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1 Uvod

Zgradba mnogih bioloskih tkiv in sistemov je vse od odkritja opti¢nega mikroskopa v
17. stoletju vzbujala zanimanje biologov, fizikov in matematikov. S pomocjo opti¢nega
mikroskopa, ki s sistemom le¢ poveca opazovani objekt, so znanstveniki prvi¢ lahko opa-
zovali manjSe zuzelke in predmete, ki niso bili dobro vidni s prostim ocesom. Locljivost
opti¢nega mikroskopa je omejena z valovno dolzino vidne svetlobe in z numeri¢no aperturo
le¢e, kar pomeni, da je najboljsa lo¢ljivost, ki jo lahko dosezemo okrog 200 nm. Z zeljo, da

Slika 1: NajstarejSa znana objavljena slika, ki je plod opazovanja ¢ebele z mikroskopom,
kot jo je videl Francesco Stelluti [1].

bi lahko opazovali tudi manjse bioloske sisteme, je mikroskopija napredovala. Pojavili so se
mikroskopi, ki premagujejo omejitev zaradi valovne dolzine vidne svetlobe in namesto le-te
uporabljajo drugac¢na valovanja. Izumili so transmisijski in vrsti¢ni elektronski mikroskop,
rentgenski mikroskop, itd. Vsi tovrstni mikroskopi uporabljajo metodo loma ali odboja
elektromagnetnega valovanja na predmetu, ki ga proucujejo.

V zadnjih desetletjih pa so se razvili novi pristopi mikroskopije. Gre za proucevanje siste-
mov z mikroskopi, pri katerih konica mikroskopa interagira z vzorcem. Pri tem je seveda
pomembno poznavanje interakcij, ki se pojavijo med objekti na atomski skali. Napredki

Slika 2: Podoba zlatih nanodelcev velikosti 5 nm, posnetih z vrsticnim tunelskim
mikroskopim, ki izkorisca interakcijo konice mikroskopa z vzorcem [2].

v mikroskopiji so v biologijo in njej sorodne znanosti prinesli pravo revolucijo, saj danes
lahko z najnovejsimi mikroskopi brez tezav vidimo posamezne atome. Najsodobnejsi pred-
stavnik revolucionarnih mikroskopov je mikroskop na atomsko silo.



2 Mikroskop na atomsko silo - AFM

Ko pomislimo na mikroskop, imamo pogosto v mislih opti¢ni ali elektronski mikroskop,
s pomocjo katerega dobimo moé¢no povecano sliko povrsine opazovanega objekta. Ceprav
opti¢ni mikroskop doseze 1000-kratne povecave, elektronski pa tudi do 100000-kratne, obe
metodi omogocata zgolj dvorazsezno sliko povrsine, brez informacije o globinah, viginah,
velikostih reliefa na povrsini. Mikroskop na atomsko silo (AFM) tako predstavlja korak
naprej, saj izredno natanéno poskenira in poveca topografijo povrsine v treh razseznostih; v
X-Y ravinini povrsine in v vertikalni Z smeri. AFM omogoca povecavo tudi do milijonkrat.

2.1 Zgodovina AFM mikroskopije

Mikroskop na atomsko silo (AFM) je potomec vrsti¢nega tunelskega mikroskopa (STM =
scanning tunneling microscope), ki predstavlja zelo dobro metodo za opazovanje povrsin
na atomski skali. STM sta leta 1981 razvila Gerd Binnig in Heinrich Roher in za svoje
delo prejela Nobelovo nagrado za fiziko leta 1986 [3]. Vrsti¢ni tunelski mikroskop deluje
na mehanizmu kvantnega tuneliranja. Prevodna konica mikroskopa je povsem blizu pre-
vodne ali polprevodne povrsine vzorca (tipi¢no je razdalja konica-vzorec okrog 0.4 — 0.7
nm), kar omogoca elektronom, da tunelirajo med konico in povrsino. Za nizke napetosti je
tok tunelirajoc¢ih elektronov odvisen od lokalne gostote stanj pri Fermijevi povrsini vzorca
in tudi od razdalje med vzorcem in konico. Gostota stanj se s pozicijo na povrsini sprem-
inja, zato se s tem ko se konica s pomocjo piezoelektrikov premika po povrSini vzorca,
spreminja tok tunelirajocih elektronov. Te variacije se da pri konstantni razdalji konice
od vzorca izmeriti in jih prevesti v sliko povrSine. Drug na¢in merjenja je, da ohranjamo
pri premikanju po povrsini konstanten tok tunelirajocih elektronov s tem, da spreminjamo
razdaljo med konico in povrsino vzorca. STM dosega v ravnini povrsine resolucijo do 0.1
nm in globinsko resolucijo 0.01nm.

