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SEZNAM ZKRATEK

DNA .. deoxyribonukleova kyselina

SSDNA ..o, jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina
dSDNA........ccoeiierveeci, dvouvlaknova deoxyribonukleova kyselina
RNA.....co e, ribonukleova kyselina
A, adenin

T thymin

C o cytosin

G guanin

SPM .., mikroskopie skenujici sondou

AFM L mikroskopie atoméarnich sil

STM ., skenovaci tunelova mikroskopie

MFM ..o mikroskopie magnetickych sil

KPFM ..oooiiiiiiciciiecin, Kelvinova silova mikroskopie

CAFM. ..., vodivostni mikroskopie
SCM..coiiiii skenovaci kapacitni mikroskopie

HS-AFM ... vysokorychlostni mikroskopie atomdrnich sil
HOPG ... vysoce orientovany pyrolyticky grafit
EDTA e, kyselina ethylendiamintetraoctova

TRIS o, tris(hydroxymethyl)aminomethan



1. UVOD

Nanotechnologie v dnesni dobé uz nepiedstavuji nic exotického. Nanomaterialy
jsou vyuzivany naptiklad v elektronice, chemickém a automobilovém prumyslu ¢i pii
feSeni znec€iSténi zivotniho prostiedi. V poslednich letech se také vklada velké usili do
vyzkumu nanomateriali pro ucely mediciny a farmacie. Objevily se nové obory
nanomedicina a nanobiotechnologie, které se zabyvaji uplatnénim nanotechnologii
v diagnostice a terapii riznych onemocnéni, pii vyvoji novych 1é¢iv ¢i pro ochranu
a zlepSeni lidského zdravi.

Jednou ze zobrazovacich metod, které nanotechnogie nabizi, je i mikroskopie
atomarnich sil, ktera se obecné fadi mezi mikroskopie skenujici sondou, kam kromé AFM
patii i skenovaci tunelova mikroskopie. Objev metod mikroskopie skenujici sondou v 80.
letech minulého stoleti znamenal obrovsky védecky pokrok, protoze techniky pozdéji
umoznily vytvoreni trojrozmérného obrazu s atomarnim rozli§enim. Dnes je mozné diky
témto metodam zobrazit povrchy ruznych typu s riznymi vlastnostmi. V praxi miizeme
Castéji narazit na AFM, kterd umoznuje na rozdil od STM méfeni v kapalné fazi
a zobrazeni jak vodivych, tak nevodivych povrchl. Obraz je vytvafen na zakladé
mapovani atomarnich sil na povrchu zkoumaného vzorku [1].

AFM byla v ramci této diplomové prace vyuzita ke studiu hybridniho materialu,
ktery byl vytvofen adsorpci molekul DNA na grafen. Zminény systém stoji z hlediska
nanomediciny za pozornost, protoze diky svym vlastnostem muze najit v budoucnu

uplatnéni pii transportu genti nebo jako velmi citlivy a selektivni biosenzor [2].
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2. TEORETICKA CAST

2.1 DNA

Deoxyribonukleova kyselina spole¢né s ribonukleovou kyselinou patii do skupiny
nukleovych kyselin, které objevil vroce 1869 Svycarsky biolog Friedrich Miescher
V jadrech leukocytu z pouzitych chirurgickych obvazi. Nukleové kyseliny se fadi mezi
nejvyznamngjs$i biomolekuly, protoze jejich prostfednictvim je ukladédna a ptendSena
geneticka informace, ktera zajiSt'uje spravnou funkci zivych soustav. DNA je nositelem
genetické informace u vSech organismt s vyjimkou RNA virti. Jeji molekula je tvofena
dvéma polynukleotidovymi fetézci, které vznikaji spojovanim nukleotidovych
podjednotek [3, 4].

Kazdy nukleotid obsahuje tfi slozky: dusikatou bazi, sacharid a zbytek kyseliny
fosfore¢né. V nukleovych kyselinach je mozné nalézt pét typt dusikatych bazi. T¥i z nich
(adenin, cytosin a guanin) se objevuji jak v DNA, tak v RNA, kdezto thymin se vyskytuje
pouze v DNA a uracil pouze v RNA. Zakladem dusikatych bazi je heterocyklicky kruh
obsahujici dusik. Cytosin, thymin a uracil jsou zalozeny na pyrimidinovém kruhu, ale
adenin a guanin na kruhu purinovém.

Dalsi sloZkou nukleotidu je sacharid. DNA obsahuje deoxyribosu, kdezto v RNA
je ptitomna ribosa. V obou ptipadech se jednéd o pétiuhlikaty sacharid. Jak vSak nézev
napovida, ve struktufe deoxyribosy chybi atom kysliku, ktery je v ribose vazan na
uhlikovy atom ¢islo 2. Spojenim dusikaté baze a sacharidu, které je uskute¢néno
prostiednictvim glykosidické vazby, vznikd struktura oznacovana jako nukleosid.
Pomoci fosfatové vazby je k nukleosidu ptipojen zbytek kyseliny fosforeéné a vznika
nukleotid [4].

Jednotlivé nukleotidy pfedstavuji monomerni jednotky propojené prostiednictvim
fosfodiesterové vazby, kterd vznikd mezi 3¢ uhlikem jednoho nukleotidu a 5¢ uhlikem
nukleotidu druhého. Prodlouzeni fetézce se d&je kondenzacni reakci, ktera je
z energetického hlediska umoznéna skutec¢nosti, ze nukleotidy vstupuji do reakce jako
energeticky bohaté nukleosidtrifosfaty. Vysledny fetézec ma pak 3° konec tvoifeny

hydroxylovou skupinou a 5° konec, kterym je fosfatova skupina [5].

2.1.1 Struktura DNA
V ptipadé nukleovych kyseliny obecné je rozliSovana struktura primdérni,

sekundarni a tercidrni. Pofadi nukleotidi v polynukleotidovém fetézci charakterizuje
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primarni struktura. Sekundarni struktura je urcena polohou nukleotidi v prostoru
a k jejimu vzniku dochazi po spojenim dvou fetézcti prostiednictvim vodikovych vazeb.
Retézce jsou tzv. antiparalelni. Jeden fetézec je orientovan ve sméru od 3° konce
k 5¢ konci, druhy naopak od 5 konce k 3 konci. Vodikové vazby propojujici fetézce se
tvofi mezi komplementarnimi bazemi. Adenin se paruje s thyminem. Mezi nimi je mozné
nalézt dvé vodikové vazby. A cytosin tvofi par s guaninem. Oba jsou spojeny tfemi
vodikovymi vazbami. Z poznatku o komplementarité bazi vyplyva vztah, ktery je dnes
znamy jako Chargaffova pravidla. V DNA je obsazen shodny pocet molekul adeninu
a thyminu a také stejné mnozstvi molekul cytosinu a guaninu.

Sekundérni struktury jsou reprezentovany riznymi formami dvojité Sroubovice,
také oznacované jako helix, ktera vznika obta¢enim polynukleotidovych fetézct kolem
sebe navzajem. Vzhled dvouSroubovice neni hladky, ale vyznacuje tzv. mensim a vétSim
zlabkem, které¢ jsou misty, kde se na DNA muze vazat naptiklad polypeptid nebo 1é¢iva
latka. V zavislosti na podminkach je mozné DNA pozorovat ve formé A, B nebo Z [6].

Strukturu B-DNA spravné piedpoveédéli védcei James Watson a Francis Crick. Prace
Watsona a Cricka vsobé spojila piedeslé poznatky riznych studii a opirala se
0 matematické modely, vysledky chemické analyzy a snimky z rentgenové
krystalografie, které tehdy potidila Rosalind Franklinova. B-DNA, ktera je povazovana
za fyziologickou formu DNA, ma podobu pravoto¢ivé Sroubovice, jeji pramér je asi 2 nm.
Jeden zavit zahrnuje 10 pard bazi a stoupani na zavit je ptiblizn€ 3,4 nm. Jestlize je snizen
relativni obsah vody v prostiedi na 75%, B-DNA ptechazi vratné do usporadani A-DNA.
Ta také predstavuje pravoto¢ivou Sroubovici, ktera vSak ve srovnani s B-DNA m4 Sir§i
a vice plochou podobu. Jeji primér je 2,6 nm. Na jeden zavit zde pfipada 11 part bazi
a stoupani na zavit je 2,8 nm. V soucasnosti se predpoklada, ze konformacni zména B-
DNA — A-DNA je odpovédna za vyssi odolnost DNA bakteridlnich spor vii¢i poskozeni
ultrafialovym zafenim. Dalsi forma, Z-DNA, je levotociva. Vyznacuje se hlubokym
mensim Zlabkem a prakticky nerozeznatelnym vétSim Zladbkem. Diky tomu pfipomina
levotoCivy vrtak. Jeji primér je asi 1,8 nm, Stoupani na jeden zavit, ktery zahrnuje 12
part bazi, ¢ini 4,5 nm. Biologicka funkce Z-DNA zatim neni bohuzel znama [3].

Helikdlni struktura ale nepfedstavuje finalni podobu DNA, kterou lze nalézt
vjadrech bun¢k. Prokaryotni DNA muize vytvafet pozitivhi nebo negativni
nadSroubovicové vinuti, které reprezentuje terciarni strukturu DNA. Pozitivni se
vyznacuje staenim nadSroubovice po sméru hodinovych rucicek, negativni pak ve sméru

opacném. NadsSroubovicové vinuti hraje roli pii procesu replikace DNA a enzymy, které
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jej ovliviiuji, se oznacuji jako topoizomerazy. Terciarni struktura eukaryotni DNA, tedy
1 podoba nadSroubovice, je odlisna. Zaporné nabité fosfatové skupiny DNA interaguji
s kladn¢ nabitymi funkénimi skupinami proteinti, které jsou oznacovany jako histony.

Vznika tak material zvany chromatin [6].

N-glykosidova 5' -konec

Y
vazba %, p

e

" fosfodiesterova

vazba
-konec 3' -konec

Obr. 1. Usek molekuly DNA. [7]

2.2 Uhlikové nanomaterialy

Nanomaterialy je mozné definovat jako objekty, které maji alespoil jeden rozmér
mensi neZ 100 nm. Jejich vlastnosti se mohou vyrazné odliSovat od vlastnosti
makroskopického materialu stejného druhu. Velikost napiiklad uréuje antimikrobialni
aktivitu stfibra nebo elektrickou vodivost nékterych kovu [8].

