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I Mikroskop atomarnich sil:
zakladni popis instrumentace
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zakladni komponenty

Detektor

Regulace zp&tné vazby

Fotodioda
4-segmentova

Laser

Povrch vzorku Kantilever arhrotem

]
PZT skener
(PiezoElectric Tube)
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AFM mikroskop blokové schéma

Scanning Probe LABORATORY Controller block-scheme

Feedback
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Kantilever a hrot

Kantilever a hrot

Reflexni vrstva (zlato) kantilever
A
i: morzuoL@

6 mmi -'"-J): 5um

* Nosic¢ kantileveru je pomérné univerzalni pro véechny typy AFM mikroskopt

« Kantilever a hrot se li$i velmi — tvar, velikost, material, vlastnosti.

PCEITEC

Druhy kantilevera
Dle

__ Dle materialovych vlastnosti
— vyjadfeno konstantou tuhosti Force Constant [N/m]

K. tuh. [N/m] 10-130 1-10 0.1-1.0 0.005-0.1
Material kr. kfemik pol. kfemik sklo SigN,
Res. f. [kHz] 200-500 100-200 15-100 1-20

Specialni aplikace — dal$i materialové vlastnosti: vodivé, magnetické,
[ koloidni hroty e e




Charakteristika kantileverd Kantileverové pole — vybér
uvedend na krabic¢ce s nimi dle konstanty tuhosti

+— NANOSENSORS —

The World Leader In Scanning Probes
Type:  SSS-NCHR-10  S/N: 64051F6L867
SUPERSHARPSILICON™ - SPM-Sensor
Meaterial ' - sicon, resistvty: 0.01-0.02 em
Tochnical dats
Thickness: 40 & 1 ym / Length: 125 + 10 um / Width: 30 7.8 ym
Resonance Frequency: 204 - 487 kHz =
Force Constant. 10 - 130 Nim
Tio height 10- 16 ym / Tip radius: 2 nm (typical)

Avplcation nonconiact (tppngmode  f  ATBTEN
Coatng Aaowing on detecior sde

Silicon tip l Polysilicon lever

Skute€na konstrukce kantilevert a
hrotl je velmi slozita

Reflective

gsio' coating - Au

Druhy hrotu

Tvar — vyjadreni pomoci poloméru zakfiveni Curvature Radius R [nri]

R1nm 10 nm 100 nm @

Ultraostré Standardni Specidlni aplikace Bezhrotové

B -
- L

Zména vlastnosti kantileveru

Pri kontaktu s povrchem

Torzni sily
(LF latheral
‘} Ohyb (' ')
kantileveru
(DFL
deflection)
Projevi se jako zména polohy 0.0
odrazeného laseroveho g
paprsku na detekéni fotodiodé 0.0
31.8




Efekt ostrosti hrotu R na rozliSeni mikroskopu

Ultraostry hrot
= redlny obraz

Standardni hrot
=R ~ velikosti
studovaného objektu

= ]

12

Neostry hrot

§ i .
= nemoznost sledovat W -
detailni strukturu -

.
!

P - mm)

===

Laser, fotodioda a kantilever

Fotodioda
4-segmentova

Odraz laserového paprsku od horni
Laser

plochy kantileveru je detekovan na
Ctyfsegmentové fotodiodé.

= detekce ohybu kantileveru

(— interakce hrot-povrch)

Kantilever a hrotem

ol s oans o |

Lze sledovat v okné

S DFL 0.0
Aiming, ale program
Nova si prevadi obraz z

LF
fotodiody do podoby 2D
obrazku automaticky.

0.0

Laser 31.8
Okno Aiming je tedy

dobré jen k pocateénimu

nastaveni laseru.