Mikroskop na atomsko silo, ki so ga razvili leta 1986, premaguje glavno oviro STMja, s ka-
terim lahko opazujemo zgolj prevodne in polprevodne povrsine. AFM omogoca opazovanje
prakti¢no kakrsih koli povrsin, od polimerov, keramike in stekla do bioloskih vzorcev.

e

cantilever

Slika 3: Mikroskop na atomsko silo tipa povrsino [4], podobno kot slepi berejo Braillovo
pisavo.



2.2 Priprava vzorca in delovanje mikroskopa na atomsko silo

Vzorec, ki ga zelimo opazovati z AFM, je potrebno pogosto podpreti s substratom na
primer s sljudo ali steklom. Tako sljuda kot steklo sta negativno nabiti povrsini, kar je
potrebno upostevati, ko zelimo vzorec vezati na substrat[5]. AFM mikroskopija se lahko
izvaja pri raznovrstnih pogojih, in sicer v zraku, v vakumu ali raznih tekoc¢inah. Poleg tega
so lahko temperature pri eksperimentu razli¢ne, najlazje pa je delo pri sobni temperaturi.
Mikroskop je sestavljen iz rocice, na koncu katere je zelo ostra konica (Slika 4), katere kriv-
inski radij je velikosti nekaj nm. Rocica je navadno izdelana iz silicija (Si) ali silicijevega
nitrida (Si3Ny4). S priblizanjem konice povrsini vzorca, delujejo med konico in povrsino
atomske sile, kar povzroc¢i, da se rocica upogne, odkloni. Odklon se meri s pomocjo
laserja. Pri tej metodi gre za izkoris¢anje sil med vzorcem in konico mikroskopa, kar

fotodioda
laser

ro¢ica

konica
vzorec

Slika 4: Shema mikroskopa na atomsko silo.

omogoca izredno visoke resolucije. Za tolmacenje meritev pa je seveda pomembno dobro
razumevanje atomskih sil. Pri AFM gre med drugim za Van der Waalsove sile, kapi-
larne sile, kemijske vezi, elektrostaticne sile, itd. Seveda odvisno od tega kaj prouc¢ujemo.
Podobno kot pri STM mora biti konica mikroskopa izredno ostra. Konico, pritrjeno na
rocico, se nato premika blizu povrsine vzorca in s pomocjo odklona laserja se meri koliko se
konica zaradi atomske sile upogne proti povrsini. Nato se po Hookovem zakonu F' = —kz
(F je sila, k opisuje togost rocice in z je odklon rocice) izracuna silo F. Poznavanje odvis-
nosti atomske sile od razdalje med konico in povrsino pa poda relief povrsine. Krivuljo
sile v odvisnosti od razdalje podaja Slika 5.
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Slika 5: Graf sile med konico in povrsino vzorca v odvisnosti od razdalje konica-vzorec. Ko
je konica zelo blizu povrsine, je sila odbojna. Ce se razdalja poveca, postane sila privla¢na,
ko pa je razdalja prevelika, je sila enaka nic.

Podobno kot pri vrsticnem tunelskem mikroskopu, sta pri opazovanju povrsine na
voljo dve moznosti. Konico lahko vodimo ¢ez vzorec in merimo kako se spreminja sila iz
katere dobimo oddaljenosti konica-vzorec, ali pa nenehno zagotavljamo enako silo med kon-
ico in povr§ino, torej oddaljenost konica-vzorec. Slednja metoda je veckrat uporabljena.
AFM se uporablja za razlitne namene in na ve¢ nacinov. Poleg proucevanja povrsine
vzorca, lahko merimo tudi koeficient upora, sile itd.