Uhlik se fadi mezi nekovové prvky a lze jej najit v riznych formach v kazdém
zivém organismu. Jiz od druhé poloviny 20. stoleti pfitahuji nanomaterialy uhliku velkou
pozornost a jsou intenzivné studovany. Dé&je se tak proto, Ze mnohé z nich se vyznacuji
neobycejnymi mechanickymi, elektrickymi, optickymi a také chemickymi vlastnostmi.
Uhlikové nanomaterialy 1ze roztiidit do skupin na zaklad¢ jejich rozmért. Prvni skupinou
jsou bezrozmérné nanomateridly (0-D), jejichz velikost se ve vSech tiech rozmérech
pohybuje v méfitku nanometri. Radi se sem naptiklad fullereny, nano&astice

a nanodiamanty. Druhou skupinu pfedstavuji nanomateridly jednorozmérné (1-D)
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se dvéma rozméry ve Skdle nanometri. Zastupce reprezentuji uhlikovd nanovldkna
a nanotrubice. Grafen je pak prikladem dvourozmérnych nanomateriali (2-D), které se

vyznacuji jedinym rozmérem v méfitku nanometra [9].

2.2.1 Grafen

Zatimco grafit je znam jako pfirozen¢ se vyskytujici material uz témeét pét set let,
tak jinou alotropickou modifikaci uhliku, grafen, se podaftilo poprvé pfipravit az v roce
2004. Na univerzité v britském Manchesteru Andre Geim a jeho spolupracovnici k zisku
grafenu z grafitu uplatnili techniku mechanické exfoliace, pii které se pouziva obyc¢ejna
lepici paska. Ziskany produkt mél podobu jednovrstvych a vicevrstvych vlocek.

Grafen predstavuje dvourozmérny nanomaterial tvofeny atomy uhliku v hybridnim
stavu sp2. Ty jsou uspofadany tak, Zze v roviné vytvaii Sesti¢lenné kruhy p¥ipominajici
véeli plastev. Hybridni stav sp? atomi uhliku v grafenu vznika energetickym sjednocenim
atomovych orbitall s, px a py. Elektrony téchto orbital se podileji na vytvoreni vazby
typu o se tfemi sousednimi atomy. Zbyvajici p; orbital kazdého atomu uhliku se prekryva
se tfemi okolnimi p; orbitaly a dohromady davaji vzniknout pasu = orbitalt, které jsou
obsazeny elektrony puvodnich orbitall p,. Tento delokalizovany elektronovy systém je
znam jako valenéni pas. Pas tvofeny volnymi n* orbitaly se pak oznacuje jako vodivostni
pas. Popsané usporadani stoji za vyjimecnymi vlastnostmi, které se s materiadly
zalozenymi na grafenu spojuji [10].

Grafen 1ze oznacit jako polokov s nulovou §itkou zakdzaného péasu. Je vybornym
vodi¢em elektrického proudu, protoze vykazuje tzv. balisticky transport, pii kterém se
elektrony materialem pohybuji, jakoby nemély zadnou efektivni hmotnost. Rychlost
elektronii se blizi rychlosti svétla a hodnota jejich pohyblivosti dosahuje az
200 000 cm?/(V - s). Mechanické vlastnosti grafenu byly zkoumany pomoci
matematickych simulaci a AFM. Hodnota Youngova modulu pruznosti byla stanovena
ptiblizn€ na 1 TPa a hodnota pevnosti v lomu ¢ini asi 130 GPa. Pro srovnani, Younglv
modul pruznosti oceli je ptiblizné pouze 200 GPa a pevnost v lomu oceli pak zhruba jen
400 MPa. Grafen ma také neobycCejné optické vlastnosti. Propousti az 97,7 % zareni
z viditelné oblasti elektromagnetického spektra. Prithlednost se vSak linearn€ sniZuje se
rostoucim pocétem vrstev [11].

RozliSovany jsou tii typy grafenu: jednovrstvy, dvouvrstvy a vicevrstvy. Pocet

vrstev vicevrstvého grafenu vSak neni vyssi nez deset. Grafen tvoii zékladni stavebni
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jednotku nékterych dalSich alotropickych forem uhliku, napt. uhlikovych nanotrubic
a fullerent [12].

2.2.2 Kombinace grafenu a DNA

Existuji rozdilné piistupy, jak vytvofit hybridni materidl spojujici
biomakromolekuly a nanomateridly. Prvni cestu pfedstavuje spojeni prostfednictvim
kovalentni vazby. Nebo je mozné jednu molekulu vlozit do dutiny vytvorené druhou
molekulou ¢i molekulami. Tieti moznost spociva ve vyuziti adsorpce. Pravé tento tieti
zpusob je nejvhodnéjsi pro kombinaci grafenu a DNA [13].

Na grafen se miize adsorbovat jak ssDNA, tak dsDNA. Vazba probiha
prostiednictvim m — 7 interakce mezi bazi nukleotidu a povrchem grafenu. Ve srovnani
s dsDNA, ktera se vaze az pti vysokych hodnotach iontové sily roztoku, je vazba ssDNA
pevnéjsi. Silu adsorpce ovliviluje vyznamnym zpisobem primarni struktura DNA
a zastoupeni nukloebazi v polynukleotidovém fetézci. Energie vazby mezi nukleobazi
a grafenem klesa v fadé G > A > C > T. Grafen po adsorpci chrani molekulu DNA pted
enzymatickym rozkladem a naopak DNA brani agregaci grafenovych vrstev. Z tohoto
duvodu je mozné DNA pouzit pfi ultrazvukové dispergaci grafitu [14, 15].

Mezi vyjime¢né vlastnosti grafenu patti velky povrch, pruznost, elektricka
vodivost, moznost chemické modifikace ovlivilujici velikost zakdzané¢ho pasu. U
molekuly DNA je zase moZzno chemickou syntézou urcit jeji primarni strukturu. Spojenim
grafenu a DNA vznikd novy nanomaterial, ktery by mohl najit vyuZziti v biomediciné
pii genove terapii a dorucovani 1é€¢ivych latek nebo by mohl byt pouzit jako velmi citlivy
elektrochemicky sensor [14, 16].

Priklad pouziti grafenu modifikovaného ssDNA jako citlivého senzoru predvedl
Lu a jeho spolupracovnici. Zafizeni, které vytvofili, umoziuje detekovat a rozlisit nékolik
chemicky podobnych plynnych analyti. D&je se tak pravé diky molekuldm ssDNA, které
zde pulisobi jako senzibilizujici prvek zasadn€ zvysujici citlivost a rozliSovaci schopnost
zatizeni. Senzor vynika také rychlosti své odezvy [17].

Tang a spolupracovnici pak ve své praci demonstruji vzhled a nékteré vlastnosti
materialu, kterého by bylo mozné vyuzit ke genové terapii. Ta predstavuje moznost 1écby
onemocnéni, kterd jsou geneticky podminéna, napt. n€ktera kardiovaskularni a nadorova
onemocnéni nebo AIDS. Metoda spocivd v procesu zavedeni sekvence DNA do
organismu, pfi¢emz pouzity usek DNA koéduje chybéjici nebo nefungujici protein. Latky

urcené ke genové terapii se obecné skladaji ze dvou prvki: nosice (vektoru) a genetického
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materialu. Nosi¢ chrani geneticky material a zdrovenn umoziiuje jeho transport do cilové
¢asti bunky. RozliSovany jsou virové a nevirové nosice. Mezi nevirové vektory se fadi
lipidy, polymery a nékteré nanomateridly uhliku jako oxid grafenu, nanotrubice
a nanocastice. Vyhodou uhlikovych nanomateriali je excelentni elektrickd a tepelna
vodivost a snadnd funkcionalizace jejich povrchu. Naopak nevyhodou je nizsi
biokompatibilita. Samotny geneticky material poté musi mit schopnost transformovat
buniku do zaddouciho stavu. Cilem vyzkumu probihajiciho v této oblasti je zisk vysoce

ucinné, netoxické a nekancerogenni 1é¢ivé latky [18, 2].

Obr. 2. Schéma priniku 1é¢ivé latky obsahujici grafen
a DNA pfes biologickou membranu. [19]

2.3 Mikroskopie skenujici sondou

Jedna se o mikroskopické techniky, které jsou schopné rozlisit detaily studovanych
povrchi az na atomérni trovni. Prvni typem SPM byla skenovaci tunelova mikroskopie,
kterou pfedstavili Gerd Binning a Heinrich Rohrer v roce 1982. O pouhé &tyfi roky
pozd¢ji obdrzeli za sviij objev Nobelovu cenu za fyziku. STM spole¢né s mikroskopii
atomarnich sil patii mezi nejrozsitenéjsi techniky SPM. Ob¢ jsou zaloZeny na skenovani
povrchu vzorku, pii kterém se velmi ostry hrot pohybuje nejenom ve sméru os X a 'y
(rovina povrchu), ale také ve sméru osy z a to podle toho, jak se méni topografie povrchu.
Na rozdil od optické a elektronové mikroskopie tak tyto techniky umoziuji vytvofit

trojrozmérny obraz vzorku [20].
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Metody SPM obecné vyuZzivaji pohybu sondy v oblasti tzv. blizkého pole, tj. ve
vzdalenosti ptfiblizné do 100 nm od vzorku. Diky tak malé vzdalenosti je mozné
dosahnout lepsiho rozliseni, nez které by odpovidalo difrakéni mezi pfedstavujici limit
rozliSeni optické mikroskopie. Vyhodou je také snizeni energie potiebné Kk zobrazeni
a dochazi k poklesu energetického zatizeni vzorku. Existuji ale i nevyhody spojené
s uvedenou vzdalenosti mezi sondou a vzorkem, mezi které patii vysoké naroky na
mechanickou stabilitu a piesnost fizeni pohybu sondy. Snadno muze dojit k poSkozeni
sondy nebo samotného vzorku. Mechanicka stabilita a také charakter interakce mezi
sondou a vzorkem pouzity k métfeni pak urcuji rozliSeni ve sméru osy z. To je jiné nez
rozliSeni v roviné x a y, které zavisi predevsim na velikosti sondy a definici méficich
rozestupl. Naprostd vétSina technik SPM nepracuje v transmisnim rezimu, ale umoziuji
zkoumat pouze povrchovou vrstvu vzorku. Je rozlisovano mnoho riznych druhit SPM,
které se navzdjem lisi konstrukei sondy a druhem fyzikalni veliCiny, ktera je k méteni

vyuzita [21].

