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Abstrakt:

Cilem préace bylo zobrazit metodou mikroskopie atoimsé sil (AFM) rozdily ve strukte
burecnych sén mladych a starych kvasinek S. cerevisiae a tzjjgky vliv na buécnou
sttnhu ma koncentrace glukézy v Zivném médiu. AFM feZeaa na r¥eni sil mezi
povrchem zkoumaného vzorku a hrotem, ktery povrebtruje. Tato metoda
umozuje zkoumat bufnou sénu kvasinek v jejich frozeném progedi — ve voél
pricemz lze zobrazit detaily o roZrach7adow desitek nanometr Pouzity byly kvasinky
kmen: AD 1-3,IL,US stejného stiaa kmen JC 482A (oznéovany jako #013) a AD-JC
488A (ozn@ovany jako #015ktaré jeden, dva a¢p dni. Pod#ilo se nasnimat mnoho
kvalitnich obrazit srovnatelnych s nejlepSimi AFM snimky publikovanyntextech
zabyvajicich se touto problematikou. Zejména sedqigwdetail zobrazit oblasti jizev,
které vznikaji na povrchu kvasinek jejich puceni a ndsledném odini dcéinné buiky.
Méreni prokazalo vyrazné 2ny burééné sthy kvasinky v pibehu starnuti (zvrasini,
zhrubnuti struktury). Vliv glukézy na strukturu Bemé seny nebyl prokazan. Vysledky
tohoto n#eni mohou byt podkladem k dalSimu zkoumanédménseny kvasinek metodou
AFM.

Kli ¢ovéa slova:AFM, kvasinky, S. cerevisiae, #dna stna, jizva
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Abstract:

The main goal of this MSc. is to use Atomic Forgerdécopy (AFM) in studies of yeast
cell wall structure aimed at (i) expected differeadetween young and aged S. cerevisiae
cells, (ii) the effects of glucose concentratiorcuithuring media on the quality of yeast
cell wall. AFM can image biological systems withleealar resolution in real time, and
under natural condition. Numerous AFM images ofsbdace of S. cerevisiae yeast cells
(strains AD 1-3,IL,US andC 482A AD-JC 488A have been obtained, which surpassed
that one of standard results of still-rare AFM desl of yeast cells. No clear effect of
glucose concentration has been found. On the oflaed, AFM studies have revealed
ageing-related changes in the structure of yea#is ¢erumpling, rough surface). High-
resolution images of yeast bud scars, includingy three details were also obtained.

Keywords: AFM, yeasts, S. cerevisiae, cell wall, scare



1. Mikroskopie atomarnich sil (AFM)

Obr. 1: Mikroskop atomarnich sil.

V klasické optické mikroskopii pozorujeme vzorekdyzz velké vzdalenosti (v
porovnani s vinovou délkou &la A) a vidime ho v jednontasovém okamziku cely.
Nevyhodou této metody je nizké rozliSeni, kteréojaezeno prayv vinovou délkou
pouzitého s¥tla. Nelze tak ziskat obraz detarhenSich nez 0,b.

Pro zkoumani povrehbyla vyvinuta zcela odliSna technika, kdy se kraabni povrchu
vzorku pouZziva rastrovaci sonda (SPM — Scanninbgdé’kicroscopy) [3], [4], [5]. V roce
1979 byl uvéejrén vynalez rastrovaciho tunelového mikroskopu (STMSeanning
Tunneling Microscopy) fyzik Gerda Binniga a Heinricha Rohrera, za ktery lppiur 1986
odmeénéni  Nobelovou cenou. Metoda STM je =zalozena na twsh jevu
(pravcEpodobnost prchodu elektrofh energetickou bariérou) mezi elektricky vodivym
hrotem a vodivym vzorkem.ioZzime-li na hrot a povrch vzorku né&f vytvori se mezi
nimi tok elektrori — tunelovy proud, jehoZ velikost je exponenadiaavisla na vzdalenosti
hrotu od vzorku. Proto Ize z natenych hodnot tunelového proudti pastrovani sestavit
topograficky obraz povrchu vzorku.

Nevyhodou STM je, Ze Ize zobrazovat jen vodivé netovodivé materialy,
nevodte se musi pokryvat vodivou vrstvotimz se zmenSuje rozliSeni. Tento problém
feSi mikroskopie atomovych sil - Atomic Force Miaopy (AFM) [1], [2], [15] - [24].

Metoda AFM je zaloZena nadieni sil mezi povrchem zkoumaného vzorku a
hrotem, ktery povrch rastruje. Hrot, jehoz&ai ma pamer kolem 10 nm, je fipevrén na
raminku. B pfiblizeni hrotu k povrchu vzorku vznikajitifazlivé nebo odpudivé sily



zpasobujici ohnuti a torzi raminka. Toto ohnuti jensdio citlivym detektorem. Zpravidla
se detekuje pomoci laserového paprsku, ktery sézbded raminka a dopada do
kvadrantoveho fotodetektoru (fotodetektor r&edy na ctyri casti). Tim je ohnuti
pievedeno na #feni nagti. Vysledky vyhodnocuje pidtacovy program, ktery vytvid
topograficky obraz povrchu vzorku.

Pohyb hrotu (nebo vzorku) ve vSeckedah smdrech x, y, z umozuje skener
vyrobeny z piezoelektrického materialu. VySka hnoa vzorkem jéizena obvody zfiné
vazby.

Vyhodou této metody je, Ze lze zkoumat jak vodie& nevodivé materialy
s rozliSenim az na atomarni Urovni. Sily mezi hmogevzorkem mohou byfizné fyzikalni
podstaty. Nejastji se ale uplatuji pritazlivé van der Waalsovy sily a odpudivé sily
plynouci z Pauliho principu. Zavislost meziatomdwvygil na vzdalenosti hrotu od vzorku
je znazorgna na obr. 2.
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Obr. 2: Zavislost meziatomovych sil na vzdalenwsitu od vzorku. Revzato 41].
Puasobici sily

* Magnetické a elektrostatické sily delSiho dosahu

* Van der Waalsovy sily: Nejvice se projevuji na Jedést od 10 nm do desitek
nm.

* Kapilarni sily: Jsou 2zsobené ftomnosti vody v blizkosti hrotu, diky
povrchovému nafti tak vznikaji gitazlive sily.

e Sily kratkého dosahu (Pauliho)tévazuje odpudiva sila (iontovd) vznikajicidhn p
vzajemné vzdalenosti hrotu od vzorku menSi neXetoatomovych pologru.
Dal pri tak malych vzdalenostech musime brat v dvahuk@fmi sorpci a
chemisorpci (vazba mezi hrotem a vzorkem), kovoagiezi (pi piiblizeni dvou
kovi dojde k pesunu elektroh a vzniku pitazlivé sily), teni, elasticitu,
plastickou deformaci (n@pzmena tvaru hrotu).

Podle vzdalenosti hrotu od vzorku rozliSujeme dedimy, ve kterych rize
mikroskop pracovat (jak je nazteno v obrazku). Rezim kontaktni a nekontaktni.



Kontaktni rezim

V kontaktnim rezimu fevladaji odpudivé sily a raminko s hrotem musitoibst
mensi nez je vazebna sila mezi atomy vzorku. Kdbylg tuhost raminka&Si, misto jeho
ohybu by doslo k posuvu atd@nvzorku nebo hrotu.