Aiming: po¢ate¢ni nastaveni laseru

Obraz laseru co nejblize $picce a zéarover co
nejvyssi signal

Jednotky LASER jsou relativni a u
kazdého typu kantileveru mohou nabyvat
jinych hodnot (obecné Ize konstatovat, ze
by hodnota méla byt vzdy vyssi nez 20)

Poloha a
intenzita LASER
se ladi
pohybem
laserové LED
pomoci kolecek
s oznacenim
LASER. . =

< s s st o0 VWi 8]

q

DFL 0.0
LF 0.0
Laser 31.8

e = Ml Al |

Aiming: pocatecni
nastaveni laseru

LF jsou relativn
i

ani“ polohy laseru pohybem
otodiody na stfed obrazu laseru:

Provede se pohybem kole¢ek _—7
PHOTODIODE (na méfici hlav;

Kontaktni mod

« Méfenou velicinou v kontaktnim mdédu je ohyb kantileveru
(= deflection, DFL)

« V programu Nova se zobrazuje ohyb kantileveru (resp. pohyb obrazu
laseru na fotodiodé v dusledku ohybu kantileveru) jako veli¢ina DFL [nA].

« Veli¢ina DFL je prevadéna program automaticky do vyskového profilu a
ma tedy vyznam spiSe pro pfiblize Shav

dc Contact techniq

@ Constant Height mo d
@ Constant Forcemode

Oh'gb kantileveru
(DFL deflection)

i i on under scanning
reflects repulsive force and is used as such, in feedback circuitry or
in their inati profile.

with topagraphy acqui i
imagine some other characteristics of the investigated sample.
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Semikontaktni méd

« Méfenou veli¢inou v semi kontakinim médu je amplituda kmitu
(= magnitude, MAG)

* V programu Nova se zobrazuje amplituda kmitu kantileveru jako veli¢ina
MAG [nA], coz je relativni veliGéina pfimo Umérna velikosti amplitudy.
Redlnou velikost amplitudy Ize vSak urcit az pomoci MAG-vyska kiivky.

« Velicina MAG je pirevadéna program automaticky do vyskového profilu a ma tedy
vyznam spiSe pro priblizeni k povrchu vzorku.
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PZT

Piezo-elektrody

Piezo-elektrody PZT

" . Duté elektrody z keramického materidlu potazené kovovymi
elektrodami.

. * Aplikace napéti zpusobuje zménu velikosti krystalové mrizky —
posun vzorku / hlavy

+ Pfesné Fizeni napéti = presné fizeni pohybu (rozlieni v fadu
pm)

Dva zakladni typy AFM mikroskopie - dle pozice PZT:

Skenovani prébou Skenovani vzorkem ¥
. ;
*Pohyb v x,y,z oséchi | +Pohyb v x,y,z osach vzorek ;7 @ =
oscilaci ve sken. hlavé B P

«Oscilator ve sken. hlavé
*Rozsah 100-150 um

*Rozsah 3-7 um

+Horsi rozliseni

«Vlyborné rozliseni, nizky Sum & cerec

Piezo-elektrody PZT )

V softwarovém nastaveni programu Nova

1. Pfiblizeni hrotu k povrchu:

i~ Nejprve krokovym motorem s mikrometrickym Sroubem
‘
as - Po-prvnim kontaktu s povrchem dokongeni Z-pieézem
s
e
2
3
F Skok signalu. zprostredkavan:
Z-piezem
15

Poloha Z-skeneru |

s 1 2 25 3 a5 4s s ss s 85 7 75 8
ts
B Zindods (x= um; y= um; 2= om)

Piblizeni k povrchu protina automatioky po Kiknu
na ikonu LANDING v okné Approach.




2. FBloop (zpétnovazebna smycka, FeedBack Loop)

- Zpétna vazba kontinualné udrzuje konslanlmkohyb kantileveru pfi pohybu nad skenovanym
vzorkem

- Zapnuti/vypnuti smycky se projevi kontaktem hrotu se vzorkem:
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3. SCAN: vétsina parametrl skenovani je fizeno PZT
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Velikost zobrazované oblasti (10 nm az 6.664 um)

05 106 @

Velikost kroku pfi skenovani.