Metode za proucevanje topologije povrsine

Ko se AFM uporabi za upodabljanje slike povrsine, je na voljo ve¢ metod. Najbolj
razSirjena je t. i. stati¢na oziroma kontaktna metoda. Pri tem gre za skeniranje
povrsine s konico zelo blizu povrsine tako, da ohranjamo konstantno silo med konico in
povrsino. Privlacne sile blizu povrsine so lahko zelo velike, kar povzroé¢i, da konico zabije
v povrsino. Zato se to meritev izvaja tako, da sta konica in povrsina tako blizu, da je sila
odbojna, torej sta prakticno v kontaktu (od tu ime metode). Da se meritev lahko izvede,
mora biti togost rocice, na kateri je konica, manjsa, kot efektivna konstanta vzmeti, ki
povezuje atome v vzorcu. Slednja obi¢ajno zavzame vrednosti red 1 — 10 nN/nm, zato
imajo poveéini rocice konstanto vzmeti manjso od 1 N/m.

Drug nac¢in proucevanja povrsine je dinamiéni oziroma nekontaktni nacin. V tem
primeru se uporabi rocico, ki oscilira z oziroma blizu svoje resonanc¢ne frekvence. In-
terakcija med povrsino in konico povzroéi spremembe amplitude nihanja in spremembe
resonancne frekvence, kar se da izmeriti. Pri tej metodi se lahko uporabi bolj toge rocice,
kar omogoca vecjo stabilnost blizu povrsine. Zato je ta tehnika AFM bila prva, s katero
so dosegli razlocanje posameznih atomov.

Tehnika AFM, ki je predvsem boljsa za mehkejSe vzorce, pa je dinamiéni kontaktni
nacin (=tapping mode). V tem primeru je rocica blizje povrsini vzorca kot pri nekon-
taktnem nacinu. Toga rocica prav tako oscilira blizu povrsine, kjer se zaradi interakcije s



povrsino obé¢asno dotakne vzorca (od tod ime, saj tap pomeni potrepljati). S to metodo
se lahko proucuje tudi lipidne dvosloje ali celo posamezne polimerne molekule (Slika 6).
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Slika 6: Posamezne polimerne verige posnete z AFM [6].

Metode za proucevanje lastnosti povrsin

S pomoé¢jo AFM se lahko meri tudi trenje na povrSini. Konico mikroskopa se vlece po
povrsini in se poleg odklona rocice meri tudi njen zasuk, ki ga povzroca trenje. Tako se
lahko na povrsini dolo¢i obmocja, ki imajo vecje oziroma manjse trenje.

Z uporabo AFM se meri tudi krivulje sila-razdalja. Pri tej metodi se konico stati¢no
priblizuje in oddaljuje od povrsine vzorca in se opazuje odklon roc¢ice kot funkcijo premika,
ki ga nadzirajo piezoelektri¢ni elementi. Danes je mozno izmeriti sile reda pN z navpi¢no
resolucijo razdalje boljSo od 0.1 nm.

AFM omogoca tudi manipuliranje posameznih atomov na raznovrstnih povrginah. Atom
na koncu konice zazna/interagira s posameznimi atomi vzorca, kar lahko merimo. Tako
lahko razlikujemo med posameznimi atomi razli¢nih vrst, ko konica potuje preko povrsine.



3 Proucevanje bioloskih sistemov z AFM

Razumevanje strukture bioloskih sistemov je kljuénega pomena. Mikroskop na atomsko
silo je pri tem izjemno pomembno orodje za dolocanje topografije bioloskih povrsin [7].
Prednost AFM je med drugim tudi v tem, da omogoca opazovanje biomolekul pri fiziologkih
pogojih in celo medtem, ko se dogajajo bioloski procesi.

Poleg opazovanja povrsin in posameznih biologkih molekul, lahko z AFM poucujemo tudi
specificne interakcije med posameznimi razlicnimi biomolekulami. Eno od molekul se
pritrdi na konico mikroskopa, druga vrsta molekul pa prekriva povrSino vzorca. Konica
je sprva povsem ob povrsini in molekula, ki je pritjena na konico, je vezana na povrsino.
7 oddaljevanjem konice od povrsine izmerimo silo, ki podaja vezavno energijo. S tem
se da izmeriti molekularne sile med receptorji in ligand molekulami, adhezijo med zivimi
celicami na nivoju posameznih molekul, sile pri razvijanju proteinov, itd.