Kromé odpudivych sil vznikaji v kontaktnim rezimu silggilarni a sila vychézejici
z vlastniho raminka. Vysledna sila hrotu na vzasekpohybuje od DN do 10° N.
Jelikoz vtomto rezimu dochazi ke kontaktu hrotuvzerkem, hodi seipdevsSim ke
zkoumani tvrdsich material
Kontaktni rezim ma dvmodifikace:

* S konstantni vySkou, kdy je udrzovanacamd hodnota vysky hrotuz-pva
souadnice) a mii se prohnuti raminka. Ohyb raminka ale dokaZze ypgkn
maly vertikalni rozsah.

» S konstantni silou, kdy se udrzuje stale stejnduthmaminka (konstantni sila na
vzorek) a skener posunuje hrotem nebo vzorkem igbégv snéru. Tento rezim
se pouZzivacastji, protoZze se vyvarujeme zavislosti na kapilarnitach a
dosdhneme &Siho rozpti na vertikalni ose. Musime ale skenovat mensi
rychlosti. K udrzovani konstantni sily se pouziedjvody zgtné vazby.

Nekontaktni rezim

V tomto rezimu vibruje raminko s hrotem v blizkostzorku, ve vzdalenosti
jednotek aZ desitek nanomietiysledna velikost sily hrotu na vzorek je kole@i*4N.
Diky malé sile je nekontaktni rezim vhodny pr@remi ntkkych a pruznych vzofk
vyhodou je, Ze vzorek neni deformovan dotykem hrotu

Protoze na hrotgsobi gitazliva sila, musime pouzivat raminka&ssv tuhosti, aby
nedoslo k poskozeni vzorku. Mala sila alésqgbi i malé ohnuti raminka, takZze vysledny
signal je oproti kontaktnimu rezimu slaby. N&‘eni pak maji $tSi vliv okolni vibrace.

Raminko s hrotem kmita v okoli rezokan frekvence tj. asi od 100 kHz do
400 kHz. Meti se zména rezonatni frekvence nebo amplituda kritraminka i
priblizovani a vzdalovani od vzorku.

Vztah mezi rezonanci raminka a topografii vzorktizeme vysutlit takto: Hi
priblizeni hrotu ke vzorku na vzdalenaste z¥tSi silaF pasobici na raminko a to se
prohne. Tim se z#mi jeho tuhosk a nasled& i rezonakini frekvencew, ktera je pimo
amerna druhé odmocnéz tuhosti.

w:\/%, K(F ()

V nekontaktnim rezimu se interakc€astni ¥tSi mnozZstvi atofy proto nelze
dosahnout velkého rozliSeni. Tento rezim se hodi meieni neékkych biologickych
vzorki. Neni vhodny tam, kde jsou na povrchu vzorku kaggndenzované vody. Povrch
by byl vykreslen i s kapkou nebo by se mohlo stéthrot bude stazen dekteré kapky a
nebude mit silu se uvolnit (viz. Obr. 3).
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Obr. 3: Zobrazeni povrchu s kapkou vody v kontaktminekontaktnim rezimui/é¥zato 1].

Poklepovy rezim

Tento rezim (tapping mode) je podobny nekontaktniredimu, jen rozkmit
raminka je ¥tSi, takZze dochazi k dotyku hrotu se vzorkem. Jedwufi pokud méa povrch
vzorku WtSi vySkové rozdily (takZze se nehodi nekontakthinmg a tam, kde by za pouziti
kontaktniho reZzimu mohlo dojit k taZzeni vzorku ngddwo poSkozeni.

1.1. Detektory signalu

kvadrantovy

fotodetektor zrcatko

piezoelektricky
skener

Obr. 4: Schéma detekce ohybu ramink&vRato £1].

Detektor slouzi k ziskani informace o interakcitbree vzorkem. Ne@zrgjSi je
opticka detekce pomoci laserového paprsku (Obiktdly se odrazi od raminka (za timto
Gcelem musi byt raminko pokryto odrazivym materialean)dopada do fotodetektoru.
Zpravidla se pouZziva kvadrantovy fotodetektor, jgodetektor rozéleny nactyti ¢asti.

Pred meéfenim se mechanicky nastavi paprsek tak, aby dopadaptku raminka.
To Ize kontrolovat vizuakhpomoci optického mikroskopu. D&l se nastavi cgdyésn tak,
aby energie laserového paprsku odrazeného do tekddeu byla ve vSecttyrechcastech
fotodetektoru stejnd. Ohyb raminka se projevi ted,osétleni v horni a dolnicasti
detektoru uz neni stejné. Torze (zkrut) raminkae zgsisobi, Ze neni stejné agheni
v levé a prav&asti detektoru. Tak dostavameédinformace: o topografii vzorku a o
bocnich silach vzorku na hrot.



DalSi metodou je detekce diferencialnim interfertvera, kdy dva laserove paprsky
s navzajem kolmou polarizaci dopadaji na raminkdézaé vzdalenosti od jeho upnuti.
Diky ohybu raminka urazi oba paprsky rozdilnou dr&h to se projevi na jejich
interferenci.

Specialni metodou je detekce pomoci raminka z peeidivnino materialu. Bt
se odpor piezorezistoru, ktery s¢ @hnuti raminka rni.

Detektor je spojen s piezoelektrickym skenerer@rmpvazebnym obvodem, ktery
udrzuje konstantni ohnuti raminka pigad konstantniz-ovou sotiadnici hrotu.

1.2. Raminka a hroty

Obr. 5: Snimek raminka s hrotenreRzato 41].

Zatimco hrot snima meziatomarni silu, raminko mfaci o této sile i@nasi do
okoli. Hrot i raminko byvaji vyrobeny ze stejnéhateridlu. PoZzadavky kladené na
raminko jsou vysoka rezonar frekvence a mala set@reost. Protoze ip dotykovém
rezimu misobi na hrot i velké ki sily a raminko musi byt tedy odolné proti zkrewic
jevi se jako nejvhodisi tvar raminka tvar pismene V nebo X. Vlastnoathinka zavisi
na jeho pouziti. Raminko byva charakterizovaamito roznery (Obr. 6): délka 100-
200um, Sika 10-40um, tloug’ka do 2um. Polongr Spicky hrotu 5-10 nm, délka hrotu
5-15um.

Obr. 6: Rozrary raminka. Pevzato 41].



AFM hroty jsou obvykle vyrobeny zikmiku nebo nitridu #emiku. Tvar hrotu
zavisi na materialu a vyrobnim procesu.

pyramidaini prohluberi raménko s hrotem

<

Y

kifemikova desticka

Obr. 7: Postup vyroby hrotu./Bvzato £1].

Priklad vyroby hrotu z nitridu #emiku je znazorn na obr. 7. Na krystalickou
kiemikovou desku, ve které je odleptana prohiubeaaru jehlanu, je nanesena vrstva
nitridu kiemiku SN, . Nitrid se vyziha a litograficky vytvaruje. Taknikne pyramidalni
hrot.

Kiemikoveé kuzeloveé hroty se vyrabi odleptavanienkiku kolemcepicky z oxidu
kiemititého. Pyramidalni hroty jsou SirSi, proto se pabrazovani oggjSich a hlubSich
struktur vice hodi kuZelové hroty, které jsou absez nachylgjsi ke zlomeni. Nitrid
kiemiku je tvrdSi nezitemik, proto vytvé hroty trvanligjsi.

Krom¢ vySe popsanych, existuje mnoho dalSich drwkiroby hrofi, vyrabi se
napiklad i hroty, které se zaroirgpouzivaji pro vice drdhmikroskopie.

