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Anotace

Bornovd, S. Mikroskopie atomdrnich sil v biologii. Hradec Kralové, 2022.
Bakalarska prace na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové.
Vedouci bakalarské prace RNDr. Daniel Jezbera. 58 s.

Cilem této bakalarské prace je vyzkouset vyuZiti AFM pro méreni v biologii
a prozkoumat nékolik vybranych biologickych tkani. DalSim cilem je také
popsat a porovnat tento mikroskop s jinymi mikroskopy, které jsou uvedeny
v teoretické Casti. Teoreticka Cast se zabyva nejprve jinym typy pribliZovacich
pristroju od lupy pies opticky a elektronovy mikroskop az k mikroskoptim se
skenujici sondou, mezi néZ AFM patii. Poté se tato ¢ast zaméruje piimo na
AFM, kde se nejprve zabyvam kratkym popisem tohoto mikroskopu a nasledné
i dvéma jeho moZnymi pracovnimi rezimy. Posledni ¢asti teorie jsou biologické
tkané, které jsou méreny Compact AFM v praktické casti, se svym kratkym
popisem. Praktickd ¢ast zaznamenava provedena méreni spolu se ziskanymi
vyslednymi obrazky.
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The aim of this bachelor thesis is to test the use of AFM for measurement in
biology and to examine several selected biological tissues. Another aim is also
to describe and compare this microscope with other microscopes, which are
listed in the theoretical part. The theoretical part first deals with other types
of approach instruments, from a magnifying glass, an optical and electron
microscope to microscopes with a scanning probe, among which the AFM
belongs. Then this part focuses directly on the AFM, where I first deal with a
brief description of this microscope and then its two possible operating modes.
The last part of the theoretical section are biological tissues, which are
measured by Compact AFM in the practical part, with its brief description. The
practical part records the measurements taken together with the resulting
images.
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Atomic force microscope, Scanning probe microscopy, topography, static
force mode, dynamic force mode



1 Uvod

V dnesni dobé je ve svété k dispozici rada riiznych mikroskopt, jejichZ
principy i metody méfeni se znacné lisi. Tato bakalai'ska prace je zaméiena
na mikroskop atomarnich sil (AFM) a jeho vyuziti pro zkoumani biologickych
tkani. Tento typ mikroskopu spada do skupiny mikroskopti se skenujici
sondou, coZ jsou mikroskopy vyuZivajici k méreni hroty, diky nimz dokazi
zobrazit a zmérit udaje, které bézné svételné nebo elektronové mikroskopy
nezobrazi.

Prace je rozdélena na teoretickou a praktickou ¢ast, pricemz teoreticka
cast se nejprve zabyva jinymi typy mikroskopt, které se od AFM lisi. Prvnim
pribliZzovaci pristrojem, ktery je kratce zminény v teoretické casti, je lupa a
hned po ni nasleduje kratky popis optického mikroskopu spolu s obrazkem a
vysvétlenim priichodu svételnych paprski, které vyuziva ke zvétSeni obrazu
zkoumanych predmétd.

Poté nasleduje elektronovy mikroskop, u néhoz je rovnéz vysvétlen
princip jeho ¢innosti spolu s kratkym popisem jeho ¢asti a zptisobem
prichodu elektronovych paprskd.

Daéle se teoreticka ¢ast prace zaméruje na skupinu mikroskopti se skenujici
sondou, k niz, jak uz bylo zminéno patti i AFM. Tato skupina je v prvni c¢asti
nejprve rozebirana a popisovana obecné jako celek. Po tomto vSeobecném
popisu se prace zaméruje na nékolik konkrétnich mikroskopii, které k této
skupiné také patii. Jedna se o skenovaci tunelovou mikroskopii, mikroskopii
elektrostaticky sil, magnetické sily, mikroskopii v blizkém poli, reZim pulsni
sily a mikroskopii modulace sily.

Pak uZ nasleduje kapitola zamérena cisté na mikroskop AFM, v niZ je
zahrnut popis tohoto mikroskopu i princip jeho Cinnosti. Také je zde
pojednavano o dvou jeho pracovnich reZimech, kterymi jsou kontaktni rezim
a poklepovy rezim.

Posledni usek teoretické Casti se zaméruje na konkrétni biologické tkané
(vlas, fasa, lidska krev a musi oko), které byly pouZity pro méreni v praktické
Casti, a které jsou zde kratce popsany vcetné popisu jejich pripravy pro
méreni.

Prakticka ¢ast jiz shrnuje vysledky méreni zminénych biologickych tkani,
Kk nimZ je zde prifazeno mnoho obrazk, které vznikly pii méreni, a to nejen
v 2D, aleiv 3D provedeni.

Cilem této bakalarské prace je experimentalné prozkoumat vybrané
biologické tkané pod mikroskopem AFM, konkrétné pod mikroskopem
Compact AFM od spolecnosti PHYWE Systeme GmbH a také tento mikroskop
popsat i v porovnani s jinymi historicky starSimi pribliZovacimi pristroji,
které jsou uvedeny v teoretické ¢asti.
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2 Teoreticka cast

2.1 Lupa

Nejjednodussim optickym zatizenim je lupa neboli zvétSovaci sklo, které
umoznuje clovéku l1épe rozeznat malé predméty i s jejich detaily, které bychom
pti pozorovani pouhym okem vidét viibec nemuseli [1].

Cely princip lupy spociva vjeji schopnosti vytvaret zvétSené obrazy
predmétd, ¢imz umeéle zvétSuje i zorny thel, pod nimz na predméty hledime.
Lupu je mozZné vytvorit jiZz pomoci jedné dvojvypuklé sklenéné cocky.
Povrchové plochy dvojvypuklé coCky jsou kulovité, vypuklé plochy. Takto
zakrivené plochy sklenéné ¢ocCky zptisobuji, Ze rozbihavé paprsky svétla, které
vychazeji zjednotlivych bodl predmétu, se po vstupu do cocky opét
soustred’uji a vytvareji obraz v némz jsou krajni body predmétu vzdalenéjsi,
nez byly plivodné a obraz ma tak vétsi rozmér. JelikoZ jsou rozméry obrazu
vytvorené ¢ockou lupy vétsi nez rozméry pivodniho predmeétu, je i zorny dhel,
pod kterym obraz sledujeme, vétsi, coZ nam umoznuje pozorovat na predmétu
mnohem vice podrobnosti [2].

2.2 Opticky mikroskop

Pri pouZziti optického mikroskopu je mozné pozorovat predméty o velikosti
az 0,2 pm, jejichZ obraz bude mit pak velikost 0,02 cm. Mensi predméty vsak
optickym mikroskopem sledovat nelze. Toto omezeni nespociva v poCtu ani
kvalité cocek, ale v samotné podstaté svétla [2].

Tento typ mikroskopu, jinak také nazyvany svételny mikroskop, vyuziva
k zobrazovani zkoumanych predmétli elektromagnetické vinéni v oblasti
blizké viditelné oblasti svétla a také pifimo v ni, ale jeho rozliSovaci schopnost
je znatné omezena difrak¢nim limitem pouzitého svétla, ktery odpovida asi
poloviné jeho vinové délky [3].

Opticky mikroskop se sklada ze tii cocek, diky kterym dokaze zvétSovat
pozorované predméty mnohem lépe neZ lupa [2].

Prvni cocka, kterda se nazyva kondenzor, se nachazi pod pozorovanym
predmétem, kde kondensuje (soustfed’uje) paprsky svétla vychazejici ze
svételného zdroje v silny soustredény svazek, ktery usmériuje na pozorovany
predmét, ¢imz ho kompletné osvétluje. Druhou cockou je objektiv, ktery se
nachdazi prfimo nad pozorovanym predmétem, jehoZ obraz zvétSuje padesat
krat az sto krat. Treti a posledni cockou je okular (projek¢ni ¢ocka), ktery se
nachazi nad objektivem. Tato projekéni Cocka zvétSuje obraz vytvareny
objektivem, a to dvaceti nasobné [2].



Obrazek 2.2. Chod paprski v optickém mikroskopu [2]
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2.2.1Popis Optického mikroskopu

Samotny mikroskop se pak skldda z riznych ¢asti, které je mozné vidét na
obrazku ¢islo 2.2.1., kde je zobrazen béZzny mikroskop z 20. stoleti. Pismeno A
zde na obrazku predstavuje sloup, ktery spojuje dohromady nohu s ostruhou.
Tento sloup byva zpravidla zakonceny kloubem, na ktery upozoriiuje pismeno
S, a diky némuz je moZné mikroskop sklapét az o 90°. Stolek oznaceny
pismenem K se nachazi nad mistem, kde je kloub upevnén a slouZi jako misto
pro kladeni pozorovanych predméti. Tyto predméty jsou pak osvétlovany
zrcatkem s oznaCenim R, které je umisténo v potiebné vzdalenosti pod
stolkem. Svazky paprski odrazejicich se na zrcatku je mozné regulovat clonou
(pismeno N). Clona je také, stejné jako zrcatko, umisténa pod stolkem. Nad
kloubem mikroskopu na obrazku se pod pismenem B nachazi nosic¢ tubusu, ve
kterém je umisténo Sroubové zarizeni pro hruby posun oznacené pismenem D
a mikrometricky Sroub pro jemny pohyb tubusu oznaceny pismenem C.
Pismeno G zde oznacuje kovovou trubici neboli tubus, do kterého se shora
volné vklada okular a zespodu poté Sroubuje objektiv [4].

Obrazek 2.2.1 Rez Optickym mikroskopem [4]
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2.3 Elektronovy mikroskop

Elektronové mikroskopy jsou elektronové optické pristroje, které slouzi
ke zvétSovani velmi malych predméti a vytvareni jejich nékolikandasobné
vétsich obrazi. Pro vytvareni téchto obrazi se v elektronovych mikroskopech
pouzivaji elektronové paprsky a Cocky, ¢imZz se tyto mikroskopy lisi od
predchoziho uvedeného, u néhoz se vyuZzivaly paprsky svételné [5]. Misto
optickych cocek, které byly pro svételné mikroskopy nezbytné, se u
elektronovych mikroskopii pouZivaji magneticka nebo elektricka pole riiznych
tvari [6].

Elektronové mikroskopy na rozdil od svételnych nejsou omezeny ohybem
svétla, jehoz vinova délka je v rozmezi 380-740 nm, a maji tedy i mnohem lepsi
rozliSovaci schopnosti, které jim umoznuji zobrazit i télesa s velmi malymi
rozmeéry, jako jsou naptiklad bakterie nebo viry. Elektronové paprsky maji pak
vinovou délku 100 tisickrat mensi, neZ je vinova délka paprski svétla, coz je
dano energif zrychleni elektronti (fyzikalni omezeni neni) [5].

Transmisni elektronovy mikroskop se svou stavbou velice podoba
optickému mikroskopu. Jeho zobrazovaci soustava se sklada ze dvou casti,
z nichZ prvni je kondenzor, ktery byva zpravidla dvoustupniovy a jehoz hlavni
funkci je soustired’ ovat elektronové paprsky na zkoumany vzorek a zajistovat
tak jeho stalé, intenzivni a stejnorodé ozarovani. Dilezité ptitom je, aby
promitané krizisté elektronovych trysek bylo vroviné se zkoumanym
vzorkem, coZ urcuje uhlova apertura. Nejvétsi uhlova apertura je v ohnisku
kondenzoru a v zavislosti na zménach zaostreni se méni i ona. Jeji maximalni
hodnota je ale omezena clonami kondenzoru, které jsou na obou ¢ockach,
priCemz na prvni je clona vestavéna a na druhé vyménna [3].

Pokud je thlova apertura prili§ mala, dochazi ke sniZeni chromatické vady
Cocek, ale kondenzor snimajici obraz se rozostfuje a intenzita svazku
elektronovych paprskii klesa. Pouzivat maximalni intenzitu elektronového
svazku a zaostfovat kondenzor je tedy mozné pouze pti vyhledavani obrazu.
Elektronova tryska a kondenzor spolu dohromady tvori ozarovaci c¢ast
zobrazovaci soustavy transmisniho elektronového mikroskopu [3].