3.1 Raziskave molekule DN A

Odkar se je pojavila slika DNA posneta z vrsti¢nim tunelskim mikroskopom leta 1984 [§],
opazovanje in raziskovanje DNA predstavlja pomembno podrocje. Prve slike, ki jih je dal
AFM 9], so bile provizori¢ne, a se je kljub temu zdelo, da je resolucija dovolj dobra in
slike razkrivajo posamezne nukleotide. Opazovanje DNA z mikroskopom na atomsko silo
pa je moc¢no napredovalo, ko so odkrili, da so slike izredno izboljsajo, ¢e se DNA pritrdi
na sljudo. Pri tem je kljuénega pomena suh zrak s 40% vlaznostjo ali manj, kar ohranja
DNA vezano na sljudo [5]. Korak naprej je bilo opazovanje v propanolu ali butanolu
[10], kar je prineslo boljso resolucijo (Slika 7 levo). Opazovanje je mogoce tudi v vodi ali
skoraj fiziologkih raztopinah [11], a je pri tem resolucija slaba (Slika 7 desno). Zelja pri

Slika 7: Leva slika prikazuje DNA v butanolu [10]. Resolucija je precej dobra, zato se
ponekod vidi zavoje vijacnice DNA, kar kazejo pusice. Desno pa je DNA v vodi [11], kjer
je resolucija slabsa.

proc¢evanju DNA je seveda razlocevanje posameznih nukleotidov [12], kar je uporabno tako
pri molekulearni medicini, kot pri bioarheologiji, forenzi¢nih znanostih, itd. Metode sicer
napredujejo, a je na poti do razkrivanja DNA sekvenc z AFM Se nekaj tezav.

AFM omogoca tudi meritve raznovrstnih sil pri DNA. Eno od vija¢nic pritrdijo na substrat,
drugo pa na konico mikroskopa, kot kaze Slika 8. Nato konico in substrat vlec¢ejo narazen,
dokler se vezi ne strgajo [13].
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Slika 8: S pomoéjo AFM se da meriti tudi vezavne energije. DNA raztegujejo in merijo
silo vse dokler se molekula ne pretrga [13].

3.2 Proucevanje bioloskih membran in membranskih proteinov z AFM

S pomocjo mikroskopa na atomsko silo se danes da opazovati posamezne lipidne molekule,
ki so glavni gradnik biologskih membran. Ve¢ skupin raziskovalcev je ze proucevalo dvoslo-
jne membrane lipidov na sljudi v vodnih raztopinah [14, 15]. Opazili so tudi periodi¢no
strukturo lipidov tipa DMPG v enoslojni plasti na sljudi. Ortorobi¢na mreza z velikostjo
a =0.62 nm in b = 0.79 nm je v skladu s pricakovanji [16].

V lipidnih membranah so pogosti proteini, zasidrani v dvosloju. Mnogi taki proteini tvoriji
v membrani dvorazsezne kristale, ki se jih opazuje z mikroskopom na atomsko silo. Prvi
membranski protein, ki so ga proucevali s to tehniko, je bakteriorodopsin, ki tvori dvo-
razsezno heksagonalno mrezo [17] (Slika 9 a)). Gre za protein, ki je sestavljen iz ene
same polipeptidne verige in obsega membrano s sedmimi a-vijaénicami. Bakteriorodopsin
deluje kot ¢rpalka protonov in zagotavlja ustrezne razlike pH [12].

Slika 9: a) Bakteriorodopsin vgrajen v lipidno membrano [17]. Svetli deli so viji, temni
nizji. Slika, posneta z AFM, je velikosti 79 x 76 nm. Iz slike je razvidna dvorazsezna
kristalna ureditev proteinov v membrani. Tri molekule proteina skupaj tvorijo trimere, ki
so heksagonalno zlozeni v periodi¢no strukturo. Najblizji sosedi so med seboj oddaljeni
6.2 nm. b) Urejena struktura proteinov, ki v membrani tvorijo pore [18].