AFM nevyZaduje jen ostry hrot, ale i raminko tulhostSi nez je vazebna sila mezi
atomy (asi 10 Nm). Cim kratsi a sil§jsi raminko, tim je tuzsi a m&téi rezonadni
frekvenci.

1.3. RozliSovaci schopnost

Vertikalni rozliSeni byva podle typu hrotu asi @yh a mensi.

Pricné rozliSeni AFM obrazu je dano velikosti obrazkiavosti Sptky hrotu.
M¢jme obraz Jum x 1um slozeny z 512 x 512 obrazovych ko&RozliSeni by rdlo pak
byt asi 2 nm (3Jum/512).

OstejSi hroty maji polorér kiivosti kolem 5 nm. ProtoZe plocha interakce mezi
hrotem a vzorkem je danaikosti hrotu, tyto hroty poskytuji obvykle rozliSehaz 2 nm.
Proto zétSeni AFM obra@t vétSi nez Jum x 1um je dano velikosti skenované plochy a
nezavisi na #vosti hrotu.

RozliSeni se definuje podle dvou blizkych ostrysgivygenin. Oba detaily budou
rozliSiteIné, pokud se v obraze mezi nimi projewdp@ dvacetiprocentni pokles.
Experimentéla bylo zjiS€no, Ze BZn¢ pouzivané mikroskopy maji rozliSeni mezi 1 nm az
2 nm.
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Obr. 8: Pri¢né rozliSeni. Pevzato 41].

Metodou AFM tedy nelze dos&hnout realného atomovedmiSeni (nap pri
zjiStovani vakanci v krystalovéifiice). Nekteré atomy hrotu totiz interaguji s vice atomy
povrchu vzorku.

1.4. Skener

Skenovani je realizovan piezoelektrickymi matetighyotoZze mechanicky nelze
dosahnout pozadovandegnosti jemného posuvu. Konstrukce skeneru s@didie toho,
jestli pohybuje hrotem nebo vzorkem.

Skener se pohybuje po vybrané ploSe tam & ppdél prvnihoradku, pak se o
uréenou hodnotu posune na daitddek, a tak dale.flom nabir4 data pouze v jednom
smeru, @i navratu zpt data nenabira. Skener zpravidla vykonavébligovaci a néfici
pohyb ve srru kolmém na vzorek.Velikost skenované plochy seypaje od desitek nm
po stovkyum. Paet bodi nafadek byva od 64 do 1024 podle druhu skeneru.

konec
ro—(7—0—0—0——0—0—0——¢
o o o —
] ———
I ___ _ ]
< |
" T—O—O—ﬂb-o——o—o—-‘o—o—b
[77]
> = = = 2 o 13
gl —
g | __
] = )
r o 1
zacatek

délka kroku

Obr. 9: Pohyb skeneru ve vodorovné reviRevzato 41].

Zakladnim piezoelektrickym materialemét$iny skenek je keramicka swis—
olovnaty zirkonium titanat Pb(Zr,TiYO— do které se podle pozadovanych vlastnosti
pridavaji tizné gimési. Je to polykrystalickd pevna latka, jejiz kaddystal ma suj
dipélovy moment. Dip6lové momenty jsou zprvu or@r@ny nahod¥ proto se musi
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piezoelektricky material jeStzalfat a gilozit ke stejnosrrnému napti, které dipdly
orientuje jednim sirem. Poté se materidl musi rychle zchladit. Takitoyany skener
reaguje na WSi nagti prodlouzenim nebo kontrakci. Polarizaci ofilije ¢asté pouzivani
skeneru ¢im casgji, tim vetSi polarizace) a okolni teplota (vysSi teplotachtgjSi
depolarizace).Skenery konstruované pro pohyb viogsag az mohou fungovat tak, Zze se
v jednom sndru prodluzuji a v opmém zkracuiji.

Problémem piezoelektricky skeenékdy mize byt malad skenovaci plocha, ktera
je dana velikosti skeneru. Proto s&kdy pouzivaji elektrodynamické skenery i za cenu
nizsiho rozliSeni. Jsou slozenéctg civek, jejichz sedy lezi ve vrcholecBtverce. Pohyb
se uskuténuje piloZzenim napti na jednotlivé pary civek. Tak Ize dosahnout skeiai
plochy o straé 1,2 mm s rozliSenim 10 nm.

1.5. Nelinearity skeneru

Teoreticky je vychylka idealniho piezoelektrickéhskeneru linearni funkci
piiloZzeného nagti. Reélny skener ale trpékterymi poruchami.

Vlastni nelinearita: Tato chyba je zjsobena fimo materidlem skeneru. Grafem
zavislosti prodlouzeni na nép neni gimka, ale ve skut@osti ma graf tvar pismerse
(Obr. 10). Vlastni nelinearita byva patrna at skenovani wtSich ploch a pohybuje se
v mezich od 2 do 25%. Projevuje se zborcenim obrazu testovaci rovekwidistantni
miizky.

maximalni odchylka

prodlouzeni (um)

napéti (V)

Obr. 10: Graf zavislosti prodlouzeni skeneru rfdgzeném nagti u idealniho piezoelektrického materialu
(Use’ka) a u realného piezoelektrikard¥zato £1].

Hystereze Predpokladejme, Zefwadime na piezoelektricky skener postépragti od
nuly do utité hodnoty a pak ho @p sniZzujeme na nulu. Sestrojime-li graf zavislosti
prodlouZzeni na nai, nebude sestupnéast Kivky kopirovat vzestupnou, ale vznikne
smyka. Ta je dsledkem hystereze. Plocha sty je tim WtSi, ¢im je WtSi intenzita
elektrického pole. Tuto vadu vykazujét$ina piezoelektrickych material Ta tvai az
20% z celkovych nelinearit skeneru. Pro po&dai vlivu hystereze probihd skenovani
pouze v jednom sénu. Hystereze ve svislém sm zpisobuje chybny profil vzorku.
Pokud je v AFM obraz konstruovan na zakla@ti privedeného na skener, bude obrys
dokonale pravouhlého schodu vypadat jako na obr. 11
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um)

prodlouzeni (

15% hystereze

napéti (V)
Obr. 11: Vlevo je graf zavislosti prodlouzeni skenga pilozeném nagti pri jeho postupném 2tsovani a
nasledném zmensovani. Vpravo je zndaoobraz pravouhlého schodu, jak by se zobraziewivnystereze.
Prevzato z [1].

Creep (tefeni): Creep je jev, ktery nastava pdilpzeni napti. Materiadl se nezme
rozpinat homogeri) ale po castech. €sné po nagtovém skoku dojde k gitému
prodlouzZeni a paké&makou dobu prodlouzeni ,dobih&“fifnéreni se to projevi tak, Zze po
piesunuti skeneru do jiného mista vzorkdaneavybrana plochaébhem creepu ujizd. To
muze trvatfadow minuty. Proto se nedopamuje skenovat v rozich. DalSim efektem je
rozdilnost obrazk parizenych éiznymi skenovacimi rychlostmi.

IS
2|
= AX LI
(] ) or AX
>N
3 AX U,
= e
o '|'cr AX
(o
< odezva s vlivem creepu
Q.
[
c
Zas (s) Ux

Obr. 12: Vlevo je grafasové zavislosti prodlouzeni skeneruiagdeného nafti. Creep je charakterizovan
dobou T, , za kterou k &mu dojde. Vpravo je obraz pravouhlého schodu, jakébzobrazil vliivem creepu.
Pirevzato £1].