Druhou casti zobrazovaci soustavy, do niZ spada i prostor preparatu
s drzakem vzorku, projektiv, luminiscenc¢ni stinitko a nékdy i kamera slouZzici
k zaznamenavani obrazu, je objektiv, ktery vytvari obraz zkoumaného vzorku
a je umistén vjeho tésné blizkosti. Objektiv byva tvofen pouze jednou
elektromagnetickou €oCkou a vytvari pouze zakladni obraz preparatu, ale
projektiv miiZe byt tvofen i ¢tyfmi takovymi cockami. Projektiv promita obraz,
ktery vytvoril objektiv na stinitko, ptricemz primér zobrazovaciho svazku
elektronii je opét omezen systémem clonek. Objektiv je nejsilnéjsi cockou
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elektronového mikroskopu, a to diky tomu, Ze ma nejkrat$i ohniskovou
vzdalenost [3].

Zatimco u svételného mikroskopu je obraz zkoumaného predmétu mozné
vidét primo okem, u elektronového mikroskopu, ktery prenasi informace o
obrazu predmétu pomoci svazku urychlenych elektront, tomu tak neni. Obraz
predmétu v elektronovém mikroskopu je tedy nutné sledovat pres stinitko,
které byva na dné tubusu a jehoZ povrch je pokryt luminoforem, coz je latka
schopnd, na zakladé mnozZstvi dopadajicich elektronii a energie, emitovat

svétlo témér stejné vinové délky a riizné intenzity [3].

Cely opticky systém mikroskopu se tedy nachazi vkovové, vakuové
uzaviené roure, ktera se nazyva tubus. Elektronova tryska se nachazi v horni
Casti tubusu a kondenzor se stinitkem v dolni [5].

Tento typ mikroskopli nesmi mit pfili§ velkou absorpci elektronti, aby
nedoslo ke zni¢eni pozorovaného predmétu, a tedy i znemoZnéni pozorovani.
Elektrony tedy museji predmétem prochazet témér bez absorpce a museji byt
rozmistény rizné husté podle odliSnych podrobnosti predmétu, aby méla
rizna mista jinou jasnost a obraz na fluorescenc¢nim stinitku byl tedy viditelny

[6].
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Obrazek 2.3.1. Vlevo drivéjsi a vpravo soucasna konstrukce
elektronového mikroskopu [3]

svazek
elektrond

Py

pitm(
vzorek prostor

Fourierova
transformace

tocka objektivu ﬁ
difrakéni  reciproky
obrazec prostor

zadni ohniskova rovina
e

~

objektivova clona

Obrazek 2.3.2. Chod paprski v transmisnim elektronovém
mikroskopu [3]
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2.4 Mikroskopie skenujici sondou

Mikroskopie skenujici sondou je pojem souhrnné oznacujici mikroskopické
techniky vyuzivajici pro uskutecnéni méreni pohyb sondy (oznacovana i jako
hrot), a to ve vzdalenosti do 100 nm. Tato vzdalenost se obecné nazyva oblast
blizkého pole. JelikoZ méteni probihd ve velmi malé vzdalenosti, ziskavame
pouze lokalni informace o povrchu vzorku, ale schopnost rozliSeni je
mnohonasobné vétsi nez u svételného mikroskopu, ktery je omezen difrakci
svétla. Abychom ziskaly kompletni informace o celém povrchu vzorku,
musime provadét postupna méreni na vice bodech nad povrchem vzorku [3].

Jedna se o soubor experimentalnich metod, které dokaZzi pomoci skenovaci
sondy mérit parametry v X, y (horizontdlni plocha), z (vertikalni
vyska) soutadnicich a vytvaret trojrozmérné obrazy povrchi vzorkil
s atomarnim rozliSenim. Tyto metody se obecné oznacuji zkratkou SPM
(Scanning Probe Microscopy) [7].

SPM se skladaji ze dvou zakladnich ¢asti - z elektronické a mechanické Casti.
Elektronicka ¢ast SPM slouZi k napajeni a ovladani celého systému, u néhoz
zajisSt'uje i vzajemnou soucinnost jednotlivych ¢asti. Navic umozinuje sbér dat,
které jsou ziskany mérenim, z néhoz zasila i zpétnou vazbu. Mechanicka ¢ast
pak umoziiuje ménit polohu sondy v osach x, y, z. Tato ¢ast zaroven zajist'uje i
stabilitu celého SPM, k CemuZ vyuZiva své vnéjsi casti, které slouzi k utlumeni
mechanickych vibraci, k jejichZ prenosu miiZze dochazet i na dalku vzduchem.
SPM mikroskopy mohou byt vybaveny i dalSimi ¢astmi (napft. kryostatem),
které jsou pridavany podle toho, o jaky konkrétni mikroskop z této skupiny

SPM jde [7].

I kdyZ se mikroskopy, které spadaji do mikroskopie skenujici sondou,
nékterymi svymi ¢astmi od sebe odlisuji, maji i mnoho spole¢nych vlastnosti.
Piikladem miiZe byt mira jejich rozliSeni, které mliZze dosahovat az atomarni
urovné a jehoZ hodnota je zavisla pouze na parametrech dané sondy, pricemz
neni nijak zavisla na vinové délce predmétu, ktery umoziiuje vzajemnou
interakci. Zobrazeni u SPM metod, na rozdil od predchozich uvedenych
difrakénich metod, je pfimé a ne prevracené [7].

Schopnost rozliSeni pri skenovani v roviné neboli po povrchu vzorku a
kolmo k nému po z ose se u téchto metod vyrazné lisi. V pripadé, kdy se sonda
pohybuje v roviné s povrchem méreného vzorku je rozliSeni ur¢ovano hlavné
méricimi rozestupy a velikosti samotné sondy. Pokud se vSak sonda pohybuje
po zose, tedy kolmo k povrchu vzorku, je rozliSeni zavislé predevSim na
mechanické stabilité mikroskopu a charakteru interakce sondy se vzorkem

[3].
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Dalsi vlastnosti, kterou maji tyto mikroskopy spole¢nou je vyuZivani zpétné
vazby k polohovani sondy neboli metodu blizkého pole, u néhoz s rostouci
vzdalenosti klesa hodnota mérené velic¢iny. Obraz vznikajici v realném Case je
trojrozmérny, ¢ehoZ je mozné vyuzit pii studiu dynamickych procesti [7].

Méfeni pomoci SPM je mozZné provadét vrlznych prostiedich, jako
napriklad ve vzduchu, vodé nebo tfeba i ve vakuu. Navic mérené vzorky neni
obvykle tfeba vibec nijak upravovat, takZe je tato metoda velmi dobie
vyuzitelna pro méreni biologickych materialt [7].

SPM metody neslouzi pouze kzobrazovani povrchu vzorku. DalSimi
moznostmi, které SPM metody nabizeji je i zjiStovani mechanickych a
elektrickych vlastnosti povrchu méreného vzorku [3].

Piedchozi mikroskopy také métily a zkoumaly vétsi plochy, ale SPM metoda
umoznuje provadét lokalni méreni o velkém zvétSeni i na atomarni urovni, a
to pfimo nebo zblizka. Malé vzdalenosti mezi hroty a povrchy vzorkl vsak
mohou zplisobit vznik nezadoucich interakci, které se pak na vystupnim
obrazu méreni projevi jako artefakty. Navic pri velmi velkych zvétSeni
neziskavame obrazovou informaci o celém povrchu, ale pouze o konkrétnim
misté, které se nachazi pod Spickou hrotu [7].

Méreni pomoci metody SPM byva relativné pomalé, jelikoZz skenovany
obraz povrchu je sbirdn postupné, takze zatimco béZna méreni probihaji jen
nékolik minut, pfesnd méreni mohou probihat celé hodiny [3].

Oproti elektronovym mikroskoptim jsou tyto metody mnohem méné
energeticky naro¢né pro dané vzorky i pro celé méreni, a to hlavné diky velmi
malé vzdalenosti mezi hrotem a povrchem vzorku [3].

Spole¢nou nevyhodou SPM metod je velka citlivost na zmény teploty v okoli
a vibrace. Tyto metody dokazi snimat pouze jednu povrchovou vrstvu nebo
vrstvy ji blizké, pokud vyuzivame konkrétni specidlni metody k tomu urcené.
Dal$im problémem, ktery maji tyto metody spolecny, je, jak jiz bylo zminéno,
mozny vznik artefaktii na vystupu z méreni. Ke vzniku artefakti miuze
dochazet rliznymi zplsoby, jako napriklad, kdyz si v ramci vzajemné blizké
interakce prohodi hrot se vzorkem roli [7].

Vliv na tvorbu vystupniho obrazu miiZe mit i voda na povrchu vzorku, kvili
nizZ mize dojit ke zkresleni obrazu, a tedy i vzniku artefaktii. Pokud absorbaty
na povrchu vzorku nemaji potrebné energetické hladiny, mohou k nim byt
metody SPM necitlivé, coz miize narusit nebo zcela znemoZnit méieni. SPM
dokaze také zaznamenat i riizné zmény urcitych vlastnosti povrchu, ale tato
schopnost klesa se zvétSujici se vzdalenosti, coz miize opét vést ke zkresleni
v méreni [7].
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Dojde-li k oddaleni hrotu od povrchu méreného vzorku nebo dokonce
k jeho doCasnému vyjmuti, je velice téZké nalézt v pripadé opétovného méreni
presné stejné misto. Proto je pro tyto pripady vhodné vytvorit na povrchu
vzorku néjakou znacku, ktera miize hledani ptivodniho mista alespon trochu
usnadnit [7].

2.4.1Skenovaci tunelovaci mikroskopie

Jedna se o metodu zrady SPM, jejiZz princip je primo zaloZen na
pravdépodobnosti, s niZ skrz energetickou bariéru projde castice. JelikoZ tato
metoda, jak uZ jeji nazev napovida, je zaloZend na tunelovém jevu, ktery
popisuje kvantova fyzika a k némuz dochazi, kdyz castice (v tomto pripadé
elektron) ma nizsi energii, nez jakou ma energeticka bariéra. V prostoru mezi
vodivym povrchem vzorku a kovovym hrotem se ¢astecné prekryvaji vinové

funkce atomd, ¢imZ% se vytvari energeticka bariéra [7].

Elektron stejné jako ostatni castice je v kvantové fyzice popsan vilnovou
funkci, ktera v blizkosti bariéry pouze exponencidlné klesa, pricemZ nulové
hodnoty nedosahne ani po priichodu bariérou. Druha mocnina této funkce pak
udava pravdépodobnost vyskytu daného elektronu v prostoru a jelikoz funkce
sama nedosahuje nulové hodnoty, vznika nenulova pravdépodobnost priiniku
elektronu bariérou (vyskytu elektronu za bariérou). Pravdépodobnost
prichodu elektronu skrz bariéru exponencialné klesa s jejim rozsifovanim [7].

Tato metoda vyuziva pro méreni ostry vodivy hrot, u kterého dochazi ke
spadu napéti pri priblizeni k povrchu vzorku. Dojde-li k pribliZeni hrotu do
vzdalenosti pribliZzné 1 nm k povrchu vzorku, budou elektrony skrz tuto
vzdalenost tzv. tunelovany z hrotu k povrchu a naopak. Tunelovani vznikne
pouze tehdy, je-li hrot i povrch vzorku tvoren vodivym nebo polovodivym
materidlem a zavisi na velikosti napéti i polarité. Vysledny obraz vznika na
zakladé signalu, jehoz nositelem tunelovy proud, ktery je zavisly na velikosti
mezery mezi hrotem a povrchem vzorku [7].

Pifi méfeni musi byt mezi Spicku hrotu a povrch vzorku, po hrubém
mechanické pribliZzeni, vloZeno napéti, aby mohl prochazet tunelovy proud.
Ma-li byt tunelovy proud méritelny, musi dojit jesté i k jemnému pribliZeni,
aby se zuZila energeticka bariéra. Skenovani se provadi skokovym posuvem ve
sméru osy x, y v fadcich a pouze v jednom sméru, coZ znamena, Ze pri zpétném
pohybu méreni neprobiha [7].

Aby mohla sonda pri probihajicim meéfreni pfesné meénit svou polohu
pomoci prilozeného napéti, musi byt umisténa na piezoelektrickych
elementech, na které se vklada napéti, diky cemuz méni svij tvar [8].