2.3.1 Mikroskopie atomarnich sil

AFM byla vynalezena v roce 1986. Jeji hlavni vyhodou oproti STM je moznost
zobrazeni 1 nevodivych vzorkt. I tato metoda mize v nejlepsich piipadech dosahnout az
rozliSeni jednotlivych atomt. K tomu vyuziva sil atoméarniho ptivodu, nej¢astéji Van der
Waalsovych sil nebo elektrostatické repulzni sily. Silové pusobeni mezi sondou
a povrchem vzorku zpisobuje u sondy elastickou deformaci, ktera je detekovana pomoci
optického systému. Laserovy paprsek se odrazi od nosniku sondy a dopada na fotodiodu,
ktera registruje zménu jeho polohy. Pohyb sondy nebo vzorku pak obstarava
piezoelektricky prvek. Sila mezi sondou a vzorkem je béhem skenovani udrzovana na
konstantni hodnoté diky posunu sondy ve sméru osy z, coz umoziuje ziskat informaci
o topografii povrchu.

Sondy urcené pro AFM se skladaji z hrotu, nosniku a tzv. chipu. Nosnik, ktery
obstarava spojeni mezi hrotem a chipem, je pruzny a dovoluje elastickou deformaci.
rozdrceného diamantu. Dnes se k produkci sond pouzivaji polovodicové technologie

zalozené na leptani kiemiku, oxidu kfemicitého nebo nitridu kifemicitého [20].
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Obr. 3. Schéma mikroskopu atomarnich sil.

2.3.2 Pracovni rezimy AFM

Vzdalenost mezi hrotem a povrchem vzorku urcuje typ interakce, ktera je vyuzita
k samotnému méfeni. Na malé vzdalenosti, obvykle mensi nez 1 nm, puasobi
elektrostatické repulzni sily. Naopak u relativné velkych vzdalenosti v rozsahu 1 —
100 nm se uplatiuji slabé ptitazlivé interakce, kterymi jsou nejcastéji Van der Waalsovy
sily [22].

Jako prvni byl vyvinut kontaktni rezim, pfi kterém se hrot neustale jemné dotyka
povrchu vzorku. Plsobici sila je vzdy repulzni. Méfeni v kontaktnim rezimu Ize provadét
ve tfech modifikacich. Pfi méfeni s konstantni vySkou je udrZzovana stald hodnota vysky
zakladny (chipu) a podle topografie povrchu se méni ohnuti nosniku. Méfeni s konstantni
silou se vyznacuje naopak stdlym ohnutim nosniku, kterého je dosazeno pomoci pohybu
sondy nebo vzorku ve sméru osy z. Tento typ kontaktniho rezimu je v praxi aplikovan
nejcastéji, protoze redukuje zavislost prohnuti nosniku na kapilarnich silach. Velmi
zfidka lze narazit na kombinaci zminénych typl, pfi které se pohyb ve sméru osy
z pouziva pouze k dorovnani naklonu vzorku, zbylé informace o topografii jsou sbirany
diky ohybu nosniku. Kontaktni rezim je obecn¢ vhodny pro studium rovnych a tvrdych
vzorki v prostiedi plynném i kapalném [21, 22].

Dotyk hrotu a nosniku je spojen se vznikem smykovych sil, které zptisobuji torzi
nosniku. Vzniklé zkrouceni Ize sledovat pomoci optického syst¢tmu AFM vybaveného
fotodiodou rozdélenou na Ctyfi kvadranty, kterd umoziiuje soucasn¢ detekovat ohyb

I torzi. Zaznam pak kvalitativné vypovida o tfecich a adheznich vlastnostech riznych
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¢asti povrchu, které odrazi jeho chemickou, ptipadné fyzikalni podstatu. Jevu vyuziva
tzv. rezim laterarnich sil. [22, 23].

Biologické vzorky jsou v celé fad¢ ptipada slabé vazany k substratu a kontaktni
rezim muze zapfiCinit jejich poSkozeni. K piekondni tohoto problému byl vyvinut
poklepovy rezim. Nosnik osciluje s frekvenci blizici se rezonanci a je v kontaktu se
vzorkem jen po velmi kratky casovy okamzik. V pribéhu méfeni je monitorovana
amplituda oscilaci, ktera se snizi po priblizeni hrotu ke vzorku. Zdznamem zpétné vazby,
kterd je potieba k udrzeni konstantni amplitudy, je ziskana informace 0 topografii
povrchu. Pfi periodicky se opakujicim piiblizovani hrotu k povrchu prochazi sonda
oblasti pfitazlivych i repulznich sil. Oscilace nosniku mohou byt vybuzeny dvéma
zpusoby. Bud’ pomoci piezoelektrického prvku, ktery se dotykd chipu sondy, nebo
S vyuzitim méniciho se magnetického pole, které plisobi na tenky magneticky film na
horni strané nosniku [22].

Pti bezkontaktnim rezimu nosnik osciluje v oblasti pfitazlivych sil. Ty jsou ve
srovnani s elektrostatickou repulzni silou velmi slabé. Paklize je hrot od povrchu vzdalen
vice nez 0,6 nm, sily nejsou vétsi nez 1 pN. Vyhoda tohoto nastaveni spociva ve velmi
vysoké citlivosti a malé sile pisobici na vzorek. Citlivost je tzce spojena s tuhosti
nosniku. Relativné tuhy nosnik umoziuje eliminovat nestability odpovédné za Sum pii
meétfeni. Amplituda oscilaci nosniku se obvykle pohybuje kolem 1 nm, coz je méné ve
srovnani s poklepovym rezimem, u kter¢ho amplituda dosahuje hodnot kolem 10 nm.
RozliSeni bezkontaktniho rezimu klesa s rostouci hodnotou vzdalenosti hrot — povrch

[24].

Poklepovy
Sila pusobici

> Vzdalenost hrot - vzorek

mezi hrotem

-
a vzorkem

Bezkontaktni
! <

>

Obr. 4. Schéma zobrazujici mozné rezimy AFM.
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2.3.3 RozliSeni AFM

Nejlepsi mikroskopy atomarnich sil se vyznacuji rozliSenim jednotlivych atomt,
coz je srovnatelné s nejpokrocilejsSimi elektronovymi mikroskopy. AFM vSak nabizi
nekolik vyhod, napt. moZnost pracovat v riznych prostiedich. V piipadé klasické optické
i elektronové mikroskopie je rozliSeni predevsim limitovano délkou viny, kterou lze spojit
S pohybem castice vyuzité k vytvoreni obrazu. U AFM zavisi zejména na tvaru hrotu

a moznostech piezoelektrického skeneru.

/ IAZ IH

<

Obr. 5. Schéma popisujici rozliseni SPM. [25]

Na obrazku 5 je schematicky znazornén hrot sondy s polomérem zakftiveni R, ktery
skenuje povrch vzorku obsahujici velmi uzké vybézky, jejichZz vyska je oznacena H
a vzdalenost mezi nimi ¢ini d. TeCkovana linie zobrazuje trajektorii hrotu, ktera je ve
skutecnosti jeho obracenym profilem. Jestlize Az popisuje vzdalenost mezi horni hranou
objektl a prisecikem trajektorii pohybu sondy, 1ze odvodit nasledujici vztah:

d = 2(2RAz)% 1)
Pro vypocet limitu rozliSeni lze pak vyuzZit Rayleigho kritérium, dle kter¢ho pro
minimélni vzdéalenost dvou rozliSitelnych bodit dmin plati, ze Az = 0,2H. Vysledek je
nasledujici:
dpin = 2(0,4RH)%> (2)
V pftipad¢, Ze parametry R a H jsou rovny 0,1 nm, poté plati dmin = 0,12 nm, coZ se
ptiblizné shoduje s velikosti jednotlivych atom. Mnohem castéji se ale |ze setkat s hroty,
jejichz polomér zaktiveni R je mnohem vetsi, nejcastéji kolem 10 nm. Hodnota dmin pak

vzroste na zhruba 5,7 nm.
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Rozliseni AFM ale ovliviuji i dalsi faktory, ze kterych za zminku stoji kapilarni
jevy. Casto je mozné se setkat se situaci, ze povrch vzorku je pokryt tenkou vodni vrstvou,
ktera se vytvoii adsorpci vzdusné vlhkosti. Toto chovani je typické pro hydrofilni
povrchy, jako je napf. slida. Hroty AFM vyrobené z kiemiku nebo nitridu kfemiku se také
vyznacuji hydrofilitou, a proto se miize pfi ptiblizovani sondy k povrchu vytvoftit mezi
hrotem a povrchem mistek slozeny z molekul vody. Takovy systém se vyznacuje
vysokou hodnotou kapilarni sily €inici az desitky nN. Sila je natolik velka, ze muze dojit
k tazeni vzorku po povrchu substratu a cely proces zobrazeni se komplikuje. Vliv
kapilarni sily 1ze redukovat n€kolika zpiisoby. Mén¢ Casto se vyuziva méteni pfi nizké
relativni vlhkosti nebo ve vakuu, které neni vhodné pro studium biologickych vzorki.
Obvyklejsi a elegantnéjSi feSeni spocivd v aplikaci poklepového reZimu. Problém

existence kapilarni sily se samoziejmé nevztahuje pro méteni v kapalné fazi [25].

2.3.4 Vybrané variace AFM

V souCasném vyzkumu nachazeji stale vétsi uplatnéni kromé klasickych metod
SPM také tzv. vicepifechodové techniky, které umoziiuji studovat i jiné vlastnosti povrchu
neZ je topografie. Vlastni méteni zahrnuje dva kroky. Prvni pfechod podél skenovaci linie
je proveden v kontaktnim nebo poklepovém rezimu a je pii ném ziskana informace
o0 topografii. Pii druhém piechodu je piedtim nabyta informace vyuzita k potlaceni vlivu
prvki povrchu na méfeni vybranych vlastnosti. Sonda je umisténa ve vhodné vysce nad
povrchem (pfiblizn¢ 100 nm) a jeji pohyb pfi skenovani kopiruje tvar povrchu. Zvolena
vyska vSak nesmi byt ptili§ vysokd, jinak by mohla zplisobit zeslabeni méficiho signalu
a zhorSeni lateralniho rozliseni.