Starnuti skeneru: Starnuti se projevuje zmou orientace dipélovych moméntve
skeneru. B pouzivani dochazi k nasycovani, domeény jstiutgm neustéle natény ve
smeru skenovani. Naopak neni-li skener pouzivan, trjense dipdly nahodh a
prodlouzeni i daném nagti se exponenciatnzmensSuje. Oba tytoépge jsou souasti
starnuti skeneru. Z obrazku 13 také vyplyvagine castji a déle je skener pouzivan, tim
vétSiho rozsahu skenovani je schopeislBdkem starnuti je chybnécawani rozndri,
charakter objekitvSak Zistava nezrmen.
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pouzivany

prodlouzeni (um)

nepouzivany

doba pouzivani skeneru (mésice)

Obr. 13: Starnuti skenerufgeho uzivani a nénnosti. Frevzato 41].

K¥iZzovy efekt: Pohyb skeneru podél os y se dje podél oblouku (jedna strana se
zkracuje, jedna prodluzuje). Aby hrot udrzel komta& vzorkem, musi jeSkonat pohyb
ve snéru osyz. Toto spojeni pohybmiaZze vést k zaobleni rovinného povrchu. Existuje
vice moznych ficin takového zkresleni vysledného obrazu. ildad elektrické pole,
které neni fesre homogenni v celém objemu skeneru.

/ U, (prodlouzeni — z)

U, (prodlouzeni — x)

' \Ux
Obr. 14: Vlevo je znazoen kiizow vazany pohyb skeneru. Vpravo je obraz pravouhé¢hodu, jak by se
zobrazil vlivem kizového efektu./vzato 41].

v

Poruchy skeneru byly popsany jednat]iwe skuténosti ale fisobi vSechny dohromady.
Na obrazku pravouhlého schodu jedtigkjich sloZzeny efekt.
Ke eliminaci tchto vad se pouZzivaji softwarové i hardwarové koeek

odezva signalu

na kombinovany vliv
hystereze, creepu a
kiizoveé vazby

Uy

Obr. 15: Vliv hystereze, creepu &ové vazby na zobrazeni pravouhlého schogenzato 41].
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Drift: Drift je pozvolné ujizéni hrotu vzhledem ke vzorku #anych gicin. Frikladem je
raizna tepelna roztaznost u jednotlivych konsinikh c¢asti, tepelny ofev zpisobeny
prichodem elektrického proudu neba'@h pouzitym osstlenim.

1.6. Artefakty a problémy é¥eni

Zrcadleni hrotu: Pokud snimame povrch namz se vyskytuji vinélky, jejichz Stka je
mensSi nez gka hrotu, dojde k tomu, Ze povrchéma snimat hrot. Nezobrazi se tedy
vy¢nélek na vzorku, ale hrot. Zjistime-li, Ze se v olhzvyskytuje opakovah stejna
struktura stejné orientace, je dobré peéitazorkem. Je-li to projev zrcadleni hrotu,
zustane struktura neatena. Tyto artefakty zavisi na tvaru hrotu (viz. Ob8). OsiejSi
hroty samoejm¢ zobrazi detail &ngji. BéZné cenov dostupné hroty majifpvrcholu
Uhel 45°.

skute¢ny obraz

Q

dréha hrotu

kuzelovy , draha hrotu

obraz hrotu

draha hrotu

draha hrotu

Obr. 16: Zrcadleni hrotu. Revzato £1].

Stav hrotu: Zne&isteni hrotu a jeho geometrie ma vliv na kvalitu obra®i delSim
pouzivani dochazi ke zm¢ tvaru hrotu, k jeho obruSovani a Zidgovani. Ndhodny
prudky dotyk hrotu s povrchem t@e zmisobit jak poruchu hrotu, tak ohnuti nebo
nastipnuti raminka.iPznetisteéni raminka se zase zmenSi jeho odrazivost a tietekthi
signal.

Zpétna vazba: Pri Spatré nastavené zpné vazls se v obraze vyskytuji chybna data. Je-li
vazba piliS silna, dochazi k oscilaci a v obraze se obj@aleSna vysokofrekveni
periodicka struktura. Pokud je naopak vazba mdgaslarot se nedrzi vzorku a obraz se
jevi hladce nebo négtelre.

Nabiti vzorku: Na nabitétm vzorku vznikaji mezi vzorkem a hrotemaragitni
elektrostatické sily, které vedou ke snizeni reniZobrazeni.

Pevnost vzorku: Neni-li povrch vzorku dostateé¢ pevny, niize dojit k jeho poskozeni

(kontaktni rezim). Nkdy se ¢ast vzorku utrhne austane pichycena na hrotu. Tak
v obraze vznikaji rozmazars@ry.Pokud povrch vzorku neni vSude stepevny, hrot ho
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na nekéich mistech mize proméknout a ve zobrazeni se tyto mista budou jevit jako
prohlubrg.

Interference: K detekci je pouZzito optické #éni, proto musime brat v Uvahu téz
odrazivost vzorku a ostatniatésti hlavy mikroskopu. Stlo od nich odrazené imie
interferovat na povrchu detektoru a tak se viitvdaleSné struktury.

Pri preswtleni zase fotodetektor ztrati schopnost udrza@tnou vazbu a to dze
zpisobit poSkozeni raminka hrotu.

Softwarové zpracovani: Po nandieni se data &Sinou déle zpracovavajitiglusnym
pocitatovym programem, kterym lze odstranikteré obrazové nedostatky. Na druhou
stranu pi tom miZze dojit k vytvdeni jinych artefakt. Nagiklad nevhodnou filtraci
frekvenci se da vytud faleSna struktura. Proto je nejprielia obraz analyzovat a poté
vybrat optimalni Gpravy.

Obr. 17: Kalibracni mfizka (strana tmavsihétverce 5um), kterou nizeme pouzit, abychom zjistili,zda se
v obrazu nevyskytujichteré vySe popsané chyby.

1.7. Analyza biologickych vzoik

AFM umoziuje praci se vzorky podienymi do kapaliny, coz je vyhodné pro
studium biologickych prepar@t které Ize takto studovat nevysuSené v jejichvnat
stavu. Hrot je fitom cely poneen v kapalig. Biologické vzorky jsou &Sinou neékké a
kiehké a byva problém s jejich uchycenim na pevnaliogé&u, proto se pro jejich &eni
piiliS nehodi kontaktni rezim. Jako vha&Bi secasto jevi rezim poklepovy [11], [12],
[13], [14].

Pro zobrazovani biologickych vzdrkje rozSftenou metodou elektronova
mikroskopie. Ale AFM ma oproti EM pré&vu vyhodu, Ze rizeme pracovat v kapadin
Objevuji se zde ale tyto problémy:

» Vertikalni rozsah rize byt pro gkteré vzorky nedostatry.

* Dochazi k zn&steni hrotu biologickym materialem.

* T¢Zko se interpretuji ziskané vysledky. Obraz nenmagiovidat readlnému tvaru
povrchu vzorku, protoZe interakce mezi povrchemra@em byva tizné povahy.

Napiklad mize dojit k proméknuti vzorku hrotem.

Vedle topografického obrazu vzorku, Ize pomoci AElkat informace o jeho

mechanickych vlastnostech. Ke spravné interprataciienych dat, se vyuZzivaji dalSi
mikroskopické metody (fluorescémi a jiné optické metody).
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L e S
Obr. 18: Drzéak hrotu pro suché prasti (vlevo) a pro kapalné pra@eti (vpravo).