Métreni pomoci skenovaci tunelové mikroskopie probiha zpravidla ve dvou
rezimech - s konstantni vySkou nebo s konstantnim proudem. Pfi reZimu

17



v

s konstantni vySkou se zjiStuje velikost tunelového proudu, pricemz
nedochazi k pohybu vzorku a snimani obrazu je tak velmi rychlé, ale méreni
samotné neni prili§ presné, protoze se pri vétSim vzdaleni hrotu od povrchu
vzorku, dostava tunelovy proud do nizkych hodnot. Sonda se tedy pohybuje ve
stale stejné horizontalni roviné nad vzorkem. Tunelovy proud poskytujici
soubor hodnot, ze kterych se utvari vysledny obraz, se méni pouze diky
lokalnim elektrickym vlastnostem povrchu a jeho topografii. Tento typ rezimu

se tedy nejcastéji pouziva u vzorki s relativné hladkymi povrchy [7].

ReZim s konstantnim proudem je zavisly na zpétné vazbé, diky nizZ si
udrZuje stale stejnou hodnotu. Oproti predchozimu reZimu je reZim
s konstantni proudem mnohem pomalejsi, ale za to presnéjsi, diky cemuz
dokaze sledovat vétsi zmény v profilu povrchu, ¢ehoz se vyuziva u vzorki
s Clenitymi povrchy. Problém tohoto rezimu, ktery ale mize byt odstranén
pridanim napriklad laserovym vnéjSim meéricem polohy, je jeho zavislost na
prevodnim vztahu ptiloZeného napéti a také zménach rozméru mezery mezi
hrotem a povrchem vzorku. Pokud sonda v ramci méreni narazi na povrchu
vzorku na zoxidované misto, které ma vyrazné jiné elektrické vlastnosti nez
zbytek povrchu nebo sonda sama, miiZe dojit poSkozeni povrchu vzorku. Pro
udrZeni konstantniho proudu musi sonda v tomto misté vyrazné klesnout,
¢imZ se znacné pribliZi povrchu vzorku a miiZe do néj i narazit [7].

Skenovaci tunelova mikroskopie, jinak také nazyvana radkovaci tunelova
mikroskopie, se v souCasné dobé nejvice vyuziva jako nastroj pro studium
polovodict a jejich vrstevnatych struktur. Tato metoda umoziiuje zkoumat
polovodice dvéma zplsoby, z nichZ prvni je planarni, kdy probiha studium
ristového povrchu a druha je profilujici, kterd pokud ma ptistup k bocni
lomové ploSe, umoZziiuje zkoumat hloubkovy profil vzorku. Bo¢ni lomovou
plochu je mozné vytvorit pouze u vzorku s vrstevnatou strukturou o tloustce
0,01 - 0,1 um a to tak, Ze ho ve vakuu zlomime podél definované osy na
podloZce priblizné tloustky 400 um. Kvalita a hladkost daného lomu pak urcuji
miru ispésnosti méreni [8].

Dal$i moZné vyuZiti této metody je v nanoinzenyrstvi, kdy diky
vzajemnému plsobeni mezi sondou a povrchem vzorku je mozné na povrchu
vytvaret presné definované struktury, a dokonce i definované prenaSet atomy

[8].
2.4.2 Mikroskopie elektrostatickych sil

Jinak znama jako EFM (Electrostatic Force Microscopy) je metoda mérenti,
ktera vyuziva pohybu nabitého hrotu nad oblastmi skladnymi nebo
zapornymi naboji, na néZ tento hrot reaguje. Tyto oblasti na povrchu vzorku
se nazyvaji domény a pomocim EFM je moZné je mapovat. Tato metoda se
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nejcastéji pouziva k méreni prostorovych zmeén hustoty nadboj, na néz je
schopna reagovat sonda, jejiZ vychylka je hustoté ndboje Umérna [7].

EFM pracuje ve dvou variantach, z nichZ prvni ma na napéti napojenou jak
sondu, tak i vzorek, diky ¢emuz mezi nimi ptisobi elektrostaticka sila ménici se
podle rozloZeni naboje a jako mérici veli¢ina zde funguje zména ohnuti
nosniku, na kterém je upevnén hrot, priCemzZ vSak nedochazi k doteku mezi
hrotem a povrchem vzorku. U druhé varianty je nabity hrot a méri se na
povrchu izolantu, na jehoZ zadni stranu je prikladano napéti, coz vede
k vytvoreni nabité vrstvy na povrchu izolantu, ktomu ale dochazi az
v ustaleném stavu, ktery se mtize vytvaret i nékolik hodin [7].

Vpraxi se tato metoda nejCastéji pouzivd pro testovani aktivnich
mikroprocesorovych ¢ipli, u nichZ je schopna mapovat elektrické i
elektrostatické pole. Diky témto vlastnostem je EFM nékdy nazyvana i jako
napét'ova sonda [7].

2.4.3 Mikroskopie magnetické sily

Tato metoda, jak jiZ vyplyvd zndzvu se pouZivd pro méreni vzorki
magnetickych materidl, u nichz dokaze prostorové zobrazit zmény
magnetické neboli Lorenzovy sily. Oznacuje se zkratkou MFM (Magnetic Force
Microscopy) a kméreni vyuzivd hrot potaZeny tenkou feromagnetickou
vrstvou. Tento hrot reaguje na zmény rezonancni frekvence, které zpiisobuje
magnetické pole vzorku v zavislosti na jeho vzdalenosti od povrchu, kterého
se béhem méreni viibec nedotyka [7].

Timto zplisobem je moZné ziskat informace nejen o topografii daného
vzorku, ale i o magnetickych vlastnostech jeho povrchu. Topografie vzorku
sonda zjiStuje v blizkosti povrchu vzorku, zatimco magnetické vlastnosti
dokaZe detekovat uz z vétsi vzdalenosti. MFM nereaguje primo na magnetizaci
daného vzorku, pouze na jeho celkovou magnetickou silu, kterd musi byt pro
hrot vzdy ptitazliva ne odpudiva [7].

2.4.4Mikroskopie v blizkém optickém poli

Jinak také SNOM (Scanning Near Field Optical Microscopy) je metoda, u niz
klicovou roli hraje stinitko s otvorem pohybujici se v tésné blizkosti nad
povrchem vzorku. Toto osvétleni je homogenni po celém povrchu vzorku [7].

Tato metoda vyuziva velmi citlivé detektory a dokaZe selektivné detekovat
zareni z malého zdroje, takze také dokaze odstinit jiné zdroje zareni v okoli.
Schopnost jeji rozliSeni ma teoreticky limit 3-5 nm a diky vysoké energii zareni
umoziuje vyvolat fotochemické i tepelné modifikace. Navic dokaze
z mikroobjemi ziskat pomoci chemické informace data pro spektroskopii [7].
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2.4.5Rezim pulsni sily

U tohoto rezimu je vyuzivano osciluji raménko kmapovani a
vyhodnocovani povrchu méreného vzorku. Stejné jako predchozi metody ma i
tato svou zkratku, ktera opét vychazi z anglického nazvu Pulsed Force Mode a
zni PFM. Kromé vyhodnocovani povrchu dokaze primo pri méreni vytvaret
topografické mapy, do nichZ zahrnuje i informace o adhezi a tvrdosti povrchu.
Sonda je zde tentokrat stiidavé v kontaktu s povrchem vzorku, ktery diky
sinusoidnim oscilacim raménka rastruje, coZ minimalizuje poSkozeni povrchu
vzorku, o kterém dostavame informace pres zpétnou vazbu [7].

Vysledny obraz méreni je skladan zjednotlivych pixell, které vznikaji
samostatné po jednom pri kazdém kontaktu hrotu a vzorku. Informace o
topografii vzorku ziskdvame mapovani napétovych zmén, které jsou
prenadseny po ose z. Tvrdost povrchu pak urcujeme z poméra vychylek hrotu
k nartstajici sile pti kontaktu s povrchem vzorku. Pro zjisténi adheze je treba
pouzit maximalni tahovou silu v kontrakci raménka v priibéhu faze [7].

2.4.6 Mikroskopie modulace sily

Neboli Force Modulation Microscopy (FMM) je typ mikroskopie, ktery
umoziuje rozsirit moznosti zobrazovani Atomic Force Microscopy (AFM), jiz
se bude podrobnéji zabyvat pristi kapitola. Kromé zjiStovani topografie
vzorku umi tato metoda charakterizovat i mechanické vlastnosti jeho povrchu

[7].

Stejné jako u predchozi zminéné metody i zde dochazi k rastrovani povrchu
vzorku sondou a pomoci zpétné vazby se podobné jako u AFM urcuje
konstantni ohyb raménka. Dalsi diilezitou vlastnosti této mikroskopie je
potieba privadét stiidavy ohybovy signal na vzorek nebo hrot, jehoz
amplituda se méni podle elastickych vlastnosti méreného vzorku [7].
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2.5 AFM

Mikroskop atomarnich sil (AFM) je typ mikroskopu, jimZ je moZné mérit
topografii vzorku, atomarni uspofadani jeho povrchu i dalsi vlastnosti, a to
v iadu nanometri. Tento mikroskop pracuje dohromady s PHYWE Nano
ovladacim softwarem, ktery zde slouzi kprovadéni, zobrazovani a
vyhodnocovani uskute¢nénych méreni [9].

Princip fungovani AFM, jehoz druhy nazev, ktery se soucasnosti pouziva je
i Scanning Force Microscope (SFM), spociva v primém mérent sil, které piisobi
mezi atomy na povrchu zkoumaného vzorku a atomy na Spicce hrotu nosniku.
Toto plisobeni probiha, pri vétsi vzdalenosti hrotu od vzorku, v oblasti
pritazlivych sil. Naopak pfti blizSim piibliZeni hrotu a vzorku, probiha toto
méreni v oblasti odpudivych sil [8].

Princip AFM je tedy velice podobny STM (Skenovaci tunelové mikroskopii).
Je zde opét velmi ostry hrot, ktery se pohybuje nad povrchem méreného
vzorku, nebo je s nim v pfimém kontaktu. Tento hrot je umistény na nosniku,
coZ je vlastné pruzny pasek, ktery svym ohybanim nahoru a dol{i, umoznuje
meérit topografii vzorku. Na rozdil od STM mikroskopt, dokaZe AFM vytvaret
lepsi predstavu o topografii vzorku, protoZe charaktery sil ohybajicich nosnik
umoznuji AFM mapovat stavy nad Fermiho energii [3].

Dal$im rozdilem mezi AFM a STM je ten, Ze STM je miiZe pracovat pouze se
vzorky s vodivymi povrchy, AFM dokaZe analyzovat i povrchy izola¢nich
materialli. STM ani AFM ale k zaostfovani nevyuzivaji optické prvky, povrch
vzorku zde snima pouze maly ostry hrot nosniku [9].

Pokud je hrot nosniku vzdalen od povrchu vzorku, ohybaji ho zpravidla van
der Waalsovy sily. V pripadé, Ze se Spicka hrotu nosniku dotyka povrchu
vzorkuy, jsou tyto sily nahrazeny repulzivnimi silami, které vznikaji na zakladé
Pauliho principu. Kromé téchto sil zde mohou piisobit ale i dalsi sily, kterymi
jsou adhezivni, treci, deformacni, elektrostaticka, magneticka, vazebna nebo i
kapilarni sila. Kapilarni sila se v pribéhu méreni projevuje Casto velmi
zvlastné a miize tak znacné ztiZit méreni nebo dokonce zplisobit vznik
artefaktli. V priibéhu méreni vytvari signal vzdy jen jedna sila a zbylé sily pak
v méfeni zplisobuji pouze Sumy [3].

Jak uz vyplyva z nazvu je AFM mikroskopii silovou, ktera ale vyuZiva pro
urcovani sil metodu zpétné vazby, takZe urcovani sil zde neni primé. Pokud by
u AFM nebyla vyuzivana zpétnd vazba, kterd umoZnuje mapovat razné
ekviplochy nebo i celou topografii, muselo by se neustale provadét kalibrovani
nosniku, ¢imZ by se méreni znacné prodlouzilo [3].
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Mikroskop atomarnich sil se sklada zrtznych Casti, z nichz kazda plni
dtleZitou ulohu pti méteni. Pro izolaci rusivych vibraci z okoli pti méreni se
pouziva granitovy stiil (1), ktery tyto vibrace eliminuje pomoci své hmotnosti
a dale pak gumové nozic¢ky (2) tlumici mechanicky prendSené vibrace, které
stolek podpiraji [9].