Mikroskopie magnetickych sil umoznuje zobrazit rozlozeni magnetickych poli.
MFM je provadéna prostfednictvim magnetickych sond, které maji podobu kiemikové
sondy potazené velmi tenkym filmem magnetického materialu. Mezi stinné stranky této
techniky patii fakt, Ze pti skenovani vzorkl s nizkou koercitivitou mize snadno dojit ke
zmén¢ jejich magnetizace. Rozlozeni magnetickych poli se bude 1isit od jednoho méteni
ke druhému. MFM Vv praxi €asto nachdzi uplatnéni pii studiu vlastnosti magnetickych
uloznych zatizeni. Vyuziva se ale i pti charakterizaci magnetickych nanomateriald, napf.
jednodoménovych kovovych tecek. [26].

Pomoci Kelvinovy silové mikroskopie 1ze mapovat rozlozeni vystupni prace. Jedna
se o veli¢inu, kterou lze v pfipadé¢ kovi povazovat za energeticky rozdil mezi

tzv. hladinou vakua a Fermiho energii. U jinych typt materiald, jako jsou polovodice
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a izolanty, mize byt pak na vystupni praci nahlizeno jako na energeticky rozdil mezi
hladinou vakua a nejslabé&ji vazanym elektronem uvnitt vzorku. Vystupni prace zavisi
nejen na vlastnostech samotného materialu, ale také na adsorbovanych latkach, tloustce
vrstvy oxidi, koncentraci dopantu nebo teploté. KPFM piedstavuje techniku uZite¢nou
pro zkoumani povrchti slozenych z riiznych materiald, napt. kompozitnich materialti nebo
smési polymerd.

Vodivostni mikroskopii mohou byt méieny lokalni elektrické proudy mezi hrotem
a povrchem vzorku. Pfi méteni je nejdiive na hrot vloZeno elektrické napéti a nasledné se
provadi skenovani v kontaktnim rezimu. CAFM se nefadi k vicepfechodovym
technikam. Na rozdil od STM, kde je zpétnd vazba zalozena na udrzovani konstantni
hodnoty elektrického proudu, je v piipadé CAFM zpétna vazba odpovédna za nastaveni
konstantni sily mezi hrotem a povrchem. Diky tomuto mechanismu mohou byt zkoumany
i heterogenni materialy predstavujici kombinaci vodice a izolantu bez hrozby zniceni
hrotu pii skenovani nevodivé ¢asti povrchu. Proudy, které jsou zaznamenavany, zavisi
jednak na vodivosti vzorku, jednak na napéti vlozeném na hrot. V typickych ptipadech
jsou méteny hodnoty elektrického proudu od 1 pA do 1 nA [27].

Skenovaci kapacitni mikroskopie je technika vyvinuta k zobrazeni rozlozeni
kapacitance na povrchu vzorku a poskytuje tedy podobnou informaci jako CAFM. SCM
se ale 1i8i tim, Ze se jedna o vicepfechodovou techniku, pfi niZ se uplatiiuje poklepovy
rezim. Ve chvilich, kdy se sonda diky svym oscilacim dostava do kontaktu se vzorkem,
vznika systém chovajici se jako elektricky kondenzator. Po aplikaci napéti mohou poté
byt méteny elektrické vlastnosti vytvoieného systému, napft. jalovy odpor (kapacitance).
Vyuzit SCM lze tak pro studium dielektrickych vlastnosti povrchovych vrstev nebo pti

zkoumani hustoty nosi¢t naboje v polovodi¢ovych soucastkach [26].
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Obr. 6. Schéma znazornujici druhy piechod pii SCM. Barevné odlisené
oblasti povrchu se vyznacuji riiznou kapacitanci, coz se promita do
hodnoty magnitudy oscilaci sondy. [26]

2.3.5 Studium DNA pomoci AFM

DNA zacala byt pomoci AFM studovana na zacatku 90. let. Pionyrské prace
Vv tomto specifickém odvétvi provedli americti védci Stuart Lindsay a Yuri Lyubchenko,
kterym se podaftilo zobrazit jednotlivé molekuly DNA ve vodném prostiedi i na vzduchu.

AFM je z velkého mnozstvi mikroskopickych technik pfitazlivd pro studium
nukleovych kyselin pro svou univerzalnost a schopnost zobrazovat dynamiku struktur
tvofenych DNA nebo RNA. Klicovym krokem pfi procesu vytvareni obrazu biologickych
makromolekul je jejich imobilizace, ktera zahrnuje vybér vhodného substratu, jeho
eventudlni modifikaci a ptipadné Upravu slozeni roztoku ur¢eného k vlastni depozici.
Naprosta vétSina technik imobilizace je zaloZena na kompenzaci zdporného naboje DNA
a RNA. Povrch substratu ziskava kladny naboj a molekula nukleové kyseliny je zadrzena
pomoci pfitazlivé elektrostatické sily. Mezi nejbeznéjSimi substraty pro studium
biologickych vzorkt se fadi slida, sklo, zlaté filmy a vysoce orientovany pyrolyticky
grafit [28].

Slida je souhrnné oznaceni pro mnozstvi odliSnych kiemicitanovych minerali. Pro
potieby AFM slouzi zejména muskovitova slida se vzorcem KAI2(AlSizO10)(OH).. Jedna
se o nevodivy materidl sloZzeny z velkého mnoZstvi vrstev, které jsou silné ptiblizné 1 nm.
Charakteristicky znak slidy predstavuje perfektni stépitelnost vrstev, diky niz mize byt
horni vrstva snadno odstranéna pomoci obycejné lepici pasky. Vysledkem je zisk ¢istého,

atomarné hladkého povrchu, ktery se vyznacuje hydrofilitou. To jej Cini idedlnim
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podkladem pro hydrofilni molekuly, mezi které se fadi vétSina biomolekul. Povrch
cerstve ocisténé slidy ma zaporny néboj, proto se jedna také o vyborny substrat pro kladné
nabité molekuly. Adsorpce zaporné nabitych molekul, jako jsou nukleové kyseliny, ale
vyzaduje specidlni upravy povrchu nebo samotného vzorku. Prvni moznosti je oSetieni
slidy roztokem obsahujicim ionty Mg?* v koncentraci 5 — 10 mmol/L. Bylo téz dokazano,
7e predCasné osetfeni substratu pomoci roztoku neni tieba, paklize jsou ionty Mg?*
pritomny v roztoku nukleové kyseliny. Dalsi studie pak rozsitily spektrum pouzitelnych
kovovych iontt o kationty Ni?*, Co?" a Zn?'. Pevnost vytvoiené vazby zavisi na
koncentraci danych iontl, ale také na iontovém poloméru. S klesajicim iontovym
polomérem narQsta pevnost vazby. Alternativni ptistup spoc¢iva v chemické modifikaci
slidy silany. V praxi se vyuziva oSetfeni povrchu slidy 3-aminopropyltriethoxysilanem
(zkracen& APTES) za vzniku tzv. AP-slidy. Tato metoda byla vyvinuta pfibliZzné€ soucasné
s postupem pouzivajicim ionty Mg?* a byla isp&sné aplikovana pro zobrazeni samotné
DNA nebo komplexu DNA a proteinti. Moznosti je téz funkcionalizace povrchu slidy s 3-
aminopropylsilantranem za vzniku APS-slidy [28, 29].

Sklo reprezentuje vhodny material pro biologické vzorky. Povrch skla je dostate¢né
hladky pro zobrazeni bun¢k a dalSich velkych struktur, ale obvykle je pfili§ drsny pro
zobrazeni adsorbovanych molekul. Povrch skla je vzdy kontaminovan organickymi
latkami a ¢asticemi, které by pied pouzitim mély byt odstranény macenim v silné kyseling
[30].

V néekterych ptipadech mohou byt preferovany hydrofébni substraty, napt. vysoce
orientovany pyrolyticky grafit. Zajimavou vlastnosti HOPG je jeho vodivost, diky které
jej lze pouzit pro vodivostni studie. Podobné jako slida se HOPG vyznacuje vrstevnatou
strukturou a jeho povrch lze snadno o€istit pomoci lepici pasky. Snimky vzorki s HOPG
je vSak tfeba analyzovat velmi dikladnég, protoZe povrchové defekty a jemna struktura

hran ¢istého HOPG muzou vzhledové ptipominat oekavané struktury DNA [28].

2.3.6 Soucasné trendy ve vyvoji AFM pro studium biomolekul

Metoda AFM je v soucasnosti rozvijena predeviim ve dvou smérech. Usili je
vénovano vyvoji velmi ostrych, chemicky modifikovatelnych hrotd a téZ jsou zkoumany
moznosti zrychleni procesu vytvareni snimku.

Ptedstavenim hrotii s uhlikovymi nanotrubicemi byly znatelné posunuty hranice
lateralniho rozliSeni AFM. Velkym ptinosem tohoto typu hrotl je dobra znalost struktury

jejich povrchu a moznost chemické modifikace. Na samotny konec uhlikové nanotrubice
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Ize dokonce navazat jednu jedinou molekulu, coz umoziuje provadét chemické mapovani
s dfive nemyslitelnym rozliSenim. Chemicky modifikované hroty nachazeji uplatnéni ve
strukturni biochemii pfi rozbalovani proteint nebo rozplétani nukleovych kyselin [22].