Na fotografiich (Obr. 18) jsou drzaky hiigbro suchy vzorek a pro vodni pristi.
Pro méieni ve vod se do Zlabk v drzaku zasunou hatliy, které maji na konci injeki
stiikacky. Z jedné strany Hkackou pak po kapkach #éme vodu, ktera vytéka otvorem
vedle hrotu na vzorek. Tak se dostane pod vodwijakek tak hrot. Drzak na hrot se
upeviuje do hlavy mikroskopu (Obr. 19).

Obr. 19:Pfiprava mokrého vzorku: Do drzaku se zasunoua vodu (vlevo) a cely drzak s hrotem se
vloZi do hlavy mikroskopu (vpravo).
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2. Kvasinky

Kvasinky jsou jednobuftné houbové
mikroorganismy, které se mnoztginou nepohlavh
pu¢enim. Jsou to nejjednodussi eukaryotni organismy
a protoZe existuje analogie s mnoha Zivotnimi
procesy probihajicimi v saéich buikach, slouzi jako
modelovy  systém.  VyuZivaji se zejména
v potravindském ptimyslu. Napiklad pi vyrobé
lihu, piva, vina, pekakého drozdi a médych
vyrobki. Pivni kvasinky, které maji velky obsah
vitaminu B, se vyuZivaji i ip lé¢bé nervovych
onemockni, zartlivych  koznich  chorobéach,
poruchach zaZivaciho astroji a jaternich chorobé&ch.

Mezi kvasinkami se nachazeji i kvasinky
patogenni, které vyvolavaji kozni, sligni a jina
onemockni. Negativni vliv ma i nevhodny vyskyt
kvasinek (kontaminacetipryrobnim procesu).

Obr. 20: Kvasinky v Zivném médiu. Kvasinky Ziji ve vod, vpidé, na listech
rostlin a na kazicich se plodech. Ke svému Zivotu
potiebuji vodni prosedi, kyslik a Ziviny. ¥tSina kvasinek se mnozi a roste teplo& od
0°C do 48°C. [9], [25]

2.1. Struktura kvasinky

Kvasinkové biiky mohou mit rozmanity tvar. Obvykle kulaty neboatmy, ale
vyskytuji se i jiné tvary (vejcovity, lahvovity, &knity, ...). Rozdily nizeme najit i mezi
buikami stejného kmene, to zavisi na okolnim pemit Na obrazku vidime strukturu
kvasinky roduSaccharomyces cerevisiggiroce vyuzivané, néixlad pi vyrobé piva,
vina, chleba aj.).

S. cerevisiagsou obec# tvaru rot&niho elipsoidu s gimérem 5-10um na velké
ose a 1-7um na mensi ose. Skem a opakovanym @tem dileni se biika zwtSuje.

jadro

cytoplazmaticka

bunétng
membrana Sténa
) i lipidavé
mitochondrie granula

jizwa
zrodu

fostatova
granula

Obr. 21: Schéma hbiky kvasinky. Revzato 425].
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Tvar buiky urcuje burgéna stna [6], [7], [8], ktera chrani kvasinkurgd vrejSimi
vlivy, predevs§im mechanickym a osmotickym Sokem. Hlavnikslodburécné stny jsou
polysacharidy. Diky chemickému sloZeni mé&nat zaporny naboj. Tlotdka sEny je
150 nm — 400 nm.

2.2. Nepohlavni rozmnozovani

Kvasinky se mohou rozmnoZovat jak pohlayza vzniku pohlavnich spor) ,tak
nepohlave a to &tSinou pienim.

Obr. 22: Puici kvasinka. Pevzato 425].

Béhem puéeni se na matské buice vytvai pupen, ktery se postuprevétSuje.
V oblasti pupene se hromadi sakremechyiky pro transport materialu na stavbu btmé
stny. Zuzenina mezi matskou buikou a pupenem se postuépmzavira cytoplazmatickou
membranou a bukinou stnou. Dcéinna buika se oddi od buiky matégské. Na mist
odckleni vznikne u staré i noveé kvasinky jizva. Celgtteproces trva astithodiny.

Podle mista, kde pupen na povrchuikyuvznika rozliSujeme pieni monopolarni,
bipolarni a multipolarni. U monopolarnpwicich kvasinek vznika nova hka vzdy na
stejném poélu matské buky. U bipolare pwicich vznika gidaw na obou podlech.
Multipolarné pwici kvasinka nmize vytv&et pupeny kdekoli, ale nikdy ne na stejném
misg.

Nekteré kvasinky jsou schopné z&itych okolnosti omezit rozmnozovani acita
bunky prodluzovat.

2.3. Jizvy

Na burécné séné kvasinky vznikaji mateske jizvy po pdeni dcéinnych burk a
jejich oddleni. Jizva ktera po odteni Zistane na désné buice se nazyva jizva zrodu a
jelikoz je z jiného bu&neho materialu, Ize ji rozliSit od jizev vzniklygozdji dalSim
pucenim.

Jizvy zistavaji na biice po cely jeji vyvoj. Kvasinka jich iie mit vic, gkdy se
udava az 32. Podle ¢to tedy miiZzeme uéit relativni stdi bunky. Jizvy multipolarg
pwicich kvasinek jsou nejvice prostudovan&.ucerevisiaeJak jiz bylofe¢eno, mohou
vznikat po celém povrchu maské buiky, nikdy vSak v mist uz vytvdaené jizvy.
Nejdiive se objevuji v mistech ngjgiho zakiveni sény na poélu proti jiz¢ zrodu, dalsi na
polu v blizkosti jizvy zrodu a poté v ekvatoriatoving.
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2.4. Rist kultury kvasinek

Rychlost rozmnozovani kvasinek v médiu vyjgd ristova Kivka. Lze ji rozélit

na 5¢asti:

Lag-faze: Buky se fizpasobuji novému zivnému prastli, ziskavaji energii pro
puteni a dleni. P@et burgk se nemani, ale roste jejich velikost. Tato faze trva
nékolik hodin nebo mze byt tak kratka, Ze ji ani neptsfineme. To zavisi na
piisunu Zivin.

Exponencidlni faze: Je to obdobi nej@giho fistu. Dcéinné buiky se rékdy
odcEluji aniz by dorostly do velikosti mateké buiky. Proto se pmmeérna velikost
kvasinek v této fazi snizuje.V pozdni exponencidézi buikam z&nou dochazet
Ziviny, zpomaluje se rozmnozZovani. Velikost Bkise uz nerni.

Diauxicka faze: Kvasinky Werpaji gluk6zu z meédia a bky rostou na jinych
zdrojich uhliku. FErastek bugéné hmoty je mnohem pomalejSi a mensi nez
v exponencialnéasti.

Stacionarni faze: Nastava rovnovaha mezicn@aniklymi a oduniielymi buikami.
Tato faze pichéazi po 5 az 7 dnech.

Faze odumirani: &t burgk se postuptizastavuje a hiky zainou rychle odumirat.

Pro vyjadeni koncentrace kvasinek v suspenzi se pouzZivakdptiustota OD.

Swtlo urcité vinové délky prochazi vzorkem a je zeslabovaompptylem na velkych
burnkéach. Pak

ID
OD=—Iog|— ,

d

kdel, je intenzita prochazejiciho &ila, |4 je intenzita dopadajiciho &la.