Ke zméné polohy stolku, na ktery se pokladaji vzorky se pouZivaji
polohovaci Srouby (3). Tyto dva Srouby umoZznuji mechanicky pohyb stolku se
vzorkem po piimych osach vodorovné i svisle [9].

Pod stolem (1) je také umisténa elektronika ridici AFM, ktera je chranéna a
odstinéna pomoci ¢erného kovového krytu (4), na némz je napajeci LED svétlo
(5). V pripadg, Ze je systém zapnuty, sviti toto LED svétlo modre [9].

Skenovaci hlavu obklopuje oranzovy kovovy kryt skenovaci hlavy (6), ktery
zaroven funguje i jako Stit skeneru. Jeho horni c¢ast se nazyva kryt snimaci
hlavy (7), protoZe je pod nim namontovana snimaci hlava, kterou chrani. Tuto
horni ¢ast, ktera obsahuje i bo¢ni ¢ocku (9) umoZnujici pozorovat vzdalenost
mezi hrotem a mérenym vzorkem béhem pribliZzeni (bo¢ni kamerou nebo i
okem), je mozné preklapét, ¢imz se otevira pristup jak ke skenovaci hlavé, tak
i ke stolku se vzorkem. Obé tyto Casti, které obklopuji vySe popsané kryty
k sobé pii méreni uzamyka zamykaci rukojet (8), bez niZ by méfeni ani nebylo
mozné provadét [9].

V predu chrani méreny vzorek pred proudénim vzduchu a v malé mire i
akustickym rusenim skenovaci stit (10), ktery je tvofen kovem a plexisklem

[9].

Na druhém obrazku, na kterém je zobrazena zadni ¢ast mikroskopu
atomarnich sil, je 1épe pozorovatelna zamykaci rukojet’ (8) a zadni ¢ast ridici
elektroniky AFM, na niZ je mozné vidét vedle sebe napdjeci tlacitko (11)
slouZici k vypnuti a zapnuti mikroskopu. Dale pak napajeci konektor (12), do
néhoZ je mozZné pripojit napdajeci zdroj. Mini USB konektor (13) slouZzi
k pripojeni AFM ke stolnimu pocitaci nebo notebooku. Poslednim nepopsanym
bodem na tomto obrazku je uzemnovaci konektor (14), diky kterému je mozné
elektricky uzemnit systém AFM [9].

Za skenovacim Stitem (10) se nachazi polohovaci stiil (15) na vzorky, ktery
se pohybuje po vodorovnych osach X a svislych osach Y pomoci polohovacich
Sroubii (3). Zménami poloh tohoto stolku je mozné umistit vzorek pod konzolu
a také vybrat oblasti zajmu pro mérenti [9].

Piimo nad polohovacim stolem (15) se nachazi skenovaci hlava (16), ktera
v sobé obsahuje vSechny mechanické a elektronické soucasti potiebné nejen
pro skenovani, ale i detekci vychyleni konzoly (18). V predni c¢asti této hlavy je
priblizovaci faze (17), coZ je motorizovana ¢ast snimaci hlavy umoZiujici
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dostat konzolu (18) do kontaktu se vzorkem. Ke stabilnimu a opakovatelnému
umisténi snimaci hlavy na vzorek se pouZzivaji tfi tzv. nozi¢ky skenovaci hlavy

(19) [9].

23



Obrazek 2.5.1 Pohled na predni ¢ast AFM [9]

Obrazek 2.5.2 Pohled na zadni ¢ast AFM [9]
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Obrazek 2.5.2. Pohled na vnitini ¢ast AFM [9]

Control
electronics

J

Yy,

Obrézek 1.5.4. Systém AFM [9]
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2.5.1 Kontaktni rezim

Kontaktni neboli dotykovy rezim méreni miize probihat pouze, kdyZ mezi
Spickou hrotu konzoly a povrchem vzorku ptlisobi odpudivé sily. Tyto
odpudivé sily vznikaji ve chvili, kdy je Spicka hrotu konzoly dostate¢né blizko
povrchu vzorku. Mira odpudivé sily, ktera se snazi ohnout nosnik od povrchu
vzorku se zjiStuje z velikosti ohnuti nosniku, ke kterému dochazi, kdyz je
tuhost nosniku mensi nez tuhost drzici pohromadé atomy ve vzorku (obr.
2.5.4.). Pri velkém ohybu nosniku bude tato zavislost nelinearni a pokud bude
tuhost nosniku vétsi nez tuhost drzici pohromadé atomy ve vzorku, dojde
k poskozeni méreného vzorku [3].

Méreni v kontaktnim rezimu mizeme provadét tfremi moznymi zpiisoby,
z nichZ prvni je rezim s konstantni vysSkou. U rezimu s konstantni vyskou je
méfeno ohnuti nosniku, pricemZ poloha zakladny nosniku je udrZovana
v konstantni vy3ce. Casové frekvence jsou zde mensi neZ rezonanéni frekvence
nosniku. Mira stability polohy nosniku a jeho kalibrace urcuji u tohoto méreni
presnost [3].

Druhym zpisobem je rezim skonstantni silou, jehoZ princip spociva
v udrzovani stale stejného ohnuti nosniku. Kromé skenovaciho pohybu se zde
pouziva i posun hrotu (pripadné vzorku) po ose z. Toto méreni je oproti
predchozimu uvedenému vyrazné pomalejsi, jelikoZ pohybu po vzorku je zde
zavisly na odezvé, kterou ziskava ze zpétné vazby. Navic zde miiZe dojit ke
vzniku chybového signalu snenulovou hodnotou, pokud zpétna vazba
nedokaZe stihat vyssi Casové frekvence. I pres tyto nedostatky se rezim
s konstantni silou pouZziva Castéji nez rezim s konstantni vyskou. Dlivodem
Castéjstho pouzivani je, Ze u tohoto rezimu neni prohnuti nosniku zavislé na
kapilarnich silach plisobicich rovnomérné na celé skenovaci ploSe ani na
pruznosti daného nosniku. Rezim s konstantni silou je dobre vyuzitelny napf.
u biologickych vzorkd, u jejichZ zkoumani je ustalend hodnota ptisobici sily
nutna. Presnost méreni pak zavisi na vlastnostech zpétné vazby a kalibraci [3].

Treti a posledni mozZnosti je pouzit kombinovany rezim, u néhoZz se zpétna
vazba vyuzivd pouze Kkvyrovnavani vysSek, které maji nizkou frekvenci,
zatimco ostatni potfebné informace jsou ziskavany z ohybu nosniku. Tento
rezim je sice rychlejsinez rezim s konstantni silou, ale i tak se vyuziva jen velmi
malo, a to i kviili jeho vétSimu rozsahu nez u rezimu konstantni vysky [3].

Méreni v kontaktnim reZimu je zahajeno pribliZzovanim hrotu konzoly
k povrchu méreného vzorku, pricemz na tento hrot zpocatku zadna sila
nepusobi, postupné se ale zacnou objevovat pritazlivé sily, které se projevi
v mirném ohnuti nosniku. Pfi dal$im priblizovani nosniku dochazi k ristu
gradientu sil, jehoZ hodnota vjednu chvili prekro¢i tuhost nosniku, coz
zplisobi znacnou nestabilitu a nosnik se tak velmi rychle dostane (ptiskoci) do
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oblasti odpudivych sil na povrchu méreného vzorku. Dal§im pribliZovani nebo
naopak oddalovanim nosniku dochazi pouze knartistu nebo poklesu
odpudivych sil. V pripadé, kdy nosnik opét vzdalime od povrchu vzorku do
bodu, kde jsou si hodnoty gradientu sil a tuhosti nosniku rovny, dojde opét ke
vzniku nestability a nosnik odsko¢i pry¢ od povrchu vzorku [3].

Obraz topografie vzorku se prenasi pomoci signalu, ktery se zjistuje
z prihybu nosniku, jez se prohyba bud’ smérem nahoru nebo smérem dolf.
K tomuto prohnuti ale nedochazi pouze vlivem topografie. Prohnuti nosniku
miiZe zplsobit i zména rychlosti pti pohybu nosniku ve sméru podélné osy,
coZ na obrazu vytvori artefakt, protoZe toto prohnuti zpisobené zménou
rychlosti bude zaménéno za prohnuti vzniklé zménou vysky na povrchu
vzorku. Artefakty obvykle vznikaji na okrajich skenovaného pole a pokud se
bude sonda pohybovat dopiedu a zpét, zacnou byt vzajemné inverzni. Aby
nedochazelo ke vzniku artefaktli, muselo by byt skenovani provadéno pod
uhlem 90°, coz ale riznoroda topografie vzorku nemusi vZdy umoznit [3].

Ohyby nosniku, které zkresluji méreni mohou vznikat i vlivem dalSich sil,
které plsobi podél povrchu vzorku a pokud skenovani probiha
vrovnobéZném sméru snosnikem, mohou byt tyto zmény ohybu opét
zaménény se zménami zplsobenymi topografii vzorku, ¢imZ vzniknou dalsi
artefakty v obrazu méreni. Artefakty vznikaji i v pripadé, kdy topografické
rysy povrchu vzorku obsahuji hrany, u nichz dochazi k pridavnym
mechanickym zkrutiim nosniku [3].

U méreni, které probiha v kapalném prostredi, vznikaji artefakty vlivem
viskézniho treni, které zplisobuje pohyb nosniku. Toto treni je zavislé na
sméru pohybu nosniku a jeho velikost zase urCuje viskozita pouzité kapaliny

[3].

V kontaktnim reZimu se jako chybovy signal pro Z-regulator pouziva
staticka vychylka konzoly, jejiZ poZadovana hodnota se v jednotkach newton
vypocita jako soucin konstanty a prihybu pruziny pouZzité konzoly. Nastavena
hodnota sily by méla byt, pokud moZno co nejmensi, aby se co nejvice snizilo
opotrebeni hrotu i vzorku [9].

Pokud nastane néjaké nehoda, diky které ztrati na okamZik hrot
kontakt se vzorkem, objevi pii méreni adhezivni sila, kterA ma opacnou
hodnotu oproti poZadované. V takové pripadé na situaci zareaguje Z-regulator
a stahne konzolu ze vzorku, aby nedoslo ke vzniku obrazovych artefaktt, které
by narusily vysledny obraz méreni [9].
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2.5.2Poklepovy rezim

Pi{ tomto rezimu jsou zmény v dynamickém chovani konzoly detekovany
méfenim zmén v jeji amplitudé vibraci, kdyZ je buzena sinusovym signalem,
ktery ma frekvenci velmi blizkou frekvenci volné rezonance konzoly [9].

Poklepovy rezim tedy vyuziva kmitdni nosniku s amplitudou, u které
dochazi ke kratkému dotyku hrotu s povrchem méreného vzorku, ¢imz je tento
rezim schopen dosdhnout lepsiho rozliSeni v méteni nez kontaktni rezim a
zaroven nedochazi k poskozeni vzorku, ktery je v tomto pripadé mozné pouze
kontaminovat. Aby bylo dosaZeno vyssiho rozliSeni, musi se hrot nosniku
dotknout povrchu vzorku nékolikrat za sebou, nez se lateralné posune o svij
prameér, pricemZ tento posun musi byt uskuteciiovan pouze ve chvili, kdy je
hrot vzdalen od povrchu vzorku ve vysSce alespoii nékolika desetin nm, aby
nedochazelo k poskozeni vzorku [3].

Ackoli vySe popsané fungovani poklepového rezimu z ni celkem jednoduse,
ve skuteCnosti je tato metoda mnohem slozitéjsi, jelikoZ hrot zde v amplitudé
kmitd mezi oblasti ptitazlivych i oblasti odpudivych sil. Kmitani nosniku hrotu
navic nemuze byt zcela harmonické kvili rizné poddajnosti povrchu
méreného vzorku. Piesto je ale harmonicka aproximace ve vétSiné pripadii
dostatecna [3].