Konvencni AFM ve srovnani s konkurencnimi technikami pracuje pomaleji.
Vytvoreni snimku S rozliSenim 100 x 100 obrazovych bodi zabere v typickém ptipadé
30 — 60 s, casto déle. Snimkem je zde pfitom myslen trojrozmérny obraz plochy
studovaného povrchu v definovaném rozliSeni. N¢kolik pracovnich skupin se v minulych
letech zabyvalo vyvojem uspotfadani, které umoznuje rychlejsi sbér dat. Prvni rychle
skenujici AFM sestrojil Quate se svymi spolupracovniky. Jimi navrzené¢ AFM
obsahovalo n¢kolik fad samostatnych sond, jejichz tuhost v§ak neumoziovala zobrazeni
biologickych systémi. Tento problém byl vyfeSen pracovni skupinou Hansmy, ktery ve
svém zafizeni pouzil kratkych nosnikt s vysokou rezonanéni frekvenci. Hansmovo HS-
AFM dovolovalo sbér dat rychlosti zhruba stokrat vyssi ve srovnani s konven¢ni AFM,
vytvoreni snimku s rozlisenim 100 x 100 obrazovych bodu zabralo pfiblizné 2 s. Ando
a spolupracovnici pak Hansmiv systém déle rozvijeli zdokonalenim skeneru a navrhem
elektroniky pro rychly sbér dat. Ando se svym tymem doséhl vygenerovat snimek o0 100
x 100 obrazovych bodech za 0,08 s. S témito parametry dokazali pozorovat dynamiku
myozinu. Dnesni systémy HS-AFM dosahuji rychlosti 25 snimku za sekundu pro plochu
250 x 250 nm a rozliseni 100 x 100 obrazovych bodu [28].

2.4 Ramanova spektrometrie

Pficinou existence spektralnich pasi v molekularnich spektrech jsou absorpce,
emise nebo rozptyl fotond molekulami. Interakce molekuly afotonu, kvanta
elektromagnetického zafeni, je doprovazena zménou energetického stavu castice. Miize
se jednat o stav elektronovy, vibra¢ni nebo rota¢ni. Ramanova spektrometrie predstavuje
techniku, ktera se studiem frekvenci pfitomnych v neelasticky rozptyleném zafeni
zamé&fuje na vibracni a rotacni hladiny energie. Energii fotonu, ktery je absorbovan,
emitovan €i rozptylen, 1ze vyjadfit pomoci Bohrovy podminky:

hv = [E; — E| 3)

E1 a E2 reprezentuji energie jednotlivych energetickych stavli, h znac¢i Planckovu
konstantu a v pak frekvenci fotonu [31].

Jev neelastického rozptylu svétla byl poprvé pozorovan indickymi védci Ramanem
a Krishnanem v roce 1928. Od té doby se pouziva termin Ramanova spektrometrie.

Zminéni védci V pivodnim experimentu zaméfili pomoci Co¢ky slunecni svétlo na
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vzorek, ktery byl reprezentovan bud’ preciSténou kapalinou, nebo parami zbavenych
prachovych ¢astic. Druhd ¢ocka byla umisténa za samotnym vzorkem a slouzila ke sbéru
rozptyleného zafeni. Pomoci systému optickych filtrii pak Raman s Krishnanem
V rozptyleném zéateni pozorovali i jiné frekvence, nez které byly obsazeny v pouzitém
slune¢nim svétle.

V dnesni dobé K ozafeni vzorku pouziva monochromatické zafeni. Detekované
rozptylené zéateni pak obsahuje informaci o piipadné zméné vibracniho stavu molekuly.
Na rozdil od infracervené spektrometrie pii studiu Ramanova rozptylu neni nutné, aby se
energie pouzitého =zafeni shodovala s energetickym rozdilem mezi zdkladnim
a excitovanym vibra¢nim stavem. Zafeni interaguje s molekulou za vzniku kratce
trvajiciho stavu, ktery je oznaovan jako virtudlni stav. Ten je velmi nestaly a molekula
se stabilizuje opétovnym vyzafenim fotonu. Paklize proces rozptylu zareni zahrnuje
pouze deformaci elektronového oblaku beze zmén polohy atomovych jader, jedna se
0 elasticky rozptyl zatfeni oznaCovany také jako Rayleighiiv rozptyl. Jestlize vSak pfi
procesu rozptylu dochazi ke zméné pohybu atomovych jader, 1ze mluvit o neelastickém
Ramanové rozptylu. Energie dopadajiciho a rozptyleného fotonu se pak 1isi o energeticky
rozdil mezi jednotlivymi vibracnimi stavy. Ramaniv rozptyl se vyznacuje velice malou
intezitou. Ptiblizn¢ pouze jeden foton z milionu je rozptylen neelasticky, ostatni podléhayji
rozptylu elastickému. AZ rychlé pokroky techniky v oblasti laseri a mikroskopie
Vv poslednich desetiletich umoZnily zaméfit velké mnoZstvi energie na malou plochu
vzorku, zvysit intenzitu elasticky rozptyleného zafeni a tim napomoci K rozsifeni
Ramanovy spektrometrie mimo védecké laboratote.

V Ramanovych spektrech jsou rozliSovany Stokesovy a anti-Stokesovy pasy.
Stokesovy pasy lze spojit s procesy, pti nichz molekula pfechdzi z energeticky nizSiho
vibra¢niho stavu do vyS$siho. Ale nékteré molekuly se diky tepelné energii mohou jiz
nachazet v excitovaném vibracnim stavu a pifi procesu rozptylu mohou ¢ast své energie
odevzdat fotonu a prejit naopak do zakladniho vibra¢niho stavu. Timto specifickym
rozptylem vznikaji ve spektru anti-Stokesovy pasy, které se obvykle vyznacuji nizkou
intenzitou, protoZe pii laboratorni teploté se bézné nachézi vétSina molekul v zakladnim
vibra¢nim stavu a nikoli ve stavu excitovaném. V praxi jsou pro ucely kvantitativni nebo

kvalitativni analyzy vyuzivany castéji pasy Stokesovy [32].
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Obr. 7. Diagram znazoriujici Rayleightiv a Ramanuv roztpyl. Zakladni
vibraéni stav je zde oznacen m, extitovany vibra¢ni stav pak n. [32]

Podle znamého vybérového pravidla 1ze pomoci Ramanova rozptylu identifikovat
vibrace, které zpuisobuji zménu v polarizovatelnosti elektronového oblaku. To se tyka
piedevsim symetrickych vibraci. Naopak v infracervené spektroskopii je nejvyssi
absorpce spojena s vibracemi, které zapfi¢inuji zménu dipélového momentu molekuly

[31].

2.4.1 Charakterizace grafenu pomoci Ramanovy spektrometrie

Vseobecné je zndmo, Ze uhlikové nanomateridly hraji v dneSni dobé stéle
vyznamnéj$i roli na poli v&dy, techniky 1 praktickych aplikaci. Grafit ¢i uhlikové
nanotrubice jsou napf. soucasti komeréné€ dostupnych baterii. Kli¢ovym poZadavkem pro
rozvoj vyzkumu a aplikaci uhlikovych nanomateriald je schopnost identifikovat
a charakterizovat jednotlivé typy materialti na laboratorni i primyslové trovni. Vyuziti
Ramanovy spektrometrie se jevi pro uvedené tucely jako velmi vhodné. Jedna se
0 nedestruktivni techniku s vysokym rozliSenim a schopnosti poskytnout velké mnoZzstvi
strukturnich informaci.

Jednoduchost méfeni Ramanovych spekter je vykoupena v mnoha ptipadech
obtizemi pfi jejich interpretaci. Nicmén¢ spektra uhlikovych nanomaterilu 1ze oznacit za
jednoduch4, obsahuji nékolik velice intenzivnich past v rozsahu 1000 — 2000 cm™L. Tvar,
intenzita a pfesna poloha jednotlivych pastu pak dovoluji rozlisit jednotlivé druhy
uhlikovych nanomaterialt. Spole¢ny znak pii excitaci zafenim z viditelné oblasti spektra

predstavuji tzv. G pas, ktery lezi piiblizné v oblasti 1560 cm ™, a D pas, ktery je situovéan
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do oblasti 1360 cm ™ a ¢asto jevi nizkou intenzitu. G pas vznika diky valenéni vibraci
uhliku v hybridnim stavu sp?, at’ uz je atom umistén v kruhu &i v fetézci. D pas je spojen
s tzv. dychacim modem sp? atomi uhliku v uzavieném cyklu. Pii pouziti ultrafialového
zafeni pro excitaci 1ze pak u amorfniho uhliku pozorovat tzv. T pas v oblasti 1060 cm™.

Spolec¢nym prvkem Ramanovych spektrech grafenu a grafitu méfenych pii excitaci
zafenim o vlnové délce 514,5 nm je G pas v oblasti 1560 — 1580 cm ™t a 2D pas vyskytujici
se piiblizné v oblasti 2700 cm™. Oznacdeni 2D je odvozeno od faktu, Zze pas odpovida
vyssi harmonické frekvenci vibrace, ktera se klasicky projevuje jako D péas. Zména ve
tvaru a intenzit¢ 2D péasu umoziuje odlisit grafen od grafitu. 2D pas grafitu se zietelné
sklada ze dvou slozek, které jsou oznacovany jako 2D1 a 2D, a jeho vySka dosahuje
¢tvrtiny az poloviny vysky G pasu. Naproti tomu grafen se vyznacuje ostrym,
jednoduchym 2D pasem, ktery je pfiblizné Ctyfikrat intenzivngj$i nez G pas. Jestlize
vicevrstvy grafen obsahuje vice nez pét vrstev, jeho spektrum se stane prakticky totozné
se spektrem pro obycejny grafit.

Modifikace povrchu grafenu ovlivni Fermiho hladinu energie a projevi se zménami

v G pasu [33].
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Obr. 8. (a) Srovnani Ramanovych spekter grafenu a grafitu pfi excitaci
zatenim o vlnové délce 514 nm. (b) Srovnani 2D pasu grafenu a grafitu. [33]
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Vysledky uvedené v experimentalni

¢asti

diplomové prace byly ziskany

Vv laboratofich Regionalniho centra pokrocilych technologii a materiald v Olomouci —

Holici. Experimenty byly provedeny s materidlni i intelektualni podporou veédecké

skupiny Nanomaterialy v biomedicing.
3.5 Material a metody

3.5.1 Pouzité chemikalie

Tab. 1. Chemikalie pouzité pii experimentech.