2.5. Puimyslovy vyznam kvasinek

Vyuziti kmeni Sacharomyces cerevisiagprimyslovych vyrobnich procesech Ize

rozclit do téi skupin:

Vyroba alkoholickych nap@j VyuZiva se zde schopnosti knieranaerobé
zkvaSovat cukry v médiu na ethanol a oxid &ityi

Vyroba pek#éského drozdi: Probih& za aerobnich podminek, kdyysgiva cukr
piitomny v nizké koncentraci v zivném prigsti a oxiduje na vodu a oxid utity.

Pri praktické aplikaci drozdi vznikajici oxid ubiliy zpisobuje kynuti, zatimco
ethanol pi peceni €sta vytka.

Vyroba biomasy za daelem ziskani bilkovin: Biomasa se pouzivd ke krmnym
acelim, jako dopldk lidské potravy a zdroj dkterych vyznamnych latek
(ergosterol, enzymy, kofaktory).
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3. Metody a materialy

Obr. 23: AFM v Ustavu makromolekularni chemie ARraze na Petnach.[10]

3.1. Nastaveni mikroskopu

Pred nefenim je teba mikroskop nechat delSi dobu zapnuty, aby sdrtepstalil.
V mistnosti by mila byt stala teplota, bez vzduSnych prowdbez zbyténych vibraci (i
kdyZ je mikroskop umish na antivibranim stole).

Po zapnuti fistroje se spusti ovladaci program, kde je nutrséand, jaky skener
budeme pouzivat (jinak hrozi poskozeni skenerugn8kyv tomto mikroskopu pohybuje
vzorkem. Lze vymsnovat skenery siznym rozsahem skenovani v os&ci.

Do hlavy ustadleného mikroskopu vlozime vzorek aakirs hrotem. Nejprve
musime nastavit tmé, pomoci Sroub, laserovy paprsek tak, aby dopadal nadlgpi
raminka hrotu a odrazel se do detektoru. Nastavowémtrolujeme optickym
mikroskopem, ktery zobrazuje stopu paprsku na ramira na displeji, kde vidime
vysledny signal (tj. celkovy proud prochazejicioiétektorem). Nedali se ziskat silny
signal, i kdyz je laser vid na raminku, bude mozna nutné pdaitarcatkem.

DalSim krokem je vyvazeni fotodetektoru. Hodnota diapleji dole udava
rozdilovy signél levo-pravy (n&fd mezi levou a pravouasti fotodetektoru), hodnota
nahde rozdilovy signal horo-dolni. Pomoci Sroubu obgn&ly nastavime co nejblize
nulové hodnat. D&l se mikroskop ovladé pivacem.

Parametry pro skenovani se nastavuji na levém prongaitace (misto, velikost
plochy, rychlost skenovani, amplituda vse, pitlacna sila, ...). Lze také nastavit, zda se
budou data zaznamenavéit pohybu hrotu zleva doprava nebo zprava doleva.

Na pravém monitoru se vykresluji dva obrazky. Pramograficky udava vysku
hrotu nad vzorkem (vySSi oblastiége, nizsi tmave), druhy obrazek zobrazuje€ricsily
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vzorku na hrot (zobrazuji se Zny na povrchu vzorku, dostdvame vlasterivani

obraz).

S _——
Obr. 24: Topograficky obraz (vlevo) a deriva obraz (vpravo).

VSechna nsfeni byla provedena nafiptroji AFM Nanoscope llla (Digital
Instruments, Santa Barbara USA) v kontaktnim rezisnkonstantni ifitlacnou silou.
Mikroskop je umisin v laboratéi Ustavu makromolekularni chemie AV v Praze na
Petinach. Pgita¢ snimal dataip pohybu hrotu zprava dolevaii®dm byly pouzity hroty
NP-S cantilever (oxide sharpened silicon nitridebgr Digital Instruments).

VSechny zdrojové obrazky jsou ulozeny rfdogeném CD.

3.2. Zpracovani obrazk

Ke zpracovani nastienych dat byl pouzit softwarovy program
WSxM 4.0 Develop 11.4. Krotnvyiezu (zoom) jsem pouzivala nasledujici softwarove

dpravy:

Plane: Obrazkem se proloZzi rovina, ktera se nasledgte. Takto Ize odstranit
nechény naklon vzorku. Snimek sdifpm nezdeformuje. (Je mozné o&dat i
plochu vysSihdadu, tato Uprava ale neni nikde pouzita.)

Flatten: Kazdyntadkem se prolozitkrka vysSihoradu, gicemz se bere ohled na
polohu okolnichtadki. Je vhodna tam, kde je ¥idvyrazna struktur@@dkovani.
Ale (Pozor!) nmize podstatth zdeformovat nagteny povrch. Na druhou stranu
v neékterych gipadech zviditelni jemné detaily, kteréadkovani zanikaji. Pouzila
jsem tuto Upravu tedy jen tam, kde se po jeji agliknezndnil podstatg tvar
kvasinky a zarouvevynikly detaily na povrchu.

3D: Ténet vSechny snimky jsou fpvedené do prostorového zobrazenfi P
zpracovani obrazu je dale mozné volizmé os¥tleni povrchu, tak, abytsobil
co nejplastiteji. VétSinou je na ose zvoleno stejné gfitko jako na vodorovnych
osach. V skterych gipadech je osazvyrazréna.

V programu je mozné &ovat ffizné parametry zobrazeného povrchu vzorku.
Napriklad Ize vykreslit profil povrchu vzorku podél élsoinéhorezu a z Bho pak
odeiitat potebné hodnoty (vySku vyika, polonEry kiivosti kvasinek atd.).
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3.3. Pouzité kvasinky

VSechny pouzité kvasinky byly roduisaccharomyces cerevisiaekvasinky
piipravovala standardnimi postupy pani Iva BeneSav&yzikalnim Ustavu UK. Biky
rostly v tekutém YEP médiu 8 kvasnéného extraktu, % peptonu) viepaci lazni o
teplog 30°C po dobu &kolika hodin (obvykle 24h). Poté byla narostla keét burgk
vyjmuta z tepaci laza a tikrat centrifugovanaip 2000 otékach za 1 min po dobu 2 min.
Usazené biky byly mezi odsted'ovanim vzdy promyty destilovanou vodou. Opticka
hustota suspenzi kvasinek (OD) byl&tema na fistroji Novaspec Il (Biochrom Ltd.
Cambridge).

Kvasinky s riznym mnoZzstvim MDR pump: MDR pumpy jsou membranové proteiny,
které aktivie odstrawuji cizorodé latky z buwk a tim zajiuji odolnost budk vici
chemickému stresu.d®né kmeny kvasinek obsahujizné druhy a mnoZzstvi MDR pump.
Pro méfeni jsme pouzili kmeny AD 1-3, US a IL. Kmen AD Jje8kmen mutantni, jehoz
membrany neobsahuji pumpy1, 2, 3. Biiky rostly v médiu s idavkem gluk6zy.Podle
mnozstvi glukézy idané do média vzniknou:
* buiky s dolte vyvinutou stnou (HG — high glucose) ...0,5 ml %0gluk6zy do
10 ml YEP média
* bunky s tenkou sthou (LG — low glucose) ... 0,05 ml #®©glukdzy do 10 ml YEP
média
Kazdy ze ti kmeni byl nangéten ve dvou variantach: LG a HG. Hodnota OD se
pohybovala kolem 3 az 4.