7V s

Amplituda vibraci klesa, kdyz se k povrchu vzorku priblizi hrot. Proto je
nastavend hodnota u amplitudy vibraci procentem, které zlistane p¥i pribliZeni
konzoly k povrchu vzorku, a které je dale srovnavano s amplitudou vibraci
plisobici pti oddaleni konzoly od vzorku. Velké procento znamena malé
sniZeni a malé procento naopak velké sniZeni [9].

KdyZ se hrot nosniku dotkne vzorku, dojde k rozptyleni (disipaci) energie,
a proto musi byt vykon, ktery je dodavan nosniku v rovnovazném stavu svou
hodnotou roven vykonu v disipovanému stavu. Disipovany stav lze rozdélit na
dvé casti, kde v té prvni diky viskdznimu tlumeni disipace odpovida disipaci
celého nosniku a v té druhé konecné interakci s povrchem vzorku [3].

Pokud je povrch zkoumaného vzorku pokryt vrstvou kapaliny dochazi pri
kontaktu s hrotem k jejimu porusSeni a na hrot poté zacne plisobit visk6zni
tlumeni. Toto viskézni tlumeni spotfebovava energii kmitajictho hrotu, coz
vede k poklesu amplitudy, diky ¢emuz se hrot prestane dotykat povrchu
vzorku. V dalsim kmitu pak hrot dostane energii od budiciho zdroje a miize se
zase dotknout povrchu métreného vzorku, ale tato zména fazového posunu
buzeni obvykle zplisobi vznik vySkovych artefakti. Pii zkoumani vzorku, jehoz
povrch je pokryt vrstvou kapaliny je amplituda kmitt modulovana [3].

[ kdyZ u poklepového reZimu ziskavame vyssi rozliSeni a poSkozeni vzorku
neni tak velké jako u kontaktniho reZzimu, ma tento reZim jednu znacnou
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nevyhodu. Tou nevyhodou je, Ze pokaZzdé, kdy dojde ke kontaktu mezi Spickou
hrotu nosniku a povrchem vzorku, dojde zaroven i k zaryti Spicky hrotu do
mékkého povrchu vzorku, coz nasledné zpiisobi obtiZznosti pti zjistovani
skute¢ného povrchu vzorku [3].

Nastavend hodnota amplitudy méreni by pii tomto rezimu meéla byt co
nejvétsi, aby opotrebeni hrotu i vzorku bylo co nejmensi. Pokud by ale
nastavend hodnota byla zase pfriliS velka, mohlo by dochazet ke vzniku
artefaktti kviili nestabilnim vibracim konzoly [9].

2.6 Biologické tkané

Pro méfeni smikroskopem Compact AFM byly pouzity c¢tyfi rlizné
biologické tkané, kterymi jsou vlas, asa, krev a sloZené (musi) oko. Volba
téchto vzorki vychazela ¢astecné z manualuy, ktery je prikladan k mikroskopu
Compact AFM, kde byly tyto vzorky (vlas, krev a sloZené oko) uvedeny jako
priklady moZnosti méreni s Compact AFM a ¢astecné ze snadné dostupnosti a
zajimavosti téchto tkani.

Rasa doporu¢ena v manualu nebyla, ale mezi méiené vzorky byla presto
zarazena z divodu zjisténi moznych rozdili mezi ni a vlasem. Ackoliv jsou
totiZ tyto dva vzorky chlupy z mého téla, uz i bez pouziti mikroskopu jsou mezi
nimi patrné rozdily ve velikosti i tvaru, a proto jsem se rozhodla s nimi provést
méreni a prohlédnout si tyto dva vzorky pod mikroskopem AFM.

2.6.1Vlias

Vlasy jsou kozni derivaty patrici do skupiny chlupii, coz jsou nitkovité
organy, které vyristaji z pokozky. Vlasy jsou razeny do sekundarniho lidského
ochlupeni neboli druhé generace ochlupeni, které miize vzniknout jiz na konci
prenatdlniho obdobi, ale obvykle se objevuji aZ v postnatalnim obdobi.
Vyskytuji se pouze v oblasti hlavy, pricemZ na cele a za uSnimi boltci jsou
ohraniceny ostre na rozdil od zbytku hlavy, na niZ se vyskytuji v souboru, ktery
byva oznacovan jako kstice [10].

Makroskopicka stavba vlasu je stejné jako u chlupu tvorena vlasovym
vackem, coz je vacek pokoZzky, ktery se zanotuje do Skary, ¢imz tvori vlasovou
pochvu. Do vlasového vacku usti mazova zlaza a je do néj také uloZena bazalni
¢ast vlasu neboli vlasovy kofen. Tento kofen ma nejhlubsi ¢ast rozsifenou ve
vlasovou cibulku, jiZ tvoti Zivé buniky, z nichZ vlas roste. Do vlasové cibulky pak
ze spodu privadi nervy a cévy vlasova papila. Viditelnou cast vlasu na
pokoZkou, kterou jsme zkoumali v tomto méteni tvori vlasovy stvol, ktery je

tvoren zrohovatélymi neboli odumielymi butikami [10].

Z hlediska histologie je vlas tvoren kutikulou, ktera na vyslednych obrazcich
z topografie méreni plisobi jako Supiny, které ve svém uspoiadani mohou
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plisobit podobné jako tasky na streSe. Kazda tato Supina je tvorena jednou
vrstvou tenkych odumfrelych plochych bunék na povrchu vlasu. Dale je vlas
tvoren klirou skladajici se z nékolika vrstev plochych odumftelych bunék, které
obsahuji pigmenty urcujici barvu daného vlasu. Vypli vlasu tvori dien, ktera
miiZe u jiného typu ochlupeni chybét [10].

Celkovy pocet vlasti ve kstici byva mezi 80 az 100 tisici a pti tomto méreni
byl pouzity vlas hnédy a rovny, coZ znamena Ze tento vlas mél okrouhly priiiez
a vyrustal kolmo z kliZze [10].

2.6.2Rasa

O¢ni rasa, ktera byla pouZita pti tomto méreni ma velmi podobné vlastnosti
jako vlas, jelikoZz se také jedna o typ chlupu, ktery spada opét do sekundarniho
ochlupeni. Z makroskopického hlediska maji stejnou stavbu jako vlasy, ale
z histologického pohledu si miiZeme na obrazcich v§imnout jiné ho usporadani
a tvaru kutikuly, ktera zde vytvori Supiny odliSného vzhledu, nez u jaké
miiZzeme vidét u vlasu [10].

Jedna se o kratké chlupy vyristajici v fadach na okrajich o¢nich hornich i
dolnich vicek. Horni vicko je tvoreno tfemi azZ ¢tyfmi radami téchto ras, které
zde mohou byt v poCtu aZ 200. Dolni vi¢ko je tvofeno pouze jednou fadou ras,
jejichZ celkovy pocet je asi 100 [10].

2.6.3Krev

Krev je sloZena ze dvou sloZek, z nichZ prvni bunéc¢na ¢ast obsahuje krevni
desticky, Cervené a bilé krvinky. Druha slozka je mezibunécna a nazyva
se krevni plazma, ktera je z nejvétsi casti tvorena vodou. Kromé vody obsahuje
krevni plazma i rlizné anorganické (napr. sodné, draselné ionty...) a organické
(proteiny, sacharidy) latky [10].

Erytrocyty neboli ¢ervené krvinky jsou v krvi zastoupeny nejvice a maji tzv.
bikonkavni tvar, ¢imZ se mysli, Ze vypadaji jako z obou stran prohloubené
disky. Jejich rozméry jsou v fadech mikro metr(, pficemz jejich priimér byva
okolo 7,5 um. Jedna se o jediné bezjaderné buriky v lidském téle a jejich vnitrek
je vyplnén prenasecem dychacich plynt, kterym je ¢ervené krevni barvivo
[10].

V krvi mizeme dale nalézt i leukocyty (bilé krvinky), které se radi mezi
jaderné buriky a tvori zaklad pro funkci imunity téla. Bilé krvinky se vyskytuji
ve trech formach, z nichz prvni jsou granulocyty, které obsahuji vacky obalené
v cytoplazmé. Lymfocyty jsou druhou formou a obsahuji obrovské jadro
vyplnujici témér cely jejich vnitrek. NejvétsSimi zastupci bilych krvinek jsou ale
monocyty, které maji schopnost fagocytozy [10].
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Krev obsahuje také ulomky obrovskych bunék kostni difené, které se
nazyvaji krevni desticky (trombocyty), a jejichZ hlavni funkce je ve srazeni
krve [10].

2.6.4Musi oko

Pfi tomto méfeni bylo pouZito oko mouchy domaci. Moucha domaci je asi
nejznameéjsi svétové rozsSireny zastupce hmyzu, ktery miiZe prenaset
choroboplodné bakterie. Jeji oci, které byly predmétem tohoto méreni, jsou

sloZzené [11].

SloZené oc¢i mouchy domaci jsou tvoreny nékolika tisici fotoreceptivnimi
jednotkami. Tyto jednotky tvorici dohromady ocni fasety se paprskovité
rozsiruji smérem ven a jsou zakoncené ¢ockou [11].
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3 Prakticka cast

Vsechna meéfeni, ktera budou popsana v této Casti, byla provedena na
pristroji Compact AFM, jehoZ vyrobcem je firma PHYWE Systeme GmbH. Tento
typ mikroskopu pouziva k ovladani a zobrazovani software PHYWE measure
nano.

Celkem bylo provedeno nékolik desitek méreni, ale vétSina z nich slouzila
pouze k hledani vhodnych parametrii méreni a vhodného mista na povrchu
vzorku. V dalSich ¢astech textu je popis nejpovedenéjsich a nejvystiznéjSich
méreni. Na topografickych mapach namérenych a vytvorenych pomoci AFM
byla provedena zobrazeni vyskovych tezii, zobrazeni 3D i méreni zajimavych
vysek ¢i délek.

Biologické vzorky popsané v predchozi kapitole byly kromé krve vSechny
hned po odebrani, a v pripadé musiho oka po odfrezani z jiZ vyschlé mouchy
domaci, prilepeny Cernou oboustrannou lepici paskou a méreny na kovové
kruhové podloZce o priiméru 10 mm, ktera byla poté umisténa na polohovaci
stolek, kde tuto podlozku pridrzel magnet nachazejici se ve stolku.

Vzorek krve na rozdil od ostatnich nebyl méfen na kovové desticce, ale na
laboratornim sklicku, které bylo vloZeno na polohovaci stolek hned poté, co
kapka krve odebrana z prstu uschnula. Diivodem pro pouziti jiné podloZky neZ
u predchozich vzorkd, byla snaha zmirnit i¢inky magnetu na ¢ervené krvinky
ve vzorku krve, u nichz probéhla ¢aste¢na hemolyza, ktera bude vice probirana
v podkapitole 3.3.2 3D pohledy (3.3 Krev - treti a ¢tvrté méreni) v praktické
casti.

Obrazek 3. Kovova podlozka s ¢ernou
oboustrannou lepici paskou, na niz je vzorek vlasu a
fasy pouzity pro méreni.
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3.1 Vlas - prvni méreni

3.1.1 Celkovy pohled na obrazovku méreni

Na obrazku 3.1.1. je zobrazen celkovy obraz méreni vzorku vlasu, ktery je
rozdélen na Ctyfi menSi obrazovky. Toto méreni bylo provedeno
v poklepovém reZimu a €as pro projeti hrotu v jednom fezu byl 503 ms. Prvni
z nich, ktera je vlevo nahore zobrazuje topografii méreni, na niZ je mozné vidét
vySkové schody neboli okraje vlasovych Supin. Tyto Supiny nejsou ve stejné
vysce, jak zobrazuje tato topografickd mapa. Cim vys$${ je ¢ast vlasu nebo
obrazku topografie jsou vpravo dole dobre viditelné drobné artefakty, které
nejspiSe vznikly v disledku rozkmitani regulatoru pri prudkych zménach
vysky.

Tyto artefakty jsou pak 1épe vidét na obrazku chybového signalu regulatoru,
ktery je vpravo nahore. Na obrazku chybového signalu regulatoru jsou lépe
rozliSitelné i vSechny ostatni detaily povrchu vzorku vlasu.