Z uporabo AFM se lahko proucuje tudi razvijanje membranskih proteinov, saj AFM
omogoca merjenje sil na skali pN. Proteini so izredno pomembni dejavniki pri raznovrst-
nih funcijah v zivih bitjih. Zvijanje in razvijanje proteinov je zelo pomembno poglavje v
razumevanju delovanja bioloskih sistemov in kljub nedavnim napredkom ostaja nepojas-
njeno. Prav zato predstavlja AFM izredno pripravno orodje.

Bakteriorodopsin ima znacilno strukturo (Slika 10), ki se jo proucuje tako, da se konico
mikroskopa pritrdi na konec proteina, ki je vgrajen v membrano. Nato se membrano

Slika 10: Protein bakteriorodopsin.

oddaljuje od konice in se meri silo [19]. Meritev prikazuje Slika 11. Sprva sila narasca,
dokler iz membrane ne izpulimo dveh vecjih kosov proteina. Tedaj sila pade na ni¢, nato
z nadaljnim vleCenjem zopet raste in zgodba se ponovi.

Razvoj tehnik AFM tako predstavlja pomemben napredek pri razumevanju strukture in

sila [pN]
sila [pN]
sila [pN]

-

Slika 11: Shema meritve sile pri razvijanju proteina bakteriorodopsin [19]. Najprej sila
z vleCenjem proteina narasc¢a dokler ne doseze maksimuma, ko iz membrane izpulimo del
proteina (rumeni in zeleni del). Sila tedaj pade na ni¢ in z nadaljnjim vleGenjem zopet
narasca dokler se del proteina, ki smo ga izpulili razvija. Ko je izpuljeni del povsem razvit,
sila zopet doseze maksimum in iz memebrane izpulimo nov kos proteina (rde¢ in moder
del) itd.

zvijanja proteinov. Z opisanimi metodami lahko proucujemo tudi posamezne proteine, ki
niso vgrajeni v membrane [20]. Pri tem se protein pritrdi na substrat, drugi del proteina
pa na konico mikroskopa. Meritev naprej poteka podobno kot pri membranskih proteinih.



3.3 AFM mikroskopija celic

Mikroskop na atomsko silo je od vsega zacetka vzbujal upe, da bi z AFM lahko proucevali
povrsine zivih celic z ob¢utno boljSo resolucijo, kot pri opti¢nem mikroskopu. Kmalu po
tem, ko je bil ustvarjen prvi prototip AFM z mikrometerskim razponom vzoréenja, so
posneli slike rdeéih in belih krvnick, rastlinskih celic in bakterij [21, 22, 23]. Resolucija pri
AFM mikroskopiji zivih celic je slabsa kot pri mikroskopiji posameznih molekul, in sicer
znasa okrog 10 nm [24].

Poleg slik celic se da z AFM pridobiti tudi elasti¢ne lastnosti celic, ki so pomembne za

- chicken heart fibroblasts

Slika 12: Razlice vrste celic, posnete z AFM. Dolzinska enota na vsaki od slik je 20 pm.

njihovo premikanje [25]. Prav tako z AFM lahko prouc¢ujejo tudi citoskelet na povrsini
celic, ki daje celicam obliko, jih §Citi in igra vlogo pri celicnem premikanju. Meriti pa
znamo tudi sile, ki povzroc¢ajo adhezijo med celicami [26, 27, 28] (Slika 13). Medtem ko
se efekt celiénih povrsin pri delitvi celic, pri premikanju in rasti celic lahko proucuje s
tradicionalnimi mikroskopi, zahteva raziskovanje adhezije celic AFM mikroskopijo. Pri
proucevanju adhezije gre tako pravzaprav za merjenje disociacije kemijskih vezi.

z
=
o
‘»
2 4 6 8 10 12
razdalja [um]
FLFE
celici sta v

kontaktu adhezija pretrganje vezi

Slika 13: Ena celica je pritrjena na konico mikroskopa, druga na substrat. Sprva sta v
kontaktu, nato pa ju vleGemo narazen. Tako merimo silo adhezije, dokler se celici dokonéno
ne odtrgata druga od druge.
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3.4 Meritve disociacije kemijskih vezi