Kvasinky rizného st&i: Dale byly snimany kvasinky kmérdC 482A (ozné&vany jako

#013) a AD-JC 488A (ozdavany jako #015) viznych fazich istové Kivky, tedy

razr¢ starych kvaswgnych kultur (1 den, 2 dny, 5 dni). Kmen #015 je \gani na genu
RAS. Tato mutace Zgobuje rychlejsi starnuti kvasinky. Kmeny poskyalac. Ing. Alena
Pichova CSc. OD se pohybovalo kolem hodnoty 5.

3.4. FHiprava vzorlé

Suchy vzorek:Kapku vodniho roztoku kvasinek jsem nechala usehna skléku.
Sklicko se lepici paskouripevni na kovovou podlozku, ktera se vlozi do hlavy
mikroskopu na magnet. Tim je vzorekigpaven k mnéfeni. Poté se do hlavy
piipevni drzak s hrotem. V tomtaiipadt jsem pouzila k @eni poklepovy rezim.
Rychlost skenovani bylajm/s. Vytvait jeden snimek tak trva az 20 minut.
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Obr. 25: Suchy vzorek kvasinek (vlevo) a latexaliély primeru 1 gm (vpravo).

Vzorek ve vod

Uchyceni do filtru: Jednou z moznosti, jak uchytit kvasinky na podipzby Sly snimat
ve vodt v kontaktnim rezimu, je uchytit je do specialnfiibtu (membréany). PouZila jsem
hydrofilni polykarbonatové membrany s pory dirpéru 5.0 um - Isopore disc PC philic
5.0um (Millipore Corp., USA). Jedna strana filtra hladka (ta, z které se otvory
nastelovaly), druha drsna. Otvor ma tvar trydietyktery je na drsfjSi strag vétsi a na
hladké uZsi. Filtrem se prédne snérem z drsné strany roztok s kvasinkamiié@mz
n¢které se zachyti v otvorech. Prdlshuti se provaglo extruderem LiposoFast (Avestin
Inc., Canada). Misto prastnuti roztoku skrz filtr je moZzné postup nasleddbvn
zjednodusit. Filtr poloZime na podlozni gkib a kApneme naipkvasinkovy roztok, ktery
se sam ,vsakne" do filtru. V otvorech se zachybveatelné mnozstvi bek. Filtr se lepici
paskou pipevni na podlozku (velikost vzorku asi 0,5 cm &% Om) a vlozi do mikroskopu.
Je tu jedt otdzka, z které strany filtru mame skenovat. Vyixi se zda byt pozorovani
na drsné stran protoZe pi skenovani na hladké strakasto hrot kvasinku zatlaa ta
vypadne.

< % £
p;

& strafiltru (vpravo).

KdyZz mame vzorek ifpraveny, vioZime do mikroskopu drzak s hrotem yodni
prostedi. Stikackou kapneme na vzorek destilovanou vodtiggmz musime pdive
sledovat, aby se voda nedostala mimo vzorek a eldaalo mikroskopu. Poté nastavime
laser. Bhem n&teni dophujeme vodu. Kdyby totiz vyschla, paprsek uz by medial na
detektor, ztratili bychom tak signal a mohl by sadno zlomit hrot.
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Pri kontaktnim rezimu rizeme pouzit vySSi skenovaci rychlost nez v poklépov
Pouzivala jsem frekvenci 2 HztipnejwétSi ploSe 160x16m. Vytvoreni obrazu trva
v tomto gipadt asi 5 minut.

Problém nastavarphledani kvasinek, které uvizly ve filtruriRak malém rozsahu
skeneru s€asto musi mnohokrat zmit poloha vzorku, nez objevime vhodnou kvasinku.
Hruby posuv skenovaci oblasti se uskiitge manuald dvéma Srouby. Na nasledujicich
obrazcich je vi&t postup pi hledani a postupnéntiplizovani kvasinky.

E)
Obr. 27:Snimky A, B, C znazoiji postupné fiblizovani kvasinky (kmen US, HG) zachycené va.fib je
derivacni obraz. E je trojroz@rny obraz vytvéeny z topografického snimku C.
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Uchyceni na skléko: DalSim zpgisobem, jak zafixovat hiky na podlozku, je vyuzit
jejich zaporg nabité stny a uchytit je na kladnnabité skiéko. Takto se poddo vytvorit

nékolik snimki za pouziti skifek SuperFrosPlus (Menzel GmbH Co KG). Uchyt ale
nebyl tak pevny jako ve filtru. Hr@tasto kvasinky  skenovani odsunul nebo je zachytil.

4. Vysledky méreni a diskuze

4.1. Artefakty

Jak jiz bylo popsano v 1. kapitole, vznikajii pnéieni na AFM z nejrzrgjSich
duvodi v obrdzcich artefakty. Ifpmém neteni artefakty vznikaly. Bkteré z nich jsou
uvedeny v této kapitole.

Na obr. 28 je snadno rozpoznatelny artefakt v pddabsky na vrchu kvasinky.
Artefakt vznikl tim, Ze v mistploSky gesahoval vzorek maximalni skenovatelnou vysku
Skener se nachazel v krajni poloze). To, Zze se ploBka jevi mird prohnuta, je
zpisobeno naslednou upravou snimku procedutatien Obr. 29 bez artefaktu byl
porizen po nasledném oddaleni &blizeni hrotu.

Obr. 28: kmerr015, 1 den Obr. 29: kmew015, 1 den

Na obr. 30 se ztraci na okrajich kvasinky struktwaz nmize byt zfgisobeno
geometrii hrotu. V&hto mistech je povrch kvasinky zvréena je nejspiS té#h kolmy
k podloZce, hrot pak neie takovy tvar fesré kopirovat. DalSi mozné vystleni je, Ze
hrot za sebou povrch kvasinky chvili ,tAhne" (nar&dku se to projevilo hladkogasti
vpravo).

Hrana vznikla na zadnié&te poru filtru na obr. 31 jetsledkem ,zrcadleni hrotu*,
hrot se v t&asti opiral svoji hranou o zadnésti poru.
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Obr. 30: : kmerg015, 5 dni Obr. 31: kmen IL, HG

Deformace tvaru kvasinky na obr. 32 nevznikl&enim, ale softwarovou Upravou
flatten obrazku 33. Tato Uprava zaravpotl&ila efektradkovanigimz vynikly detaily na
povrchu kvasinky.

Obr. 32: kmen US, LG Obr. 33: kmen US, LG

Obrazky 34 az 37 byly nasnimany bezpexts za sebou, iixemz u kazdého byl
nastaven jiny sir skenovani. Z vysledkje patrné, Ze tim neni zas&dovlivnén tvar
povrchu. Zarovi Ize tuto sériictyi obrazki liSicich se pouze ve smu, kterym se
pohyboval hrot, brat za miru odolnosti kvasinkyciv vzniku artefaki spojenych
s mechanickym kontaktem kvasinky s hrotem. Maximagach bylax =y =7um, z=
2,1um.
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Obr. 36: Zdola Obr. 37: Shora

4.2. Zobrazeni jizvy

Metodou AFM lze s vysokym rozliSenim detaily Btné sény, jako jsou jizvy po
puceni kvasinek. Btom obvykly pifimér jizev byl 800 nm, jejich $&édy a okraje jsou
vystouplé do vysky kolem 50 nm az 100 nm. Na olicde88 az 41 je zobrazena kvasinka
se d¥ma jizvami i postupném fiblizovani horni jizvy. Tvar jizvy se s¢kem kvasinky
meni, piiklady jizev jdou vidt na obr. 38 az 44. Na obr. 43 je vlevodifizva na starsi
kvasince, jejiZz rysy uz nejsou tatetelné.

