotné PVA folie.
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Obrazek 37 - Folie vznikla smési polyvinylalkoholu a chitosanu.

Chemicky zesitovana folie s 0,5M NaOH meély velikost port ptiblizné 1,2 + 0,3 pm. Prvni méfeni
bylo provedeno o velikosti 30%30 um, zde vSak nebyly pory viditelné, doSlo ke zmenseni skenované
oblasti na 10x10 pm.

Folie vzniklé smichanim polyvinylalkoholu, chitosanu a 1M NaOH (Obrazek 38) byl nejprve méfen
skenem o velikosti 50x50 pm, kde byly pozorovany malé pory, proto byla velikost skenu zmensena
na 10x10 um. Po pfiblizeni na dva pdry byla jejich velikost pért stanovena na 1,0 £ 0,1 pm.
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Obrdzek 38 — Chemicky zesitovand folie vznikla smichdanim polyvinylalkoholu, chitosanu a 1M NaOH.

Posledni vzorek folie vzniklé chemickym zesiténim polyvinylalkoholu, chitosanu a 2M NaOH mély
velikost pori pouze 0,2 + 0,05 pm (Obrazek 39). Na skenech s velkou plochou nebyly Zadné péry
objeveny a bylo dulezité dostate¢né zmensit velikost skenovani. Na obrazku je mozné nejen vidét 2D

snimek, ale i 3D snimek, ktery lze pomoci mikroskopie atomarnich sil ziskat, ¢imz si mtizeme zobrazit
reliéf vzorku.

[um]

Obrazek 39 - Folie vznikla chemickym zesitenim polyvinylalkoholu, chitosanu a 2M NaOH (2D a 3D snimek).

Poslednim typem folie, ktera byla poskytnuta na méfeni, byla folie vznikla fyzikalnim zesiténim.
Konkrétné se jednalo o smés polyvinylalkoholu a chitosanu, ktery byl zmrazen (Obrazek 40).
Na ziskanych snimcich (2D a 3D) bylo mozné pozorovat pory o velikosti par mikrometri az po nékolik
desitek mikrometrti. To je nejspis z diivodu toho, Ze mrazenim do poéri vnikla voda, ktera strukturu gelu
potrhala.
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Obrazek 40 - Povrh fyzikalné zesiténé folie polyvinylalkoholu a chitosanu pomoci mrazeni.
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5.5 Méreni velikosti pora agarosovych hydrogela

Mikroskopii atomarnich sil byl zkouman vliv koncentrace agarosového gelu na porozitu. Nastaveni
méfeni snimk mélo ponechany hodnoty Setpoint a Pixels na pfednastavenych hodnotach, ale béhem
méfeni byla sniZzena rychlost o 52 %, aby doslo ke zlep$eni kvality snimku. Prvni gel, ktery byl méfen,
mél koncentraci 0,5% a velikost port byla 1,2 um. Nasledovalo méfeni 1% gelu agarosy, ktery mél
velikost port v rozmezi 1,7 — 2,0 pm. Tyto dva vzorky byly pravdépodobné chybné, protoze velikosti
port neodpovidaji tabelovanym hodnotam, které by mély byt v fddu nanometrd. Métfenim 2% gelu
agarosy (Obrazek 41) bylo zjisténo, Ze se velikost port zmensSila na 0,2 um a u posledniho gelu, 4%
(Obrazek 42), byla velikost port 0,3 um. Rozdil mezi 2% a 4% gelem nebyl ve velikosti poru, ale spise
Vv poctu, kdy na snimcich bylo mozné pozorovat, Ze 2% gel agarosy ma znateln€ vice porti na svém
povrchu.
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Obrazek 42 - 2D a 3D snimek 4% agarosového gelu.
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6 ZAVER

Cilem bakalaiské prace bylo seznameni se s novou technikou mikroskopie atomarnich sil (v ramci
skupiny BIOKOL na FCH VUT). V ramci toho byl prostudovan navod k tomuto pfistroji a jednotlivé
méfici mody. V ramci této prace byly pro dals$i méfeni vybrany dvé metody, prvni z nich byl
kvantitativni rezim zobrazovani (QI™ Advanced Imaging) a druhy byl bezkontaktni reZim zobrazovani
(AC Mode Imaging). Ty byly vybrany z divodu, Ze se jedna o jedny z nejéastéji vyuzivanych metod
a také jedny ze zakladnich, které jsou navic pomérné Setrné jak ke vzorkim, tak i k samotnému hrotu
a nosniku. Kvantitativni rezim nam poskytuje nejen topografické snimky, ale také snimky zobrazujici
mechanické vlastnosti vzorkd, jako je adheze nebo tfeba elasticita. Bezkontaktni metoda byla vybrana
proto, Ze je schopna poskytnout topograficky snimek vzorku a zarovei je Setrna ke vzorku a hrotu.