= mceTec

Detailni nakres trubkového
piezo-skeneru pro AFM mikroskop
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Nelinearni prabéh pohybu piezo-elektrod v zavislosti
na aplikovaném napéti

v AZ
Z
v
I
Nativni data z AFM mikroskopu
jsou naklonéna. PFi.
vyhodnocovani se odstrariuje napf.
polynomalni regresi
am
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Oscilator

CEITEC

«—— Oscilator (PV,

PiezoVibrations) vzdy

umistén ve skenovaci
hlavé

CEITEC
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Parametry oscilatoru se nastavuji v okné Resonance

Shova 1.1.0.1851
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Dalsi komponenty

PCEITEC

ClosedLoop smycka (v ose X, Y)

ClosedLoop

Zalozeno na sensorech elektrické kapacity

¥ FE| FB Ganfi.on0 [ Mag [+ /50002 | SetPoint 10000 2

Approach ‘ ZE sean

IV Curves
i

Z£ Lita

Sensory elektrické kapacity
« Korekce teplotniho driftu

« Linearizace posunu piezo-elektrod




Krokovy motor s mikrometrickym Sroubem (motorized stage)

Pro priblizeni vzorku do dosahu
(rozsahu) piezo-elektrod

(Ize ovladat i ruéné)

PFiprava nosicl a vzork

Atomarne rovne povrchy
1. HOPG Highly Ordered Pyrolytic Graphite

+Kishlv grafit, pivodné odpadni produkt pfi vyrobé
oceli

+ Hexagonalni, planarni struktura

+C-C vazba 142 pm, vzdalenost mezi rovinami 335
pm

« Vodivy, vysoce hydrofébni
* Planarni struktura — ¢isténi loupanim

« Synteticka forma grafitu, vysoka chemicka Cistota

«Tradiéni podklad pro imobilizaci vzorkd pro
elektronovou mikroskopii, pouzitelny pro SEM, STM
i AFM (— vodivost)

+Imobilizace = spontanni  adsorpci na  povrch
(— hydrofobicita)

= scerec




Atomarné rovné povrchy
1. HOPG Highly Ordered Pyrolytic Graphite

Na vétsich plochach
jsou viditelné Supiny

Na malych plochach

atomarneé rovny
00pm 20 40 60 80

-5.0nm

Atomarné rovné povrchy

2. Slida (muskovit, Mica)

« Kogcici stfibro“, jméno Muskovit dle
mésta Moskvy (t€zba nejkvalitnéjsi
suroviny)

»Chem. struktura: K,O-Al,O3-SiO,
«Vlysoce hydrofilni povrch
*Dobre chemicky modifikovatelny

«Imobilizace iontovou interakci

i kovalentni vazbou biomolekul zz
3514l
*pKa ~ 3, pfi fyziologickém pH je povrch
zaporné nabity A ody
4 A1
*Mica = kiemicitan, z hlediska chemické 200+ 40
modifikace lze povrch popsat jako 360+ 1 4l

ﬂjratovany oxid kiemicity Si-OH

60

Atomarné rovné povrchy

2. Slida (muskovit, Mica)

Velice rovna na vétsich i malych plochach

= mceTec




Ostatni povrchy Napafena vrstva zlata: tvore

nanocasticemi (4-50 nm)

1. Zlato
«Inertni kov pouzivany zejména v
elektrochemii jako pracovni

elektroda

»Vodivost: pouzitelny pro STM i
AFM

+Hydrofébni: spontanni adsorbce
biomolekul (protein()

»Chemicka vazba pomoci
koordinaéné-kovalentni vazby
thiolt (-SH)

« Priprava zlatych vrstev napafenim

*Ve vodé nestabilni, potfeba P
aplikovat adhezivni vrstvu Current
(Al/Cr/Ti)

|20 | [

Ostatni povrchy
2. Sklo

*Nekrystalicka (amorfni) hmota (podchlazena kapalina)

«Laboratorni sklo: 75% SiO, plus Na,O, CaO, borat a aditiva v minoritnim
zastoupeni