Levy spodni obrazek grafu zobrazuje fez v misté malé ¢erné Sipky, ktera na
obrazku topografie vpravo nahote. Pravy spodni obrazek grafu je opét rezem
v misté malé cerné Sipky, ktera je ale tentokrat na obrazku chybového signalu
regulatoru opét vpravo nahote. Kazdy z téchto obrazka grafti ma dvé krivky,
z nichz kaZd4 zobrazuje fez pouze v jednom sméru pohybu hrotu. Cerna kfivka
zobrazuje fez z leva doprava a bila zprava doleva.

Obrazek 3.1.1. Celkova vystupni obrazovka z méteni vlasu
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3.1.2 3D pohledy

Mikroskop Compact AFM, kterym byla provedena vSechna méreni,
umoziuje zobrazovat topografii vzorkd i v 3D obrazech, jako jsou v tomto
pripadé obraz 3.1.2.1. a obraz 3.1.2.2. Jedna se o méreni uvedené v kapitole
3.1.1.aje to prvni provedené méreni na tomto mikroskopu. Mérenym vzorkem
byl vtomto pripadé muj vlas, jehoz vlastnosti byly popsany v predchozi
kapitole.

Tyto obrazy (3.1.2.1. a 3.1.2.2) jsou stejné a lisi se pouze hlem otoceni. Na
obraze 3.1.2.1. je vlas zobrazen ve sméru riistu tedy od korinku ke konecku a
obraz 3.1.2.2. zobrazuje tento vlas z boku. Na obou obrazech jsou jasné vidét
vlasové Supiny a kruhové zakriveni, diky némuz vznikly, i pfi pouZiti
poklepového rezimu, drobné artefakty, které jsou u obrazu 3.1.2.1. viditelné
na pravé strané a u obrazu 3.1.2.2. jsou nahofe. V rozich obou 3D obrazki jsou
rozméry obraz, z nichz vyplyvj, Ze se jedna pouze o ¢ast (vrcholek) vlasu.

Y*12,4um

721n S e
X*12,4um

Obrazek 3.1.2.1. Pohled 3D z prvniho méreni, ktery zobrazuje vlas ve
sméru ristu. Drobné artefakty na pravé strané. Je mozné si povSimnout
drobnych nerovnosti, které mohly byt zplisobeny necistotami na vlasu.
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Obrazek 3.1.2.2. Pohled 3D z prvniho méreni otoceny o 90°, ktery
zobrazuje vzorek z boku. Nahoie jsou zobrazen drobné artefakty, které
zpusobilo nejspise lehké rozkmitani hrotu, kvili kruhovému zaktiveni vliasu.

35



3.1.3 Méreni — vodorovné

Obrazek 3.1.3.1. zobrazuje méreni provedené na pouZitém vzorku vlasu a
vychazi ze stejného obrazku, jako predchozi. Byl vytvoren vodorovny rez vlasu
v misté, které oznacuje Sipka.

Na obrazku 3.1.3.2. je zobrazen i ostry vybéZek, kterym je v tomto piipadé
vyrazna Supina vlasu, kterd je dobre viditelna na vSech topograficky obrazcich
téchto méreni.

Obrazek 3.1.3.1. Obrazek z prvniho méreni a prvniho vzorku. Opét jsou zde viditelné
artefakty. Mozné je i vidét mista rozkmitani hrotu.

Obrazek 3.1.3.2. Obrazek grafu k vyse uvedenému tezu.
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3.1.4 Méreni — svisle

Pfi tomto méreni byla Sipka poloZena svisle doprostired vzorkuy, jak je vidét
na obrazku ¢islo 3.1.4.1., coZ umoZnilo zobrazit a urcit rozdilnou vysku Supin
vzorku vlasu, ktera je zobrazena na obrazku grafu 3.1.4.2.

Rozdil mezi vySkami Supin je jasné zietelny a u nejvyssi Supiny je podle
obrazku 3.1.4.2 dobte viditelné ohnuti jeji okraje smérem nahoru, coz bylo
mozné vidétina 3.1.3.2. obrazku z pohledu kolmo, kde se toto ohnuti projevilo
jako horni vychylka grafu. Délka méreného dseku je podle obrazku 3.1.4.2.
priblizné 12,2 um a vzdalenost mezi Supinami vychazi v tomto misté na cca 4,1
um, coZ je i §itka niZs{ Supiny v tomto misté. Vyska nizsi Supiny, ktera je na obr.
3.1.4.2. zobrazena vpravo je cca 0,22 pm, zatimco vyska Supiny vlevo (nejvyssi
Supina) je dle stejného obrazku cca 0,34 pm.

Obrazek 3.1.4.1. Obrazek prvniho vzorku. Méreni svislé.

Obrazek 3.1.4.2. Obrazek grafu ke svislému polozeni Sipky zobrazujici rozdil vySek Supin
u daného tseku vzorku vlasu.
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3.1.5 Méreni - vlasova supina

Pfi tomto méreni bylo cilem zamérit z blizka na konkrétni vlasovou Supinu
vzorku, aby bylo moZné presnéji urcit jeji vySku a v daném udseku, ktery je
vyznacen Sipkou na obrazku 3.1.5.1. Jedna o Supinu, ktera byla v predchozich
méfenich oznacovana jako nejvys$s$i a nyni je na obrazku grafu 3.1.5.2.
zobrazena z blizka.

Z obrazku 3.1.5.2. je moZné urcit, Ze tato Supina je v tomto misté (oznaceno
Sipkou na 3.1.5.1.) vysoka pribliZzné 0,32 pum, coz pribliZzné odpovida hodnotam
z predchoziho méteni, které byly méreny v jiné ¢asti vzorku.

Obrazek 3.1.5.1. Obrazek prvniho vzorku zaméreny na horni Supinu.

Obrazek 3.1.5.2. Obrazek grafu k méreni vlasové Supiny zobrazujici vysku jedné zvolené
Supiny v konkrétnim misté.
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3.2 Rasa - druhé méreni
3.2.1 Celkovy pohled na obrazovku méreni rasy

Na obrazku 3.2.1. je opét vidét celkova obrazovka z méreni vzorku, kterym
je tentokrat o¢ni rasa. Vlevo nahote je zobrazena topografickd mapa, na niz je
vzorek rasy poloZeny Sikmo, ¢imZ lépe vynika rozdil ve vysce vzorku oproti
podloZce, kdy nejvyssi casti jsou opét nejsvétlejsi a podlozka, ktera je nejniz
ma ¢ernou barvu (nejtmavsi). Pri pohledu z levého horniho rohu topografie do
pravého dolniho rohu, je mozné vidét smér riistu Supin od koiinku ke konecku.

Pravy horni obrazek ma opét lépe viditelné detaily, jelikoZ se jedna o
chybovy signal regulatoru. Tento chybovy signdl tentokrat zobrazuje po obou
stranach vzorku rasy mnoho drobny vinek, které jsou blizko u sebe, a které
nejsou nic¢im jinym nez artefakty méreni vzniklé v diisledku prudkych zmén ve
vySce vzorku. Stejné jako v pripadé vlasu byl i pri tomto méreni pouzit
poklepovy rezim v kombinaci s navySenim mnoZstvi casu pohybu hrotu na 2,5
s, ale ani tato opatieni nezabranila vzniku artefaktl (vinek).

Levy dolni obrazek grafu zobrazuje fez v misté Sipky topografické mapy,
ktera je umisténa vpravo nahore a zachycuje rez hornim okrajem vzorku rasy
a podlozku, coZ je dobfte vidét pti pohledu z leva doprava na obé krivky grafu.
Rasa je podle kiivky pouze v levé &asti Fezu a vpravo od ni je zméfena rovna
podlozka. Vzhledem k principu méreni AFM (pomoci hrotu) nelze zobrazit
prostor pod rasou. Pravy dolni obrazek grafu zobrazuje fez chybovym
signalem regulatoru v misté malé Cerné Sipky. Obé jeho krivky vlevé casti
zachycuji jiz zminéné artefakty vzniklé pii méreni, které se v predchozich
obrazcich projevovaly jako vinky. Cerné kfivky obou grafi opét zachycuji
pohyb hrotu pouze z leva doprava a bilé pouze zprava doleva.

ﬂr\n/\l’! r'ﬂn

Obrazek 3.2.1. Celkovy pohled na obrazovku méteni rasy
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3.2.2 3D pohledy

Na obrazku c¢islo 3.2.2.1. je zobrazena o¢ni tfasa v 3D. Tento obrazek
vyborné ukazuje moznosti AFM pfi 3D zobrazovani mikroskopickych
biologickych vzorkd, a to i presto, Ze AFM z principu zobrazuje pouze horni
Cast rasy. Na prvni pohled je vidét, Ze se vzhledové zasadné lisi usporadanim
a tvarem Supin od vlasu, i kdyz tato rasa také spada do stejné skupiny chlupti
jako vlas.

O¢ni rasa ma dle obrazkl 3.2.2.1. a 3.2.2.2. vétsi poCet menSich Supin nez
vlas, aiz téchto 3D pohledt je moZné urcit, Ze dané Supiny nedosahuji na svych
krajich takové vysky jako u vlasu. Tyto Supiny maji mezi ssebou mensi
vzdalenosti a jejich okraje vice zvinéné nez vlasové.

Na obou obrazcich (3.2.2.1. a 3.2.2.2.) jsou také jasné zretelné necistoty,
které byly na vzorku rasy, a které by bez pouZiti Compact AFM nebylo moZné
béZné vidét.

Obrazek 3.2.2.1. Pohled 3D na rasu z druhého méreni zobrazujici fasu svisle
ve sméru ristu od korinku ke konecku. Viditelné necistoty v levé ¢asti. V pravé
jsou artefakty projevujici se jako drobné vinky, které byly pravdépodobné
zpusobeny prudkymi zménami vysky vzorku.
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Obrazek 3.2.2.2. Pohled 3D na vzorek fasy z druhého méteni otoceny o 90°,
ktery zobrazuje bo¢ni pohled na rasu. Artefakty (vinky) jsou vzadu. Necistoty
ulpéné na fase jsou nyni v predu a dobte viditelné.
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3.2.3 Méreni — vodorovné

Toto méreni zobrazené na obrazku 3.2.3.1. vychazi ze stejného useku
vzorku rasy jako predchozi 3D pohledy a zaméfuje se na zméreni Sirky ocni
rasy v konkrétnim misté oznac¢eném Sipkou.

Z obrazku grafu 3.2.3.2. vyplyva, Ze dana fasa ma v primeéru piiblizné 36
um. Na obrazku grafu 3.2.3.2. jsou takeé patrné jisté nerovnosti, které mohly byt
zplsobeny drobnymi artefakty kvili rozkmitani sondy nebo jsou to pouze
nerovnosti zplisobené Supinami. Nerovnosti v obrazku grafu mohly ale také
zplsobit jiz zminéné necistoty, které jsou viditelné v obrazcich 3D pohledi. Je
ale treba dat u grafu pozor na stupnice na vodorovné a svislé ose, které se lisi.
Rez fasou by mél byt ovalny, ale spodni ¢ast ovalu nemohla byt zméiena
z principu méreni za pomoci hrotu.

Obrazek 3.2.3.1. Obrazek z druhého méreni druhého vzorku - rasy

Obrazek 3.2.3.2. Obrazek grafu druhého méreni druhého vzorku zobrazujici Sitku
zkoumané rasy v daném useku. Jsou zde patrné drobné nerovnosti, které zptsobily bud
artefakty, nebo samotna topografie vzorku.

»
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3.2.4 Méreni — svisle

Toto méreni zobrazené na obrazcich 3.2.4.1. a 3.2.4.2. umoZziiuje urcit vysku
jednotlivych $upin a vzdalenost mezi nimi. Sipka na obrazku 3.2.4.1. byla
poloZena do stiedu zobrazeného vzorku a méteni Supin bylo tak provedeno ve
sméru ristu rasy od korinku ke konecku.