V biologiji so vezi med molekulami najveckrat posledica Sibke nekovalentne interakcije.
Pricakujemo, da tovrstne vezi razpadejo, ¢e jih obremenimo z doloceno silo za dovolj
dolgo ¢asa. Natanc¢ne tehnike za merjenje sil omogocajo, da izmerimo trdnost teh vezi in
njihovo odvisnost od ¢asa obremenitve in hitrosti ve¢anja obremenitve [29]. Merimo tudi
kako dolgozive so vezi, in sicer meritve kazejo, da dolgozivost vezi eksponentno pada z
vecanjem obremenitve. To opiSemo z enacbo [28]

tot(f) ~ togexp(—f/ fs), (1)

kjer je tog zivljenjski cas vezi, f je sila s katero obremenimo vez, tJ4 je zivljenjski cas
vezi brez obremenitve, fz pa je enako kpT'/xg. To nakazuje, da vezi pri celicni adhez-
iji nenehno disociirajo in ponovno nastajajo [28]. Adhezija med dvema celicama tako ni
staticen, temve¢ dinamicen proces.

Zanima nas tudi trdnost vezi v odvisnosti od hitrosti ve¢anja obremenitve (loading rate).
Trdnost vezi dobimo tako, da merimo pogostost disociacije vezi v odvisnosti od obre-
menitve na vez. Tista vrednost sile oziroma obremenitve, pri kateri je vrh te porazdelitve,
je enaka trdnosti vezi. Izkaze se, da trdnost vezi premosorazmerno raste z logaritmom
hitrosti vec¢anja obremenitve

5= faln(rtog/ f5), (2)

kjer je rp = A f/At hitrost vecanja obremenitve. Pri hitrostih obremenitve pocasnejsih kot
r;’c = f3/tls je trdnost vezi enaka ni¢, saj vezi disociirajo spontano hitreje, kot jih trgamo
mi z obremenitvijo. Pri hitrostih obremenitve vecjih od 7y pa vezi spontano razpadajo
pocasneje kot jih obremenjujemo [29]. Iz trdnosti vezi lahko dobimo tudi zivljenjski cas
vezi t*, in sicer je t* = f*/ry.
Odvisnost trdnosti (f*) in dolgozivosti vezi (t*) kazeta grafa na Sliki 14.

Iz grafov na Sliki 14 se lahko zakljuci, da vezi, ki vzdrzijo velike sile, za to potrebujejo
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Slika 14: Graf na levi prikazuje odvisnost trdnosti vezi od hitrosti vecanja obremenitve
(force rate). Trdnost vezi raste z logaritmom hitrosti obremenitve za tiste hitrosti obre-
menitve ¢, ki so vecje od kriticne T?’ = f3/t%. Nad to hitrostjo obremenitve vezi spontano
disociirajo pocasneje kot raste obremenitev. Desni graf kaze zivljenjski ¢as vezi v odvis-
nosti od hitrosti vetanja obremenitve v log-log skali. Opazno je, da trdnost vezi raste
s hitrostjo obremenitve precej bolj pocasi kot pada s hitrostjo obremenitve zivljenjski
cas [28].
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velike hitrosti nalaganja obremenitve in so kratkozive. Take vezi tako nenehno nastajajo
in disociirajo. Na drugi strani poznamo tudi molekule, ki tvorijo dolgotrajnejse vezi in
zdrzijo male ali velike hitrosti vecanja obremenitve. 7 natancnimi meritvami sil, kot to

omogoca AFM, se to lahko izmeri. Meritve kaze Slika 15.
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Slika 15: Levi graf kaze karakteristike kratkozivih vezi, ki potrebujejo za trdnost vezi
doloc¢eno vrednost hitrosti vecanja obremenitve. Desni graf pa kaze bolj dolgozive vezi, ki
so trdne tudi pri povsem pocasnem vecanju obremenitve [28]. Oc¢itna razlika med obema
vrstama je tudi ta, da graf na levi opisuje molekule, ki tvorijo vezi, ki so zelo dovzetne za
spremembe hitrosti ve¢anja obremenitve. Na drugi strani pa vezi na desnem grafu ohran-
jajo sorazmerno nenehno enako trdnost tudi pri velikih hitrostih ve¢anja obremenitve.
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4 Analiza efekta neravnovesnih meritev - Jarzinsky enacba