+Z hlediska chemické modifikace k nému pfistupujeme jako ke slidé, tj. je
to hydratovany oxid kfemicity Si-OH

*Méné hydrofilni nez slida

*Drsnost povrchu (amorfnost materialu, pfiprava lisovanim) je mnohem
vy$8i nez u slidy

*Nelze pouzit pro zobrazovani malych molekul

*Typicky pouziti tam, kde i pfi optické mikroskopii, tj. pro velké (napf.
chromozom) &i celobunééné Utvary (bakterie, burika, spermie)

o | mceTec

Makroskopické utvary na skle

2590A

2240A




Ostatni povrchy

50

40

3. Plasty

10 20 30

®
0pm

a Nemodifikovany
polystyren (PS)

« Plastové povrchy vétSinou jako soucast standarnich pomucek

(PS/PP misky)

» Neobsahuji féni skupiny vhodné pro kovaletni imobilizaci

EHydrofébni povrchy: spontanni (nespecifickd) adsorpce biomolekut=r=c

Imobilizacni postupy

1. Proteiny ‘

Povrchy: slida nebo HOPG (velmi nizké drsnost)

Protein: naboj se fidi dle IEP a pH prostredi |

Imobilizace proteinu na slidu: pKa (slida) < pH < IEP

®@ e ®
|

IEP pH
nulovy naboj

OH OH OH OH R
(e —— T I—




Imobilizace proteinu na HOPG

A. Imobilizace spontanni (nespec.) adsorpci proteinu na hydrofébni
povrch (nejlépe pfi pl EP

Adsorpce lysozymu
na HOPG

D
6 min. 80 min.

E GCEITEC

B.  Imobilizace iontovou interakci
— Vytvofeni naboje na povrchu HOPG

di r,:\QSogpce ych
Vytvoreni karboxylovych ouhoretézcovycl
siupin elektrochemicky (C14/Cyg) alkanti
(E~ 2V vs.Ag/AgCl) zakoncenych vhodnou
féni skupinou
COO- COO- COO- HN_ HN_ HN_ HN_ HN_ HOOC_HOOC_HOOC_ HOOC_ HOOC,

" dora

Moznost vyuziti zaporného
naboje pro imobilizaci iontovou
interakef

Nebo kovalentni vazba:

aktivace karboxylu (napf. NHS-
ester, vazba NH,-skupiny)

o7 | Gesrec

Imobiliza¢ni postupy
2.DNA

Povrchy: slida nebo HOPG (velmi nizk4 drsnost)

Problém:

DNA (cukr-fosfatova kostra) i slida za fyziologického pH shodny
(z&porny) naboj

— Na povrch slidy je nutno zavést kladny naboj

s | Gesrec




OH OHOH OH OH OH 0000 0O 0 o0
[ [ ] | cat [ ] |
Silanizace R
= chemicka modifikace povrchu slidy -CH,0H + CH,
0-$i-0
- Kovalentni  modifikace  povrchového  SiOH HC o.
alkoxysiloxany CH,

—"(ijl: zavedeni pozadované féni skupiny na povrch
slidy

- Ize pouzit i pro sklo, kiemen, kfemik, titan a TiO,

- katalyza silnou bazi /S/i*OH

0" 0O OH OH OH OH
-pribéh reakce Ize dobfe sledovat zménou | | | ] ]
kontaktniho ahlu

Silanizace -
; —_— e
Hydrofobizace m

Nejc¢astéji pouzivané alkoxysiloxany
H,N HS,

o-di ~ od
~ " Fo HN 7/"Po
o7 o

3-Mercaptopropyl)tri
MPT

(3-A

propyl)trii
Al

PTES

o
|

3-(Ethoxydi ilyl)prop
APDMES

| | Geerec

Problém praktického provadéni: self-polymerizace

R2 R2
| |

R2 R2  R1 — Si—0—Si—
R1 ¥ H—O—H psi—o :f. 0
o—fi—o + O_TI_O ———> Rl o o
R1/ o R1/ o -R,OH
R1 “Ri1 R1 0—Si—0