Nasledovala optimalizace téchto rezimu, které dale slouzily k dalsim meétenim. Optimalizace
se provadéla na vzorku polystyrenovych ¢astic o velikosti 1 um. Mikroskopii atomarnich sil byla dale
sledovana porozita folii vzniklych smisenim polyvinylalkoholu s epichlorhydrinem v pfitomnosti
chitosanu v zavislosti na pouzitém modifikatoru vnitiniho prosttedi, bud” hydroxidem sodnym (NaOH),
kdy dochazelo ke zméné pH, anebo chloridem sodnym (NaCl), kdy se ménila iontova sila, ale také vliv
fyzikalniho zesiténi. Takto ptipravené hydrogely byly vysuseny na xerogely a pomoci mikroskopie
atomarnich sil byla zmétena velikost pora jednotlivych xerogelt. Stejné tak jsme sledovali i distribuci
velikosti pori agarosového gelu v zavislosti na piipravené koncentraci.

Pro optimalizaci méficich rezimt byl vybran vzorek polystyrenovych nanocastic. Tento standardni
vzorek byl nafedén deionizovanou vodou v poméru 1:100, jelikoz pii méfeni nefedéného vzorku
dochazelo po vysuseni na podloznim sklicku k agregaci a navrstveni polystyrenovych nanocastic.
A jelikoz pfi méfeni jsme se chtéli zaméfit na méfeni jednotlivych nanocastic, byl experimentalné
stanoven tento pomér (bylo zkoumano vice pomért, ale nejlepsi distribuci jednotlivych ¢astic mél prave
pomér 1:100). | pfi tomto zfedéni dochazelo k mirné agregaci nanoc¢astic odpafenim vody, ale bylo
mozné najit jednotlivé polystyrenové nanocastice.

Optimalizaci metody kvantitativniho zobrazovani jsme prostudovali méfenim vzorku pomoci
doporuceného nastaveni, které nam systém poskytnul po kalibraci nosniku. Zaroven jsme zkoumali vliv
rozliSeni, stejné tak zvySeni a sniZzeni hodnoty Setpoint, ale i vliv rychlosti méteni. Prvni méfeni jsme
provedli s doporu¢enymi hodnotami. Na ziskaném snimku bylo mozZné pozorovat, ze je zde patrna
polystyrenova nanocastice, zaroven vsak nema ostré hrany, kvalita snimku tak nebyla dostate¢na.
Zvys$enim hodnoty rozliseni Pixels nedoslo k vyraznému zlep$eni snimku, naopak doslo k prodlouzeni
¢asu méfeni, proto jsme se pro tuto metodu rozhodli pouzivat pfednastavenou hodnotu rozliseni
256x256. Snizovanim rychlosti méteni doslo ke zlepSeni kvality snimku, hrot nosniku mél vice ¢asu
se zdrzet na jednom bodé¢ a dikladné ho prozkoumat, tedy se danému bodu pfizplsobit. Zaroven velké
snizovani rychlosti neudélalo s vyslednym snimkem téchto ¢astic vyrazny rozdil. Proto jsme se rozhodli
nepouzivat napf. snizeni rychlosti o 68 %, protoze ¢im delsi dobu je hrot nosniku v kontaktu se vzorkem,
tim spiSe mize dojit k jeho poniceni. ZvySenim sily plisobici na vzorek jsme docilili lep$iho zobrazeni
povrchu nanocastice, nebylo vSak dobré piili§ velké zvyseni Setpoint, protoZze by mohlo dojit ke zni¢eni
hrotu a zaroven nedoslo k velkému rozdilu v kvalité vysledného snimku mezi zvySenim 0 3,3 a 9,3 %
oproti ptvodni hodnoté. Pro dal$i méfeni metodou kvantitativniho zobrazovani jsme zjistili,
7e je vét§inou vyhodna kombinace zvySeni hodnoty Setpoint a sniZeni rychlosti méfeni. V posledni fadé
jsme proméfili snimky se snizenim hodnoty Setpoint a bylo mozné pozorovat, ze doslo k rozostieni
sledovanych polystyrenovych nanocastic.