Na obr. 45 je s nefiSi pravédpodobnosti zachycenagai kvasinka.
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Obr. 42: kmen US, LG
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Obr. 41: kmer013, 2 dny

Obr. 43: kmew015, 5 dni



Obr. 44: kmen US, HG Obr. 45: kmen US, HG

4.3. Vizualizace povrchu kvasinek ganym mnozstvim MDR pump

Na obr. jsou zachyceny nejtypijSi piipady kvasinek kmenAD 1-3, IL a US
péstovanych g nizké (LG) a vysoké (HG) koncentraci glukézy. @mitenych dat nelze
prokazat vliv LG a HG na povrch b&iné sény kvasinek uvedenych km&nProblém
s ukovanim charakteristickych risjednotlivych skupin je fedevSim v mal&etnosti
zachycenych kvasinek. Z takového statistického kizanelze vyvodit obecné z&y.
VSechny povrchy vykazuji vy@ikovitou strukturu podobnou pometawé kife. Vyska
vybézkia se pohybuje od 2 nm do 20 nmiidhou €chto vykEZzka a prohlubni mze byt
rizna tuhost povrchu (v mistech prohlubrikai, v mistech vylzka tvrdSi). NerozliSime,
zda se jedna o skutsou topologii povrchu, nebo je to wobeno odliSnymi
mechanickymi vlastnostmi. Podle sniinks elektronového mikroskopu, kde jsou na
povrchu také vigt nerovnost, mzeme pedpokladat, Ze na povrchu kvasinek opravdu jsou
vybeéZky.

Obr. 46: kmen AD 1-3, LG Obr. 47: kmen AD 1-3, HG
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Obr. 49: kmen AD 1-3, HG

Obr. 48: kmen AD 1-3, LG

HG

Obr. 51: kmen IL

Obr. 50: kmen IL, LG

Obr. 53: kmen IL, HG

Obr. 52: kmen IL, LG
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Obr. 54: kmen US, LG Obr. 55: kmen US, HG

Obr. 56: kmen US, LG Obr. 57: kmen US, HG

4.4. Rozdily bu#énych sén reprodukéné mladych a starych kvasinek

Na nasledujicich obrazcich jsou kvasinky km#@&3,#015 izného sté (1 den, 2
dny, 5 dni). Mezi jednodennimi a dvoudennimi nejsmlitelné rozdily. U ptidennich je
pozorovatelné vyrazné zvrasm a WtSi vybszky. Zaroves se prudce zvySuje vyskyt
artefakfi, coz je ¥ejm¢ zpisobeno zrénou kvality sény (mensi pevnost, mechanickée
poruseni, zrégna pruznosti). Kvasinka na obr. 67 zcela postrdodldou struktury, coz by
mohlo znamenat, Ze je tandsa porudenadi dokonce chybiCasto se zdalo, jako byip
skenovani hrot rozryval povrcheay.

Na obr. 68 je patrny stejny artefakt, jako jiz pamgv obr. 28.
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Obr. 58: kmerr013, 1 den Obr. 59: kmew013, 1 den

Obr. 60: kmerr015, 1 den Obr. 61: kmerr015, 1 den

Obr. 62: kmerz013, 2 dny Obr. 63: kmer013, 2 dny
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Obr. 68: kmer¥015, 5 dni
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Obr. 67: kmer¥015, 5 dni

Obr. 69: kme®015, 5 dni



4.5. Ukazky zobrazeni kvasinek jinymi mikroskopiokymetodami

Obrazy kvasinek se¢br¢ ziskavaji jinymi mikroskopickymi metodami nez AFM.
Priklady takovych zobrazeni jsou na obrazcich 702aNa obr. 71 vidime relatiérstarou
kvasinku s mnoha jizvami. Na ni gudalSi kvasinky, které ale nemaji silu se @itlch
jejich tvar se prodluZzuje. Na m#és&é buice je dobe viditelny s¥tly pruh, gipominajici
zvrasrlou (zkrabacenou) bétinou sénu. Podobny efekt I1ze pozorovat na kvasinkach z
obr. 72. Tyto Ukazy se d#b shoduji s vysledky &eni metodou AFM, kdy &ty
pétidennich kvasinek vykazovaly podobné defekty. Sovdé vylEzky by mohly
odpovidat vraskam z obr 72id@poklada se, Ze&sia starnouci kvasinky seasem zé&ina
loupat, coz by zase mohlo byivibdem, pré se Ehem skenovani starych kvasingksto
menil tvar povrchu a hrot jejich povrch rozruSoval.

Obr. 70: Zobrazeni elektronovym mikroskopem Obr. 71: Zobrazeni fluorescérim mikroskopem

Obr. 72: Zobrazeni konfokalnim mikroskopemikyubarvené calcofluorem
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5. Zawr

Poddilo se ziskat pomoci AFM zéi&& obrazky kvasinek. NefSim problémem
bylo uchytit kvasinky na pevnou podlozkui Pouziti filtru miZzeme néfit pouze kvasinky
nadhodr zachycené do ply coz znemokuje systematické sledovani¢jaké dané
charakteristiky nebo vybirani konkrétniho typu kmek. Mizeme se ale drzet poznatk
ziskanych jinymi druhy mikroskopie, a tak sn&dmterpretovat gkteré pozorované jevy.

* Vliv koncentrace glukézy v zivném médiu na povrchov strukturu
burgcné sény kvasinek se nepovedlo prokazativDdem je malé mnozstvi
nantfenych dat, z kterych zatim nelze vyvodit obecné&mav

* Byly odhaleny #&které artefakty vznikajici ip méieni na AFM a fi
zpracovavani obrazu wiplusném programu, coz nam dale umgé Iépe
odhalit, zda nesledujeme ,faleSny" Gtvar v topoijraforku.

* Béhem ntieni bylo detailé zobrazeno mnozstvi jizev naséch kvasinek
raiznych kmeid. Vyskytly se jizvy odliSnych tvdr velikosti a tizného sté,
piicemz rysy starSich jizev byly mé&patrné.

* PXi porovnavani kvasinek mladych (jednodennich) aysha (pstidennich)
se ukazalo, Ze bgdna stna vykazuje znamky starnuti. Povrcknst je
hrubsi, hrbola§si, vznikaji na #m schodovité vy&zky, které jsou
praveEpodobré znamkou existence vrasek pozorovanych ve fluorgsdeh
mikroskopech. Z pigzenych AFM snimk miZzeme usuzovat na to, Ze se
sttna v rekterych mistech odlupuje.

Ziskané vysledky budou wvyuzZity pro dalSi vyzkum d&umé stny kvasinek
metodou AFM. Zjistili jsme, Ze i pro &eni mekkych vzorki kvasinek nizeme pouzit
kontaktni rezim, v kterém jsme ziskali p&mme rychle kvalitni obrazky. V dalSim ¢eni
by se mohlo vé&kterych gipadech pouzit nekontaktniho rezimu nebo rezimu
poklepového, konkrétnu povrchi starSich kvasinek, jejichz ¢sia se zda byt akgi.
M¢étreni v €chto rezimech je mnohem pomalejSi, proto bylo vyteodytvdit prehled
snimki nejdrive v rezimu kontaktnim.
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