/iz

+ Zejména pii pouziti APTES a provadéni silanizace v kapaliné

« Staci i stopy vodnich par pro spusténi

» Vzniklé Utvary rusi topografickou studii povrchu HoN
- Reseni: provadéni silanizace v parach (vakuum, susidlo)
—di—
/
» Nové monoalkoxy-derivaty siloxan(i, nemohou polymerovat: o

3-(l ydi ylsilyl)propylami
m APDMES E




00um [ 10 15

4sm

Polymerni struktury vzniklé na
povrchu slidy pfi provadeni
silanizace v APTES, katalyza TEA

298 0m

Imobilizacni postupy Vytvoreni kladného naboje na
povrchu HOPG:
2. DNA na povrchu HOPG

Adsorpce dlouhoretézcovych
(C46/C1g) alkanu zakonéenych
vhodnou féni skupinou

Imobilizacni postupy

3. Nanocastice

Povrchy: nejcastéji slida nebo HOPG (velmi nizka drsnost)
ale také sklo, zlato, atp.

Napf. pro studium zlatych nanocastic (AuNP) lze pouzit slidu
modifikovanou merkapto-derivatem siloxanu (SH-mica)

HS WS
O~/ _si—oH
I 070 OH OH OH OH
AN

(3-Mercaptopropyl)trimethoxysi

E- MPTS S CcEITEC




AuNP konjugované s proteinem
se zachycuji na podkladni pres
mustek tvofeny navazanym
proteinem

Imobiliza¢ni postupy

4. Bakterie, spory

Nékteré bakterie pres adhezivni vrstvu
poly-L-lysinu:

Jiné standardnim natérem na podlozni
sklo:

Imobilizacni postupy

5. Eukaryotické bunky
Standardni péstovani bunécnych kultur v PS miskach

Vhodné je pouziti adhezivnim vrstvy pLL nebo adhezivnich proteind




Pouziti fixacnich ¢inidel
« Problém s adhezivitou bunék mimo inkubator (37°C, 5% CO,)
» Umoznuje studium bunék i dlouho po vyjmuti z inkubatoru

» Poskozuje skute¢nou strukturu bunék, nelze studovat procesy na
zivych burikach

[

-me’ﬁkl%dy: I%tOH,Wk. ocluové, araform

087 um|

076um 0.49 um|

I CEITEC AFM CoreFacility

NTMDT NTgra Vita

CEITEC AFM CoreFacility
JPK NanoWizard3

m Bruker FastScan Bio NTMDT Solver Next :ce=r=c




AFM visualization of biomolecules and
bioobjects

Height Force map

Cooperation:

= J. Hejatko — YM mapping QA ik ki =
= P. Bouchal — YM mapping . A Meli - CMC

= J. PaleCek - DNA = M. Kalbacova — TiO2 NT
= M. Pesl, V. Rotrekl CMCs . 4 Kolafova - DNA

=J. Sladkova — CMCs s |. Crha - sperms

AAAAY

BCEITEC

I AFM spektroskopie
Automatizace AFM

e | Goerec

Force Distance curves (FD curves)

A

Cantilever deflection

i
=
.

=

v

Distance (nm)

s | Goemec




FD kfivka - popis S

Peak Force-

o}
Adhesion _1_5_
T >
‘ | x/nm
Deformation Stiffness. ! Energy Dissipation
AF/ Ax

‘Approach
Withdrawal

Contact Mechanics
Fitfor Elastic Modulus (E)

Energy Dissipation

Tip-Sample Separation (nm)

S CcETEC

ScanAssyst — Automatizace AFM méreni

g iiaa

ScanAssyst - princip

—— —

i ‘
Tip trajectory i‘
Approach Withdraw
A _—]

.
" Paak tapping force

W\F —y
i
—j;;*-— Peak tapping force l|

time Zposition




Dékuji za pozornost
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