Bezkontaktni metoda slouzila pro ziskani topografického snimku polystyrenovych nanocastic.
Pfi tomto typu méfeni osciloval hrot nad vzorkem, a proto nedochazelo k jeho poniceni. Zde jsme
sledovali, jak vysledny snimek miZzeme ovlivnit snizovanim rychlosti méfeni. Snizovanim rychlosti
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méfeni doslo k lep§imu pfizpisobeni a lepS§imu zaznamenani povrchu vzorku polystyrenovych
nanocastiC. Zaroven jsme pozorovali vliv relativni hodnoty Setpoint, kdy pfi prvnim méfeni byl nastaven
na 75 % a po proméieni relativni hodnoty Setpoint 70 a 80 % bylo zjisténo, ze v bezkontaktni metodé
je spiSe vhodné sniZovat relativni hodnotu Setpoint, protoze dojde ke zlepSeni kvality ziskaného snimku.

Kvantitativnim rezimem zobrazovani jsme snimali povrch PVA {6lif a zaroven jsme méfili velikost
jejich port. Pro tento experiment byly pouzity folie vzniklé chemickym a fyzikalnim zesiténim. Prvnim
chemicky zesiténym vzorkem byla folie, ktera byla pfipravena zesiténim polyvinylalkoholu, chitosanu
a 0,15M NaCl, kdy vysledna velikost pora byla v rozmezi 3 az 5 um. Byla také ptipravena folie vznikla
smichanim pouze polyvinylalkoholu a epichlorhydrinu s chitosanem, velikost port této folie byla
2,5 £ 0,3 um. Dalsi chemicky zesit'ované folie byly pfipraveny smichanim polyvinylalkoholu, chitosanu
a ruznych koncentraci NaOH (0,5M, 1M, 2M). Bylo pozorovano, ze s rostouci koncentraci se snizuje
velikost poru. Velikost pora folie vytvorené s 0,5M NaOH byla 1,2 = 0,3 um, s 1M byla tato velikost
1,0+ 0,1 pm a posledni folie vytvorena s pridavkem 2M NaOH méla pory o velikosti 0,2 + 0,05 pm.
Fyzikalnim zesiténim vznikla folie, kterd meéla velikost porit od par mikrometrti az po nékolik desitek
mikrometri, jelikoZ mrazenim doslo k potrhani port vlivem vody.

Pro méfeni porozity agarosového gelu jsme zvolili rezim kvantitativniho zobrazovani (QI™
Advanced Imaging). Sledovali jsme zavislost porozity tohoto gelu na koncentraci. Ze ziskanych snimku
je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci agarosy dochazi ke zmensovani velikosti pora.
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8 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

8.1 Seznam zkratek

AFM
PFM

fps

DNA
Semi-IPN
IPN
HEPES
SEM
PEG
PEG-DA
GelMA
PVA

mikroskopie atomarni sil (Atomic Force Microscopy)
piezoelektricka silova mikroskopie (Piezoelectric Force Microscopy)
obraz za vtefinu (frames per second)

deoxyribonukleova kyselina

polo-prostoupena sit’ (Semi-Interpenetrating Polymer Network)
prostoupena sit’ (Interpenetrating Polymer Network)
4-hydroxy-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina
skenovaci elektronova mikroskopie

polyethylenglykol

diakrylat polyethylenglukolu

zelatinovy methakrylat

polyvinylalkohol

8.2 Seznam symboli

DO m Q ™

Myoda
mgel
MG

Mve

pomérné prodlouzeni [-]

te¢né napéti [Pa]

Youngtiv modul pruznosti [Pa]
kontaktni thel [°]

hmotnost vody [g]

hmotnost gelu [g]

hmotnost nabobtnaného gelu [g]
hmotnost vysuseného gelu [Q]
sila [N]

konstanta tuhosti [N-m™]
vzdalenost [m]
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9 PRILOHY

Obrazek 44 - Umisteni drzdaku nosniku do podstavce pro vymeénu.
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Obrazek 46 - Umisténi drzaku do hlavice mikroskopu atomdarnich sil (AFM).
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Obrazek 47 - Umisténi vzorku do svorek.

Obrazek 48 - Umisteni hlavice mikroskopu atomarnich sil (AFM) nad vzorek.
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+ Experiment Settings

sample Height [~

—) -
= Adbesion Low Medium  High
) .
. = P
a0
=l

Setup Experiment

Click through the list on the left panel of the software to set up your
system for measurements

The Information In this panel wil offer instructions for each step
Most steps will ba confirmed by a green tick mark when successful

Steps can be skipped if they are not required or already setup
reviously

Obrazek 50 - Hlavice mikroskopu atomarnich sil umisténa nad vzorkem a nosnik priblizen k povrchu vzorku,

sviti modra kontrolka priblizeno (Approached).
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Slopa Fit 1
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Obrazek 51 - Nastaveni méreni (stridava kontaktni metoda, QI™ Advanced
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Obrazek 52 - Nastaveni hodnoty Setpoint pro bezkontaktni rezim (AC Mode Imaging) [2].
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