Chemikalie Cistota Vyrobce

RNA (5 CGC GAG AGC G 39) p.a. DNA Technology A/S (Dansko)
PNATATGOTGTTGOTACCTOT o 1A Gmbt (emecko)
DNA ((THIOL)AAA AAG GCT ATA

CAC CAC AGG TAC CAA p.a. IBA GmbH (Némecko)

CAC CAT AAT AGC C(CY3))
HOPG 99,9 % NT-MDT (Rusko)
EDTA 99 % Sigma-Aldrich (USA)
TRIS 99,3 % Carl Roth GmbH (Némecko)
chlorid hote¢naty hexahydrat p.a. Lach-Ner (CR)
kyselina octova 99 % Penta (CR)
hydroxid sodny >98 % Sigma-Aldrich (USA)
aceton >99 % Honeywell (USA)
isopropylalkohol >99,8 % Sigma-Aldrich (USA)

3.5.2 Pristrojové vybaveni a software

e analytické vahy Kern ABS-N/ABJ-NM

e pH metr inoLab 7110, WTW s kombinovanou sklenénou elektrodou

e zafizeni NTEGRA Spectra

Jednad se o modularni pfistroj, ktery kombinuje opticky mikroskop, mikroskop

atomarnich sil a Ramanlv spektrometr. Simultanni méfeni AFM a Ramanova

rozptylu umoziuje soucasné ziskat informaci o vybranych fyzikalnich vlastnostech
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a chemickém slozeni vzorku. Méfeni je mozno provadét na vzduchu nebo v kapalné

fazi. Za optimalnich podminek 1ze dosahnout lateralniho rozliseni az 10 nm [34].

-
UJ

— = + — £ NT-MDY'

Obr. 9. Zafizeni NTEGRA Spectra; (A) AFM pro méfeni za
ambientnich podminek, (B) AFM pro méfeni v kapalné fazi, (C)
Ramantiv spektrometr.

AFM sondy ETALON (HA-NC), NT-MDT, Zelenograd, Rusko

Sondy jsou vyrobeny z kiemiku. Horni strana nosniku odrézejici laserovy paprsek je
potazena zlatem. VySka hrotu je > 10 pm. Zakfiveni konce hrotu ¢ini méné neZ
10 nm. Rezonanéni frekvence se pohybuje v rozmezi 160 — 250 kHz.

AFM sondy VIT_P, NT-MDT, Zelenograd, Rusko

Sondy jsou vyrobeny z kiemiku dopovaného antimonem. Vyska hrotu je 14 — 16 um.
Zaktiveni hrotu ¢ini obvykle 6 nm, garantovano je 10 nm. Rezonanéni frekvence se
pohybuje v rozmezi 200 — 400 kHz.

AFM sondy NSGO1/Pt, NT-MDT, Zelenograd, Rusko

Sondy jsou vyrobeny z kifemiku dopovaného antimonem a jsou pokryty slitinou
platiny a iridia. Vyska hrotu je 14 — 16 pm. Zakiiveni hrotu ¢ini 35 nm. Rezonan¢ni

frekvence spada do intervalu 87 — 230 kHz.
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Obr. 10. Pouzit¢ AFM sondy; (A) ETALON (HA-NC), (B) VIT_P,
(C) NSGO01/Pt. [35]

aplikace Gwyddion

Jedna se o software slouZzici k zobrazeni a Upravé dat ziskanych technikami SPM.
Primarné je program urcen k analyze vySkového profilu vzorku, ale uZivatelim
poskytuje 1 mnoho dalSich funkci. Velkou vyhodou aplikace Gwyddion je jeji
schopnost ¢teni a upravy velkého mnozstvi formatt soubori SPM a také rozsahla
podpora operacnich systémt (Microsoft Windows, Mac OS X, GNU/Linux,
FreeBSD). Gwyddion se fadi mezi svobodny a otevieny software, ktery lze zdarma
ziskat na webovych strankach gwyddion.net [36].

Z funkci, které Gwyddion nabizi, byly k upravé snimkt publikovanych v této praci
nejéastéji vyuzity vyrovnani naklonu vzorku, redukce lateralniho Sumu vznikajiciho

pohybem sondy a zvyseni barevného kontrastu.
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Obr. 11. Topografické snimky vlo¢ky grafitu pofizené AFM; (A)
pred tpravou aplikaci Gwyddion, (B) po tpravé aplikaci Gwyddion.

3.5.3 Priprava roztoki

130,53 pg RNA bylo rozpusténo v 1 mL destilované vody. Byl tak ziskan zasobni
roztok o koncentraci 40,3 umol/L. Nizsi koncentrace méfenych roztokii RNA byly
ziskany zfedénim zasobniho roztoku destilovanou vodou.

Zasobni roztok DNA (vzorek A) o koncentraci 25 pmol/L byl piipraven
rozpusténim 191,99 ug DNA v 1 mL destilované vody.

Zasobni roztok DNA (vzorek B) o koncentraci 25 pmol/L byl ziskan rozpusténim
310,25 pg DNA v 1 mL destilované vody.

Pfi ptipravé roztoku EDTA o koncetraci 0,5 mol/L bylo postupovano nasledovné.
Navazka 14,6193 g EDTA byla za stdlého michani pfidana k 80 mL destilované vody.
Ptidavkem pevného hydroxidu sodného bylo pH upraveno na hodnotu 8, pfi niz doslo
k rozpusténi EDTA. Objem roztoku byl nasledné doplnén destilovanou vodou na 100 mL.

Pro vyrobu pufru TAE 1x byla v 900 mL destilované vody rozpusténa navazka
4,8482 g TRIS. K roztoku byly pfidany 2 mL 0,5 mol/L EDTA. Za stalého michani bylo
pfidavkem koncentrované kyseliny octové upraveno pH roztoku na vyslednou hodnotu
8,5.

Rozpusténim navazky 0,1080 g MgCl, - 6H20 ve 40 mL pufru TAE 1x byl ziskan
pufr TAE 1x s obsahem Mg?* (12,5 mmol/L).

3.5.4 Priprava vzorku k méreni
Nejdiive byla provedena exfoliace HOPG za pomoci lepici pasky. Exfoliovany
grafit byl nésledné otisknut na substrat, kterym byl oxid kiemicity nebo sklo pokryté

tenkou vrstvou oxidu india a cinu v piipadé méteni SCM.
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Vzorek byl nésledné prozkouman pomoci optické mikroskopie, kterd umoziuje
identifikaci grafitovych vlocek vyznacujicich se nizkou vyskou. Tenké grafitové viocky
jsou na podkladu tvoifeném oxidem kiemicitym zbarveny fialové.

Dale byl vzorek ociStén pomoci organickych rozpoustédel acetonu
a isopropylalkoholu. Tento krok byl zafazen ztoho duvodu, ze pii otisknuti
exfoliovaného grafitu bylo spolecné s grafitovymi vlo¢kami pfeneseno na substrat znac¢né
mnozstvi lepidla, které zpusobovalo komplikace v identifikaci tenkych grafitovych
vlocek a také v samotném procesu vytvareni snimku.

V dalsim kroku bylo na pfipraveny substrat naneseno 5 pL roztoku nukleové
kyseliny dané koncentrace a 5 pL pufru TAE 1x obsahujiciho ionty Mg?* v koncentraci
12,5 mmol/L. V piipadé RNA byly aplikovany roztoky o koncentraci 20 pmol/L,
200 nmol/L a 20 nmol/L. Roztoky DNA byly naneseny v koncentraci 25 umol/L.

Nasledovala inkubace vzorku trvajici 10 minut, po které byl povrch vzorku vysusen
proudem dusiku.

Nakonec bylo provedeno méteni AFM, ptipadné SCM ¢i Ramanova rozptylu.

3.5.5 Nastaveni mikroskopu atomarnich sil

Substrat obsahujici méfeny vzorek byl piipevnén pomoci oboustranné lepici pasky
k magnetické podlozce, ktera byla nasledné umisténa na zakladni jednotku mikroskopu
atomarnich sil. Pfi méfeni SCM bylo jest¢ provedeno uzemnéni substratu pomoci

specialniho dratku.

A

Obr. 12. (A) Substrat — SiO2, (B) substrat — sklo pokryté
vodivou vrstvou oxidil india a cinu, (C) zemnici dratek.
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Pomoci pinzety byla do specialniho drzaku vlozena sonda VIT_P, ETALON
(HA_NC) nebo NSGO1/Pt. Drzak byl dale ptipojen k méfici hlavé a ta byla umisténa na
zékladni jednotku AFM.

Obr. 13. Drzak AFM sondy.

Byla spusténa aplikace NOVA =zajistujici obsluhu mikroskopu a nastaveni
detailnich parametri skenu. Pomoci optického mikroskopu byl prozkouman povrch
substratu a také nalezen nosnik sondy. Laserovy paprsek, pomoci kterého je detekovan

ohyb a torze nosniku, byl zaméten na stied fotodiody.

™ Optical microse i -lojx|
o v |m@ [t m| /@] [H|E0] 0 |£R] |[ocarcss < Mogricsionhorse |

Laser 251

Obr. 14. (A) Obraz sondy vytvoieny optickym mikroskopem, (B)
ukazatel pozice laserového paprsku vzhledem k fotodiodé.

Po vycentrovani laserového paprsku byl vzorek manudlné ptiblizen k méfici sondé

na vzdalenost pfiblizné 2 mm.
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Skrze aplikaci NOV A bylo provedeno dalsi nastaveni. Byl zvolen poklepovy rezim
(u vSech provedenych méteni) a zkontrolovan spravny typ métici hlavy. Nasledné byla
nastavena rezonancni frekvence nosniku, velikost amplitudy oscilaci, jejiz relativni
hodnota je v aplikaci NOVA monitorovana prostiednictvim veli¢iny Mag, a bylo
korigovano zkrouceni nosniku. Bylo provedeno pfiblizeni nosniku se sondou k povrchu
vzorku do vychozi vzdalenosti pro méfeni. Tu uréuje hodnota veli¢iny SetPoint, ktera
byla obvykle zvolena jako polovina hodnoty amplitudy volné oscilace nosniku.
Uspésné piiblizeni pak bylo indikovano poklesem amplitudy oscilaci. Pfed samotnym
skenovanim byla jesté definovana velikost skenované oblasti, rozliSeni snimku a byly
ureny metené veliciny.