Jak ukazuje obrazek grafu 3.2.4.2. poCet Supin na tomto vzorku je mnohem
vétsi neZ u predchoziho vzorku vlasu. Na obrazku grafu jsou tyto Supiny
zobrazeny bliZe u sebe a jejich vrcholky (schody) v grafu jsou mnohem ostiejsi,
nez jak tomu bylo u vlasu. Tyto svislé schody ukazuji prevyseni jednotlivych
Supin. Méritka svislé a vodorovné osy si opét neodpovidaji, pricemz svisla osa
je co do velikosti zvyraznéna. Sikmé plochy mezi vrcholky (schody) vlastné
predstavuji sklon fasy a toto zeSikmeni je, i spolu s drobnymi nerovnostmi na
povrchu rasy, zvyraznéno. Prostredni Supina jejiz pocatek se nachazi v bodé
nula na ose x, dosahuje vysky cca 0,45 pm a jeji vzdalenost od nasledujici
vpravo v hornim vrcholu je priblizné 5 pm.

Obrazek 3.2.4.1. Obrazek vzorku rasy. Méreni svislé.

Obrazek 3.2.4.2. Obrazek grafu z méreni svisle zobrazujici jednotlivé vysky a vzdalenosti
mezi Supinami v daném stiedu vzorku. Opét zobrazeny nerovnosti Supin, které
pravdépodobné zpisobila primo topografie vzorku.
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3.2.5 Méreni - Fasova supina

Pfi tomto méfeni jsem se opét stejné jako u vlasu zameérila na konkrétni
Supinu vzorku rasy, ktera je oznacena Sipkou na obrazku 3.2.5.1. Stejné jako u
predchozich méreni i zde je pouZivan stale stejné zobrazeni druhého méreni.

Obrazek grafu 3.2.5.2. zobrazuje rozméry jedné zvolené rasy v bliZsim
pribliZeni, diky ¢emuZ je moZné urcit, Ze tato rasa, jiZ patii prostiedni cast
grafu, dosahuje v tomto misté vysky priblizné 0,5 pum a jeji délka odpovida cca
13, 73 um. Na obrazku 3.2.5.2. jsou opét patrné nerovnosti zplisobené bud’
rozkmitanim sondy, nebo topografii vzorku.

Obrazek 3.2.5.1. Obrazek z métreni druhého vzorku zaméteny na konkrétni fasovou
Supinu, jiZ oznacuje Sipka.

Obrazek 3.2.5.2. Obrazek grafu k méreni rasové Supiny. Zobrazuje rozméry jedné Supiny,
které lze vycist diky krivce grafu uprostied. Kiivka opét zobrazuje i nerovnosti povrchu.
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3.3 Krev - treti a ¢tvrté méreni
3.3.1 Celkovy pohled na obrazovku méreni krevnich télisek

Pohled na celkovou obrazovku u méreni vzorku lidské krve zobrazuje vlevo
nahote topografickou mapu, na niz jsou jasné patrné cervené krvinky neboli
erytrocyty, které jsou rizné natocené v prostoru, a jejichz povrch je
jehlickovity. Tyto jehlicky maji na vySe poloZenych erytrocytech bilou barvu a
¢im je dana krvinka ve vzorku niZ, tim jsou i tyto nerovnosti na jejich povrchu
tmavsi.

Chybovy signal regulatoru, ktery je na obrazku vpravo nahore opét lépe
zobrazuje detaily. Vynikaji na ném tvary i natoceni jednotlivych erytrocytt
vcetné jiz zminénych nerovnosti (jehlicek). Na tomto obrazku je také mozné
vlevo nahore vidét prasklinu vzaschlé plazmé, kterou zobrazovala i
topografickd mapa, ovSem ne tak vyrazné. I zde jsou jasné patrné artefakty,
v podobé drobnych vilnkovitych car rozmisténych na nékolika mistech
chybového signalu regulatoru. K méfeni byl opét pouZit poklepovy reZim
spolu s ¢asem 1 s pro jedno prejeti fadku, ale tyto artefakty stejné vznikly, a to
pravdépodobné kvili rychlym zménam vysky jednotlivych prvki ve vzorku.

Pod obrazkem topografie i chybovym signalem regulatoru se opét nachazeji
dva grafy fezi, které odpovidaji malym ¢ernym $ipkam nad sebou. Cerné
kiivky opét zobrazuji pohyb hrotu z leva doprava a bilé zprava doleva, pticemz
u obou kiivek odpovidajicich chybovému signalu regulatoru jsou jasné patrna
silna rozkmitani v mistech, v nichZ vznikly artefakty.

Obrazek 3.3.1. Celkovy pohled na obrazovku méfeni krve
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3.3.2 3D pohledy

U tretiho a Ctvrtého méreni, u néhoZz byl zkouman vzorek lidské krve, nejsou
3D pohledy tak dobre ¢itelné, jako v predchozich mérenich. To, co na obrazcich
3.3.2.1. a 3.3.2.2. vypada jako vrcholky kopctli s nerovnym povrchem, jsou ve
skutecnosti cervené krvinky.

Tyto erytrocyty by mély mit spravné hladky povrch a mély by mit i ovalny
tvar z obou stran promacklych diski. Jak je ale vidét na obou obrazcich 3D
pohledii z tohoto méreni, je patrné, Ze Cervené krvinky nejsou zcela v poradku,
jelikoZ nemaji zcela hladky povrch, ale spiSe jehlickovy. Je evidentni, Ze u
téchto erytrocytii probéhla castecna hemolyza, pii niZ dochazi
k reverzibilnimu nebo ireverzibilnimu poSkozeni membrany erytrocytu a
uvolnéni hemoglobinu do okoli. Existuje hned nékolik moZnych teorii pro
vysvétleni vzniku tohoto poskozeni méfenych erytrocytili. Jednou z moznych
teorii je zména osmotické hodnoty tlaku, ke které mohlo dojit pri odebrani
krve a preneseni na sklicko. Druhou moznosti je zména teploty, protoze tento
vzorek byl odebran v mistnosti (teplota okolo 20 °C) a nasledné prenesen
venkem do dals$i mistnosti, pricemz venku, kde byla teplota lehce nad nulou,
se dany vzorek nachdazel cca hodinu. Treti moznosti, jak mohlo toto poskozeni
vzniknout je, Ze krvinky obsahuji Zelezo a u AFM se vzorky umistuji na maly
magnet, ktery je soucasti skenovaciho stolku a jehoZ funkci je udrzet vzorek na
misté. Tento magnet mohl tedy tzv. vytdhnou Zelezo z ¢ervenych krvinek, coz
by vysvétlovalo jejich jehlickovy povrch. Existuje samoziejmé rada dalSich
moznosti, jak mohlo dojit kpoSkozeni cervenych krvinek, jako napf.
mechanické poskozeni, ale zde jsem uvedla pouze nejpravdépodobnéjsi teorie
[12].

Obrazek 3.3.2.1. je z tfetiho méreni, kde byl vzorek krve zkouman z vétsi
vzdalenosti a obrazek 3.3.2.2. pochazi ze Ctvrtého méreni a zobrazuje blizsi
pohled na erytrocyty.
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Obrazek 3.3.2.1. Pohled 3D z tfetiho méreni. Treti vzorek - krev.

Erytrocyty jsou zde

zobrazeny jako ovalné vrcholky s nerovnostmi na
povrchu.

1,91

612n

#

X*15,1um

Obrazek 3.3.2.2. Pohled 3D ze ¢tvrtého méfeni tietiho vzorku. Blizsi
pohled na bikonkavni erytrocyty s jehlickovym povrchem zplisobenym
Castetnym rozpadem cervenych krvinek.
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3.3.3 Méreni — vzdalenost krvinek

7 7

U tohoto méteni byla mérici Sipka na obrazku 3.3.3.1. poloZena skrz stredy
ti{ krevnich télisek, aby bylo mozné zmérit momentalni vzdalenost mezi nimi
na obrazku grafu 3.3.3.2.

Na obrazku grafu 3.3.3.2. je také mozZné vidét nerovnosti (jehlicky)
erytrocyti, které jsou zde zobrazeny jako malé vrcholky na kfivce. Vzdalenosti
i velikost jednotlivych krvinek se, jak vyplyva z grafu, velmi lisi. Tyto rozdily
ale nejsou zptlisobeny néjakou chybou v méreni, ale jak je vidét na obrazku
3.3.3.1,, jedna se pouze o momentalni natoceni erytrocytii v prostoru.

Z obrazku grafu 3.3.3.2. je mozZné vycist, Ze vzdalenost mezi levou a
prostiedni krvinkou je priblizné 2,5 um. Vzdalenost mezi prostiedni a pravou
krvinkou vychazi pak cca 1,9 um.

Obrazek 3.3.3.1. Obrazek ze c¢tvrtého méreni tretiho vzorku - krve. Jsou zde patrné artefakty.

Obrazek 3.3.3.2. Obrazek grafu ze ¢tvrtého méreni tretiho vzorku, jehoZz kfivka umoznuje
zmérit vzdalenost mezi jednotlivymi erytrocyty.
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3.3.4 Méreni - Sirka erytrocytu

vV,

Na obrazku 3.3.4.1. je zobrazeno méreni Sifrky jedné zvolené cervené
krvinky, ktera se alespon podle tohoto obrazku zdala byt pro toto méreni
vhodné natocena.

Z obrazku grafu 3.3.4.2. ale vyplyv4, Ze i tato krvinka je mirné pootocens,
diky ¢emuz je horni ¢ast krivky Sikmo a ne pri¢né. To ale nebrani zméreni

Vv

$ifky, ktera je podle obrazku grafu 3.3.4.2. pribliZzné 3,92 pm.

Obrazek 3.3.4.1. Obrazek z méreni tiretiho vzorku. Tento obrazek je, jak je mozné vycist z polohy
méfici Sipky zaméfen na zméreni $irky jednoho daného erytrocytu.

Obrazek 3.3.4.2. Obrazek grafu k méreni §irky erytrocytu, ktery byl lehce naklonény, coz
zobrazuje Sikma prostiedni ¢ast kiivky.
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3.3.5 Méreni - délka erytrocytu

Jak jiz bylo drive uvedeno, erytrocyty nejsou kruhové rovné objekty, ale
maji tzv. bikonkavni tvar. Neboli jednd se o malé ovalné a zobou stran
promacklé disky, z cehoZ je moZné urcit, Ze erytrocyty maji jiny rozmér pri
méteni pfi¢ném (3ifka) a svislém (délka). Sifka byla zjistovana v predchozim
méreni, takZe toto se bude zamérovat pouze na délku, jak je zobrazeno na
obrazku 3.3.5.1.

Na obrazku grafu 3.3.5.2. jsou opét patrné vybézky (jehlicky), kterymi je
tento erytrocyt pokryty. Délka vyCtena z obrazku grafu je cca 4,6 um, coZ pouze
dokazuje, Ze ¢ervené krvinky maji ovalny tvar.

Obrazek 3.3.5.1. Obrazek z méreni délky erytrocytu.

Obrazek 3.3.5.2. Obrazek grafu k méreni délky erytrocytu. Opét jsou zde patrné
nerovnosti na povrchu erytrocytu.
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3.4 Musi oko - paté méreni
3.4.1 Celkovy pohled na obrazovku méreni musiho oka

Na obrazku 3.4.1. vlevo nahore je zobrazena topografie méreni slozeného
oka mouchy domaci, ktera zobrazuje jednotliva mala ocka, z nichz se sloZené
oko sklada. Tmava mista na tomto obrazku topografie nepredstavuji mezery
mezi ocky, ale jen hlubsi propady zplsobené jejich zakfrivenim, pticemz
vrcholky ocek jsou svétlé.

Prudké zmény vysSek u jednotlivych ocek vedly opét, i pres pouZiti
poklepového rezimu a stejného casu jako u vzorku krve, ke vzniku velkého
mnozstvi artefaktli, které jsou lehce patrné jiz na obrazku topografie, ale
mnohem lépe vynikaji na obrazku chybového signalu reguldtoru vpravo
nahore, kde jsou tyto vinky (artefakty) na celém obrazku. Pro naSe tcely je ale
dllezita topografie, coZ znamenj, Ze artefakty u chybového signalu regulatoru
nepredstavuji Zddny problém.