Pri merjenju ireverzibilnih procesov, kot je na primer mehansko razvijanje proteinov, sis-
tem vodimo ¢ez stanja, ki so dale¢ od ravnovesja. Za razliko od reverzibilnih procesov,
kjer sistem opiSemo z le nekaj spremenljivkami, potrebujemo za opis ireverzibilnih spre-
memb mnogo spremenljivk, detajlov sistema in njegove okolice. Mnogo procesov v naravi
pa doseze ravnovesje le zelo pocasi, zato moramo posegati po kvazi-reverzibilnih eksperi-
mentih. Meritve z AFM, opisane v prejsnjih poglavjih, so take vrste, zato je potrebno pri
tolmacenju meritev povezati koli¢ine izmerjene pri ireverzibilnih procesih (ko gre sistem
skozi neravnovesna stanja) z ravnovesnimi koli¢inami. Pri tem igra glavno vlogo enacba,
ki jo je leta 1997 izpeljal Christopher Jarzynski [30].
1z zakonov termodinamike, znanih iz 19. stoletja, poznamo zvezo med razliko prostih en-
ergij dveh stanj AG in potrebnim delom W, ki ga vlozimo v sistem, da preide iz prvega
stanja v drugo [31]:

AG < W. (3)

Enakost velja, ko je sprememba iz prvega stanja v drugo reverzibilna, sicer velja neenakost.
S pomocjo fluktuacijsko disipacijskega teorema so znanstveniki sicer prisli do priblizne
enakosti oziroma ocene za AG tudi za ireverzibilne procese [31]:

AG =< W > —f352/2, (4)

kjer je < W > vlozeno delo, povpreceno preko mnogo izvedb procesa, o pa je standardna
deviacija porazdelitve vlozenega dela. Vendar zgornji priblizek velja zgolj za procese, ki
so vsaj blizu ravnovesja. Tezavo je leta 1997 resil Jarzynski, ki je povezal prosto energijo
med stanji AG in delo W, potrebno za premik sistema iz enega stanja v drugo [30]:

exp(—PBAG) = exp(—FW), (5)
zapisano drugace [31]
exp[—LAG] = limy_.oo < exp[—BW;] >N . (6)

Na desni strani enacbe gre za povprecje izraza exp|—(W;] preko mnogo moznih poti
sistema iz prvega stanja v drugo. W; je vlozeno delo za dolo¢en prehod, AG pa razlika
prostih energij obeh stanj. Jarzynski enacba pove, da lahko dobimo razliko prostih energij
neke reakcije tako, da povprecimo izraz na desni strani enacbe (4) preko mnogo ireverzi-
bilnih prehodov sistema iz zaGetnega stanja v konéno. Se pomembnejse pa je, da Jarzynski
enacba velja tudi za procese, ki se dogajajo dale¢ od ravnovesja.

Pri meritvah na primer razvijanja proteinov z AFM, je potrebno eksperiment izvesti ¢im
veckrat in nato krivuljo sile v odvisnosti od razdalje konica-vzorec povpreciti, kot narekuje
Jarzynski enacba. S tem dobimo ravnovesne krivulje, ¢eprav so meritve take, da gre sistem
nenehno skozi neravnovesna stanja.

Jarzynski enakost je potrdilo ze precej raziskovalnih skupin [31, 32]. Za testiranje enakosti
je potrebno izbrati tak eksperiment, pri katerem znamo sistem privesti iz zaCetnega v
konéno stanje po ravnovesni in neravnovesni poti. V ravnovesnem rezimu, je vlozeno delo,
kot ze receno, kar enako razliki prostih energij. V neravnovesnem rezimu pa privedemo
sistem iz zaCetnega v konCno stanje mnogokrat, nato meritve povpre¢imo kot zahteva
Jarzynski enacba in nato rezultat primerjamo z meritvijo dobljeno iz ravnovesne meritve.
Na ta nacin je Liphardt s sodelavci [31] izvedel poiskus mehanskega raztegovanja molekule
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Slika 16: Sila natezanja v odvisnosti od razdalje raztegnjenosti pri natezanju molekule
RNA. Modra krivulja kaze ravnoveni rezim, kjer je bil eksperiment izveden reverzibilno.
Rdeca krivulja pa kaze enak eksperiment izveden ireverzibilno. U oznacuje vejo krivulje,
ki opisuje razvijanje, R pa oznacuje ponovno zvijanje. Opazna je histereza, znacilna za
ireverzibilno spremembo [31].