Ziskana data byla uloZena a posléze zpracovana programem Gwyddion.
3.6 Vysledky a diskuze

3.6.1 Cisténi povrchu substratu

Po otisknuti exfoliovaného grafitu na substrat zistaval povrch znecistén mnozstvim
lepidla. Byl hledan zptsob, jak mnozstvi lepidla eliminovat, ale zaroven zachovat
pritomnost grafitovych vlocek. Husale a spolupracovnici doporucuji aplikaci acetonu
a isopropylalkoholu [37]. Jako velmi u¢inné se ukazalo vyuziti ultrazvuku, které zasadné
zkracuje dobu potfebnou pro pusobeni rozpoustédla. Vyslednd uprava vzorku méla
nasledujici podobu. Vzorek byl ponofen do acetonu a vystaven plsobeni ultrazvuku po
3s. Nasledovalo vysuSeni proudem dusiku. Vzorek byl dale ponofen do
isopropylalkoholu a ponechédn v ultrazvuku také po dobu ptiblizné 3 s. Nakonec byl

vzorek dokonale vysuSen dusikem.

Obr. 15. Snimky exfoliovaného grafitu na substratu (oxid kiemicity) potizené
optickym mikroskopem; (A) pfed oc¢iSténim povrchu organickymi rozpoustédly,
(B) po ocisténi povrchu organickymi rozpoustédly.
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3.6.2 AFM snimKky grafitu

Zakladnim krokem na zacatku série experimentl bylo zobrazeni samotnych
grafitovych vlocek na ocisténém povrchu oxidu kiemicitého. Kontrola vzhledu
dat. Na obrazku 16 se nachéazi grafitova vlocka ziskand exfoliaci HOPG po ocisténi
povrchu acetonem a isopropylalkoholem. Zobrazeni faze potvrzuje, Ze povrch samotnych
grafitovych vlocek zlstava po oSetieni organickymi rozpoustédly Cisty. Lepidlo vSak neni
odstranéno zcela dokonale. Na obraze topografie a zvIasté pak na obraze faze jsou patrné
zbytky lepidla ve formé drobnych kapicek, které ziistdvaji na substratu. Jejich velikost
a Cetnost ale jiz neni rusivd. Na vyskovém profilu je pak patrnd vrstevnata struktura
grafitu.

Pivodnim cilem byl zisk grafenu. Ten se ale identifikovat nepodafilo, ze dvou
davodu. Exfoliace, tedy mechanicka separace vrstev, méla byt dle dostupné literatury [38]
pro piipravu grafenu dostatecné U€innd. Praxe vSak ukdzala velmi malou efektivitu
exfoliace v tomto sméru. Pro naprostou vétsinu pozorovanych grafitovych vloéek byla
charakteristickd vyska nckolik desitek nanometri. Druhou pfi¢inou, pro¢ nebyl
identifikovan grafen, bylo rozliSeni AFM ve vertikdlnim sméru. Pii optimalizaci
podminek se podafilo dosdhnout rozliseni pfiblizné 2 — 3 nm ve sméru osy z, coZ neni
dostatecné pro zobrazeni jednovrstvého grafenu, u kterého vyska vrstvy €ini teoreticky

0,3 nm [39].
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Obr. 16. Snimky grafitové vlocky po ocisténi povrchu organickymi

rozpoustédly; (A) zobrazeni topografie povrchu, (B) zobrazeni faze, Sipky

poukazuji na zbytky lepidla, (C) vyskovy profil.
3.6.3 AFM a SCM snimky systému grafit — RNA

Na pocatku bylo zamysleno studium interakci mezi grafitem a DNA v kapalné fazi.

Diivodem je, Ze voda daleko ptfesnéji simuluje prostiedi Zivého organismu v porovnéani
S plynnou atmosférou. Z technickych diivodu byl vSak ziskan v kapalné fazi pouze jediny
snimek. Ten je mozné vidét na obrazku 17. I ptes nizsi kvalitu snimku je patrné, Ze na
povrchu grafitovych vlo¢ek se nachazi sférické utvary. Jejich vySka se pohybuje
v rozmezi od 9 nm po 34 nm. Vyska utvari byla vyhodnocena pomoci nastroje aplikace
Gwyddion. Obraz faze, ktery by mohl usnadnit dal$i analyzu pozorovanych struktur, se
nepodafilo vytvofit. Utvary mohou byt tvofeny molekulami RNA, ale také se mize jednat

pouze o vzduchové bubliny vazané na povrch grafitu.
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Kvili zminénym technickym obtizim byla dal$i méfeni provedena za ambientnich

podminek, tedy na vzduchu.
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Obr. 17. Snimky systému grafit — RNA pofizené v kapalné fazi (H20);
(A) zobrazeni topografie povrchu, (B) zobrazeni topografie povrchu — detail,
(C) vyskovy profil 1, (D) vyskovy profil 2.
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Vysledky depozice RNA na grafitové vlocky a nasledného méteni pii ambientnich
podminkach je mozné vidét na obrazku 18. RNA byla nanesena jako vodny roztok bez
piidani jinych latek. Stejn¢ jako v pfipadé méfeni v kapalné fazi, i pfi meéieni
v ambientnich podminkéch je mozné po provedeni depozice pozorovat na povrchu grafitu
utvary, jejichz vyska se pohybuje v fadu desitek nanometri, v tomto piipadé od 27 nm do
40 nm (Gwyddion). U pozorovanych struktur 1ze vyloucit moznost, Ze by se jednalo
0 vzduchové bubliny, protoze méfeni probéhlo v plynné atmosféie. Nemuze se jednat ani
0 zbytky lepidla, po oSetfeni organickymi rozpoustédly zustava povrch grafitovych
vloc¢ek cCisty. A nerovnost povrchu vylucuje obraz faze, ktery jasné€ potvrzuje, ze Utvary
maji odlisnou fyzikalné-chemickou podstatu nez povrch grafitové vlocky. Struktury tak

S nejvyssi pravdépodobnosti predstavuji agregaty RNA.

1pm

y (nm)
.
=

UC'J
=]
UC'J
h
[
=]
—
T
]
=]
]

h

X (nm)

Obr. 18. Snimky systému grafit — RNA méfené za ambientnich podminek
(crna = 20 pmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B) zobrazeni faze,
(C) vyskovy profil.
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V ptipadé, Ze RNA byla nanasena ve formé vodného roztoku bez ptidavku dal§ich
latek, byl u mnohych grafitovych vlocek pozorovan jev, kdy RNA byla velmi
nerovnomérné distribuovéna po povrchu a tvorila velké, asymetrické utvary. Nékteré
studie [40] doporucuji provadét depozici v piitomnosti pufru obohaceného o dvojmocné
ionty i v ptipadé, ze s jedna 0 depozici na elektricky nenabity povrch, kdy pH a naboj
nukleové kyseliny nehraji klicovou roli. Jinak tomu je u elektricky nabitych substrati,
napft. slidy, kdy je pH a naboj rozhodujici. Pfi dalSich provedenych experimentech byla
depozice provedena za ucasti pufru TAE obsahujiciho ionty Mg?*. Aby bylo vylouéeno,
ze pozorované struktury budou tvoteny slozkami pufru TAE, byl samoziejmé proveden

kontrolni experiment, ve kterém byly na povrch grafitu nanesen pufr TAE s ionty Mg?*.
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Obr. 19. Snimky grafitové vlo&ky po depozici pufru TAE 1x s Mg?*
(12,5 mmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B)zobrazeni faze, (C) vyskovy
profil.
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AFM snimky zobradzku 19 potvrzuji, ze slozky pufru netvoii na povrchu
grafitovych vlocek tutvary, které by mohly byt tvarové nebo velikostné zaménitelné
s agregaty RNA. Oproti Cistému grafitu (viz obrazek 16) doslo k pozorovatelné zméné
obrazu faze, coz vypovida o piitomnosti slozek pufru na povrchu grafitu.

Pti nésledujicich experimentech byly oligonukleotidy deponovéany v pfitomnosti
pufru TAE a iontd Mg?*, jejichz pouziti pfineslo pozitivni vysledek. Na 74dné ze
skenovanych grafitovych vlocek jiz nebyly identifikovany asymetrické agregaty. RNA
byla na povrchu distribuovana v podobé¢ sférickych utvarti, jejichz rozméry se fadové
shoduji. Vyska utvart, které je mozné vidét na obrazku 20, se pohybuje v rozmezi 4 —

20 nm.
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Obr. 20. Snimky systému grafit — RNA (Crna = 20 pmol/L, TAE 1x,
Cmg2+ = 12,5 mmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B) zobrazeni faze, (C)
vyskovy profil.
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Cilem dalsich provedenych experimentt bylo potvrzeni hypotézy, Ze pozorované utvary
jsou tvofeny RNA. Experiment byl navrhnut tak, ze bude sledovan dopad zmény
mnozstvi deponované RNA na vzhled pozorovanych utvart. Snizeni mnozstvi RNA by
se mélo teoreticky projevit na podob¢ systému bud poklesem velikosti utvarti nebo
snizenim frekvence jejich vyskytu. K depozici byly pouzity roztoky, jejichz koncentrace
RNA byla 200 nmol/L a 20 nmol/L. Jednalo se tedy o vzorky, které byly oproti
koncentraci ptivodn¢ nanasené¢ho roztoku ziedény 100x a 1000x. Vyrazn€jsi zmény byly
zaznamenany az U roztoku 1000x ziedéného, kdy jasné poklesla frekcence vyskytu
a hustota zaplnéni povrchu grafitovych vlocek pozorovanymi utvary. Velikost struktur

zustala fadové zachovana. Vyska agregati na obrazku 21 ¢ini od 5 nm po 53 nm.
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Obr. 21. Snimky systému grafit — RNA; (A) zobrazeni topografie (crna =
200 nmol/L, TAE 1%, cmg2+ = 12,5 mmol/L), (B) zobrazeni topografic (crna =
20 nmol/L, TAE1X, cumge+ = 12,5 mmol/L), (C) vyskovy profil pro snimek A, (D)
vyskovy profil pro snimek B.
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Odlisna chemickd podstata pozorovanych struktur byla potvrzena i méfenim
kapacitni skenovaci mikroskopii. Jak je vidét na obrazku 22, agregaty RNA se jasné
odliSuji hodnotou elektrické kapacitance od povrchu grafitu a samotného substratu,
kterym je v pfipadé méteni SCM sklenénd desticka pokrytd vodivou vrstvou oxidi kovi.
Ze snimku SCM je jasn€ patrné, ze zatimco substrat i grafit vykazuji dobrou vodivost,
agregaty vedou elektricky proud mnohem hife. To potvrzuje predbéznd ocekavani,
protoze organické molekuly, mezi které se fadi i oligonukleotidy, by mély schopnosti vést
sttidavy elektricky proud jasné zaostavat za vodivymi materidly. VySka pozorovanych

utvard se pohybovala v rozmezi 8 — 23 nm.
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Obr. 22. Snimky systému grafit — RNA (Crna = 20 umol/L, TAE 1x, Cvgz+ =
12,5 mmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B) zobrazeni rozlozeni kapacitance,
(C) vyskovy profil.
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3.6.4 AFM a SCM snimKy systému grafit —- DNA (vzorek A)