Vlevo pod obrazkem topografie i vpravo pod obrazkem chybového signalu
regulatoru jsou grafy rezli v mistech, kde jsou malé ¢erné Sipky, které jsou u
obou obrazki vpravo nahote. U grafu fezu topografie jsou obé kiivky relativné
hladké a velmi dobte ukazuji tvar jednotlivych ocek, jimiz ez prochazel.
Obrazek grafu fezu pod chybovym signdlem ma obé krivky silné rozkmitané,
coZ naprosto odpovida mnoZstvi artefaktdi, které chybovy signal zobrazuje.
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Obrazek 3.4.1. Celkovy pohled na obrazovku méteni musiho oka
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3.4.2 3D pohledy

Na obrazcich 3.4.2.1. a 3.4.2.2. jsou 3D pohledy na méreny vzorek sloZeného
oka ze dvou uhlt. Obrazek 3.4.2.1. zobrazuje sloZené oko z vrchu a obrazek
3.4.2.2. zboku. Na obou 3D pohledech jsou dobte patrné drobné nerovnosti
(necistoty) na vrcholcich jednotlivych ocek.

Kromé drobnych necistot je na obrazku 3.4.2.1. vpravo dole mozné vidét
ostry vybézek, ktery je na obrazku 3.4.2.2. zobrazen také, ale vzadu na pravé
strané. Tento ostry vybéZek predstavuje neclistotu nezndmého piivodu a
podstaty, ktera se zarazila mezi oCka, a ktera se do tohoto prostoru mohla
dostat jiZ za Zivota zkoumané mouchy.

Obrazek 3.4.2.1. Pohled 3D z patého méfeni. Ctvrty vzorek - musi oko.
Pohled shora umoznuje vidét drobné artefakty, zptsobené nejspise zakiivenim
povrchu vzorku.
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Obrazek 3.4.2.2. Pohled 3D z boku na vzorek z patého méteni ctvrtého
vzorku. Dobfe viditelny piil kulovity tvar jednotlivych ocek.
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3.4.3 Méreni — vzdalenost ocek

Na obrazku 3.4.3.1. je zobrazeno méreni vzdalenosti dvou ocek, pricemz i
zde je pouZit stejny obrazek jako u 3D pohledu, pouze jinak natoceny, coZ je
stejny postup jako u predchozich mérenich. Ocka ve sloZzeném oku maji ptl
kulovity tvar, coZ je dobre viditelné i na obrazku grafu 3.4.3.2., kde jsou tato
ocka zobrazena krivkou jako dvé oto¢ené paraboly.

Jak je vidét na obrazku grafu 3.4.3.2. méiena ocka méla na povrchu drobné
artefakty a nerovnosti, coZ 1ze dobfe vycist z nerovnosti kiivky. Vzdalenost
mezi dvéma ocKky je podle jiZ zminéného obrazku grafu ptiblizné 23,75 pum.

Obrazek 3.4.3.1. Obrazek k meéreni vzdalenosti dvou ocek u ¢tvrtého vzorku.

Obrazek 3.4.3.2. Obrazek grafu k méreni vzdalenosti dvou ocek. Nerovnosti kiivky
predstavuji artefakty a drobné necistoty. Opét je tifeba dat pozor na riizna méritka u svislé a
vodorovné osy.
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3.4.4 Méreni — rozméry jednoho ocka

Toto méreni se zaméruje na zméteni rozmeéri jednoho konkrétniho ocka ve
slozeném musim oku, které bylo ¢tvrtym vzorkem pri patém méreni. Mérici
Sipka na obrazku 3.4.4.1. zobrazuje zvolené ocko a je vedena pres jeho stred.

Z obrazku grafu 3.4.4.2. je moZné vycist potfebné hodnoty pro urceni
velikosti daného ocka, jeho Sifka je priblizné 19,3 um a vyska je cca 3,3 pm.

Obrazek 3.4.4.1. Obrazek z méreni rozmért jednoho ocka. Opét dobre viditelné
artefakty.

Obrazek 3.4.4.2. Obrazek grafu z méreni rozméri jednoho ocka ve sloZeném oku mouchy
domaci. Nerovnosti krivky ukazuji na pritomnost drobnych artefaktli a necistot.
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3.4.5 Méreni - rozmeéry ciziho objektu

Jak jiz bylo nékolikrat zminéno v predchozich mérenich musiho oka,
v tomto vzorku se nachazi cizi predmét (necistota), ktery je dobre viditelny jak
v 3D pohledech, tak i na topografickych mapach a chybovém signalu
regulatoru.

Plivod a sloZeni tohoto predmétu jsou nezndmé, ale na obrazku 3.4.5.1. bylo
moZné skrz stfed tohoto predmétu vést mérici Sipku a z obrazku grafu 3.4.5.2.
je pak moZné urcit priblizné rozméry a tvar tohoto Spic¢atého objektu. Vyska

nezndmého predmeétu je priblizné 2,2 um a Sirka v jeho nejSirSim misté je cca
4,95 um.

Obrazek 3.4.5.1. Obrazek z méreni rozmeéri ciziho predmétu nachazejiciho se uvnitr
vzorku sloZzeného oka, ktery je neznamého pivodu.

Obrazek 3.4.5.2. Obrazek grafu k méreni rozmért cizitho predmétu, ktery krivka
zobrazuje ptiblizné uprostred grafu a jehoZz povrch je zda se témér hladky.
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4 Zaver
Cilem prace bylo vyzkouSet vyuZiti AFM pro méreni v biologii a
prozkoumat nékolik vybranych biologickych tkani pod mikroskopem
Compact AFM a popsat tento mikroskop i ve srovnani sjinymi typy
mikroskopi.

Popis nékolika typi priblizovacich pristroji, které predchazely AFM vcetné
skupiny, do nizZ AFM patfti, byl uveden v teoretické Casti. Z téchto popisq,
udajii a vysvétleni principli fungovani jasné vyplyva, Ze mikroskop AFM
dokaZe zobrazit a zmérit idaje, které jiné mikroskopy nedokazi. Compact
AFM, se kterym jsme pracovali je ovSem pouze Skolnim mikroskopem,
z Cehoz vyplyva, Ze zdaleka nedosahuje takovych vysledkl jako
profesionalni védecké AFM mikroskopy, které se pouZivaji pro vyzkum
v laboratorich.

Prvnim zkoumanym vzorkem v této praci byl vlas, u néhoz po méreni v
poklepového rezimu vzniklo pouze malé mnozstvi artefaktti, coz umoznilo
ziskat velmi presna data tykajici se vySky jeho Supin.

Druhym zkoumanym vzorkem byla rasa, jejiz vysledné obrazky méreni uz
vykazovaly zna¢né mnozstvi artefaktii, a to i pres pouziti poklepového
rezimu. Tyto artefakty vznikly kvili prudkym vyskovym zménam vzorku. I
zde byly méreny rizné vzdalenosti.

Tretim vzorkem byla lidska krev, ktera vSak na prvni pohled vykazovala
castecnou hemolyzu, coZ se projevilo na povrchu vSech erytrocytt, jako
nerovnosti (jehlicky), které méteni znesnadiovaly.

Poslednim a c¢tvrtym vzorkem bylo sloZené oko mouchy domaci, jehoZ
vystupni obrazy také vykazovaly velké mnoZstvi artefaktdi, které mély
pravdépodobné stejny pivod jako u vzorku rasy, tedy prudké zmény ve
vyskach vzorku.

Celkové se da rici, Ze tento mikroskop Compact AFM je pro méreni
biologickych vzorki pro Skolni potifeby velmi vhodny. I pfes vznik
artefaktli ma nékteré schopnosti, které jiné mikroskopy nemaiji.

57



5 Seznam pouzité literatury

[1] MALY, Petr. Optika, 1. vydani, nakladatelstvi Karolinum, Praha, r. 2008,
361 s. ISBN 978-8-246-1342-0.

[2] KUSNIR, J. M. Elektronovy mikroskop - okno do nezndma, 1. vydani,
nakladatelstvi NaSe vojsko, Praha, r. 1951, 71 s.

[3] VOJTEK, Milan, Roman KUBINEK a Miroslav MASLAN. Nanoskopie. V
Olomouci: Univerzita Palackého v Olomouci, 2012, 122 s. Monografie. ISBN
978-80-244-3102-4.

[4] SVOBODA, Romuald; ZACHYSTAL, Zdenék. Technickd mikroskopie, 1.
vydani, nakladatelstvi Josef Hoker, Praha, r. 1944. 168 s.

[5] VAJNRIB, E. A, MILJUTIN, V. 1. Elektronovd optika, 1. vydani,
nakladatelstvi Ceskoslovenské akademie véd, Praha, r. 1956. 217 s.

[6] SUSKIN, N. G. Elektronovy mikroskop. 1. vydani, nakladatelstvi Statni
nakladatelstvi technické literatury, Praha, r. 1953. 260 s. ISBN 301-05-34.

[7] KUBINEK, Roman, Miroslav MASLAN a Milan VUJTEK. Mikroskopie
skenujici sondou. V Olomouci: Univerzita Palackého, 2003, 145 s. Monografie.
ISBN 80-244-0602-0.

[8] Ceskoslovensky ¢asopis pro fyziku = Czechoslovak Journal of Physics.
Praha: Usttedni dstav fysikalni, 1998, svazek 48. ISSN 0009-0700.

[9] LUPKE, Felix a Michael MEHLHORN. TESS expert Atomic Force
Microscopy (AFM) - Operating Instruction and Experiments. 2. vydani.
Gottingen: Phywe-Series of Publications, 2017.

[10] ZIVNY, Michal. Biologie ¢lovéka a antropologie [online]. Ostravska
univerzita v Ostrave, zari 2013, 187 s. [citovano 31. 3. 2022]. ISBN 978-80-
7464-443-6. Dostupné zZ:
https://projekty.osu.cz/svp/opory/PrF Zivny Antropologie.pdf

[11] IMES, Rick.Svét hmyzu: prakticky priivodce entomologii. Prelozil
Michaela PONOCNA. Praha: Svojtka a Vasut, 1997, 160 s. ISBN 80-7180-253-0.

[12] KITTNAR, Otomar. Lékarskda fyziologie. Praha: Grada, 2011, 790 s. ISBN
978-80-247-3068-4.

58


https://projekty.osu.cz/svp/opory/PrF_Zivny_Antropologie.pdf

	1
	2
	1 Úvod
	2 Teoretická část
	2.1 Lupa
	2.2 Optický mikroskop
	2.2.1 Popis Optického mikroskopu

	2.3 Elektronový mikroskop
	2.4 Mikroskopie skenující sondou
	2.4.1 Skenovací tunelovací mikroskopie
	2.4.2 Mikroskopie elektrostatických sil
	2.4.3 Mikroskopie magnetické síly
	2.4.4 Mikroskopie v blízkém optickém poli
	2.4.5 Režim pulsní síly
	2.4.6 Mikroskopie modulace síly

	2.5 AFM
	2.5.1 Kontaktní režim
	2.5.2 Poklepový režim

	2.6 Biologické tkáně
	2.6.1 Vlas
	2.6.2 Řasa
	2.6.3 Krev
	2.6.4 Muší oko


	3 Praktická část
	3.1 Vlas – první měření
	3.1.1  Celkový pohled na obrazovku měření
	3.1.2  3D pohledy
	3.1.3  Měření – vodorovně
	3.1.4  Měření – svisle
	3.1.5  Měření – vlasová šupina

	3.2 Řasa – druhé měření
	3.2.1  Celkový pohled na obrazovku měření řasy
	3.2.2  3D pohledy
	3.2.3  Měření – vodorovně
	3.2.4  Měření – svisle
	3.2.5  Měření – řasová šupina

	3.3 Krev – třetí a čtvrté měření
	3.3.1  Celkový pohled na obrazovku měření krevních tělísek
	3.3.2  3D pohledy
	3.3.3  Měření – vzdálenost krvinek
	3.3.4  Měření – šířka erytrocytu
	3.3.5  Měření – délka erytrocytu

	3.4 Muší oko – páté měření
	3.4.1  Celkový pohled na obrazovku měření mušího oka
	3.4.2  3D pohledy
	3.4.3  Měření – vzdálenost oček
	3.4.4  Měření – rozměry jednoho očka
	3.4.5  Měření – rozměry cizího objektu


	4 Závěr
	5 Seznam použité literatury