RNA iz ene konformacije v drugo. Najprej so poizkus izvedli reverzibilno, nato pa Se
ireverzibilno pri razlicnih hitrostih raztegovanja. Razliko med reverzibilnim in ireverzibil-
nim nac¢inom kaze Slika 16. Kot prej opisano, se iz reverzibilne krivulje izra¢una energijo
v odvisnosti od razdalje raztegnjenosti. Nato se rezultat primerja s povpre¢enimi izra¢uni
iz ireverzibilnega rezima. V delu [31] in [32] navajajo, da Jarzynski enacba drzi v okviru
eksperimentalne napake. Primerjavo reverzibilnih in ireverzibilnih izracunov iz [31] kaze
Slika 17.

<Wa - Wa o>
""" <Wep - Wa o>
—— — —<We - Wp o>

—_————————

Energy (kgT)

Slika 17: Graf prikazuje energijo v odvisnosti od velikosti raztezka z molekule RNA. Ravna
modra Crta ponazarja energijo Wa rev(2), dobljeno iz meritev reverzibilnega procesa, in
sicer avtorji prikazujejo funkcijo odsteto samo od sebe (zato ravna ¢rta). Rumeni pas
oznac¢uje eksperimentalno napako +kg7'/2. Vse rdece in zelene krivulje kazejo rezultate
ireverzibilnih meritev, rdece so pri hitrosti natezanja 52 pN/s, zelena pa pri 34 pN/s.
Polne ¢rte prikazujejo disipacijo pri ireverzibilnem procesu, pikcasta ¢rta kaze izrac¢un, ki
ga da fluktuacijsko-disipacijski priblizek, ¢rtkana ¢rta pa prikazuje povprecenje meritev,
kot to narekuje Jarzynski enacba. Lepo se vidi, da je slednja linija znotraj eksperimentalne
napake prakti¢no vseskozi enaka liniji iz ravnovesnih meritev [31].

Jarzynski enacba je torej izredno pomembna pri dobivanju ravnovesnih vrednosti iz ne-
ravnovesnih meritev. Proucevanje bioloskih sistemov z AFM je polno tovrstnih primerov,
kjer so spremembe ireverzibilne, sistem gre skozi neravnovesna stanja. 7Z Jarzynski enac¢bo
lahko iz teh meritev izlus¢éimo ravnovesne vrednosti.
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5 Zakljucek

Od prvih opti¢nih mikroskopov, ki so omogocali opazovanje zuzelk, do sodobnih metod
mikroskopije, s katerimi razlocamo posamezne atome, je pretekla dolga pot. UspeSen
napredek mikroskopije v zadnjih desetletjih je prinesel nova odkritja lastnosti in strukture
pomembnih biologkih sistemov. Proucevanje molekule DNA| raziskave zvijanja in razvi-
janja proteinov ter meritve medceli¢ne adhezije so le nekatera izmed pomembnih poglavij
biofizike, ki jih z modernimi metodami znamo proucevati. Eno najpomembnejsih vlog pri
tem igra mikroskopija na atomsko silo, ki od svojega izuma leta 1986 naprej dozivlja nene-
hen razvoj. Izjemna resolucija v vseh treh razseznostih in moznost prouc¢evanja vzorca pri
razlicnih temperaturah in v raznih teko¢inah, postavlja mikroskopijo na atomsko silo na
pomembno mesto med uc¢inkovitimi metodami proucevanja bioloskih sistemov.

m
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Slika 18: Posnetek rdecih krvni¢k z mikroskopom na atomsko silo [33].
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