Druhym oligonukleotidem, ktery byl deponovan na povrch grafitovych vlocek, byl
vzorek DNA, jehoz délka Cinila 23 bazi. Pfiprava a zobrazeni vzorku probihaly stejné
jako v ptipadé vzorku RNA. Na obrazku 23 jsou uvedeny vysledky depozice. Pozorované
agregaty se vyznacovaly vySkou od 7 nm do 50 nm. Jejich vyska se tedy piiblizné shoduje
s agregaty tvofenymi RNA. Tento fakt vypovidd o skuteCnosti, ze délka fetézce

oligonukleotidu vyznamnym zpiisobem neovliviiuje velikost pozorovanych agregati.
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Obr. 23. Snimky systému grafit — DNA (vzorek A, cona = 25 pumol/L,

TAE 1x, cmg2+ = 12,5 mmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B) zobrazeni faze,
(C) vyskovy profil.
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| v ptipadé DNA (vzorek A) bylo provedeno méteni SCM. Vysledky, které jsou
shrnuty na obrazku 24, se podobaji datim ziskanym pro vzorek RNA. Agregaty tvofené
DNA se odlisuji hodnotou elektrické kapacitance od povrchu grafitové vlocky a povrchu
substratu, coz potvrzuje jejich chemickou odliSnost. Na vyskovém profilu je dobte patrné,
ze Sum ve vertikdlnim sméru (ve sméru osy z) je vysoky, coz samoziejmé zhorSuje
rozliSeni mikroskopu. Méfeni SCM bylo provadéno za stejnych laboratornich podminek
jako ptedesla métfeni topografie a faze, a tak pti¢ina horSiho rozliseni spocivala s nejvyssi
pravdépodobnosti v typu pouzitého substratu a pouzité sondy. Sklenény povrch
nevykazuje bohuzel takovou plochost jako oxid kfemicity a je méné€ vhodny pro sledovani
velmi malych struktur, jako jsou nanomateridly. Pfi méfenich SCM byla pouzivana sonda
NSGO1/Pt, ktera se vyznacuje vysSim polomérem zakfiveni hrotu a niZ§im rozliSenim ve

srovnani se sondami VIT P nebo ETALON (HA-NC).
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Obr. 24. Snimky systému grafit — DNA (vzorek A, cona = 25 pmol/L,
TAE 1x, cmge+ = 12,5 mmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B) zobrazeni
rozlozeni kapacitance, (C) zobrazeni topografie — detail, (D) zobrazeni
rozloZeni kapacitance — detail, (E) vySkovy profil.
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3.6.5 AFM a SCM snimKy systému grafit —- DNA (vzorek B)

Dale byla studovana interakce mezi grafitovymi vlockami a DNA (vzorek B).
D¢élka oligonukleotidu v tomto ptipadé¢ Cinila 40 bazi. I kdyz se jedna o fetézec, ktery je
téméer dvakrat delsi ve srovnani s diive zkoumanym vzorkem DNA (vzorek B) a Ctytikrat
delsi v porovnani se zkoumanou RNA, na vysku nebo tvar agregatii, které jsou vytvaieny
na povrchu grafitu, to viditelny dopad nemélo. Pozorované ttvary se velikostné i tvarove
velmi podobaji tém, které byly identifikovany v ptipadé RNA a DNA (vzorek A). Snimky
potvrzujici pfedchozi vyroky jsou obsazeny V obrazku 25. Vyska agregatu se pohybovala

v intervalu od 3 nm do 27 nm.
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Obr. 25. AFM snimky systému grafit — DNA (vzorek B, cona = 25 pmol/L,
TAE 1%, cmg2+ = 12,5 mmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B) zobrazeni faze,
(C) vyskovy profil.
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Zobrazeni rozlozeni kapacitance, které je vidét na obrazku 26, je nepfiznive
ovlivnéno existenci artefaktu, ktery byl pravdépodobné zapfi¢inén nizsi kvalitou
pouzitého hrotu souvisejici s velkym opotiebenim. I pfes existenci artefaktu v podobé
zdvojeni pravé hrany grafitové vlocky, je na snimku dobfe patrné, Ze agregaty
oligonukleotidi se, stejné jako tomu bylo v ptedchozich ptipadech, odliSuji hodnotu
kapacitance od grafitu a substratu. Velikost agregatli pozorovanych na grafitové vlocce

na obrazku 26 se pohybuje od 6 nm po 48 nm.
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Obr. 26. Snimky systému grafit — DNA (vzorek B, cpona = 25 umol/L, TAE
1x, cmgz+ = 12,5 mmol/L); (A) zobrazeni topografie, (B) zobrazeni rozloZeni
kapacitance, (C) vySkovy profil.
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3.6.6 Vliv depozice RNA na Ramanova spektra grafitu

Obrazek 27 (A) zobrazuje Ramanovo spektrum grafitové vlocky, které obsahuje G pas
pii 1586 cm ™t a 2D pas v oblasti 2729 cm ™. Intenzita a tvar 2D pasu jasné vypovidaji
o0 faktu, Ze se jedna o spektrum grafitu, nikoli grafenu, jehoz 2D pés se vyznacuje vyssi
intenzitou oproti G pasu a dokonalou symetrii. Modifikace povrchu grafitu pomoci RNA
se projevila v naméfenych spektrech vystoupenim D pasu pti 1360 cm L. Existence D
pasu indikuje poruseni pravidelnosti v uspofadani atomt uhliku v hybridnim stavu sp?.
Ptic¢inou nepravidelnosti jsou obvykle defekty krystalové miize nebo modifikace povrchu
grafenu chemisorpci. Jak vSak ve své praci prokazali Joseph a spolupracovnici [41],
vystoupeni D pasu lze pozorovat i pii fyzikdlni adsorpci DNA na grafen. Bylo

pozorovano, ze podobna zmena spekter nastava i po adsorpci RNA.

400
A
300 A G
L
>
= 200 + D
100 -
0 T T T T
1100 1600 2100 2600 3100
v (cm™?)
90 A B
G
~ 70
= 50 1 1 \ 2D
D
30 | \/\J
10 . — . .
1100 1600 2100 2600 3100
v(cm™?)

Obr. 27. Ramanova spektra grafitové vlocky; (A) pfed modifikaci RNA,
(B) po depozici RNA (crna = 20 pmol/L).
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Obr. 28. Ramanova spektra grafitového prachu a grafenovych vloc¢ek
modifikovanych DNA.
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4. ZAVER

Prace byla zaméfena na studium hybridniho systému tvoieného nanografitem
a oligonukleotidy, které byl reprezentovany RNA i DNA. Systém byl zkouman
s vyuzitim technik mikroskopie atomarnich sil, skenovaci kapacitni mikroskopie
a Ramanovy spektrometrie.

Nanografit byl pfipraven mechanickou exfoliaci. Problém nezadoucich necistot
pfitomnych na substratu obsahujicim vlocky grafitu byl vyfeSen ocisténim povrchu
pomoci organickych rozpoustédel acetonu a isopropylalkoholu. Teprve po ocisténi
povrchu bylo provedeno nanaseni oligonukleotida.

M¢teni mikroskopii atomarnich sil ukéazalo, ze po depozici RNA vznikaji na
povrchu nanografitu sférické utvary, jejichz velikost se pohybuje piiblizn¢ od 5 nm do
50 nm. Domnénka, Ze pozorované agregaty jsou tvoieny molekulami RNA, byla
potvrzena jednak méfenim rozlozeni kapacitance, kdy se pozorované struktury jasné
odlisovaly hodnotou kapacitance od grafitu a substratu, a jednak snizovanim mnozstvi
deponované RNA, pii kterém vizualné poklesla hustota obsazeni povrchu nanografitu
pozorovanymi agregaty.

V piipad¢ depozice vzorkit DNA se ukazalo, ze deoxyribonukleova kyselina
vytvaii na nanografitu agregaty, které se svou velikosti i tvarem velmi podobaji tém
tvofenymi RNA. Délka fetézcu, ktera byla u vzorki DNA vyssi ve srovnani s RNA, zde
nema vliv na rozméry agregati.

Po modifikaci povrchu nanografitu RNA dochdzi v Ramanové spektru
K vystoupeni D pasu. Jedna se o jev podobny tomu, ktery byl pozorovan pii modifikaci

povrchu grafenu DNA.
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5. SUMMARY

The work was focused on the study of hybrid system consisting of nanographite
and oligonucleotides. The oligos were represented by RNA and DNA. The system was
studied using the techniques of atomic force microscopy, scanning capacitance
microscopy and Raman spektrometry.

Nanographite was prepared by mechanical exfoliation. The problem of
objectionable contaminants present on the substrate was solved by cleaning the surface
with the organic solvents of acetone and isopropylacohol. Coating the surface with
the oligos was made only after cleaning the surface.

The measurements of atomic force microscopy revealed that RNA forms spherical
units on the nanographite and unit size ranges from approximately 5 nm to 50 nm.
The assumption that the observed aggregates consist of RNA molecules was confirmed
by measuring the distribution of capacitance and reducing the amount of deposited RNA.
The observed structures differed in capacitance value from the nanographite and
the substrate. The number of aggregates occupying the surface also decreased after
reducing the amount of deposited RNA.

In the case of DNA samples it was showed that deoxyribonucleic acid forms
structures which size and shape are very similar to those of RNA. Compared to RNA
DNA was characterized by longer chain but it had no impact on the shape or the size of
the observed aggregates.

The D band occurs in Raman spectra of graphite after modification of the graphite
surface with RNA. This phenomenon is similar to that observed after modification of

graphene with DNA.
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